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I. RESUMEN

El agua es un factor indispensable para el hombre, tanto porque resulta esencial para su
ciclo vital, como por las ingerencias que tiene practicamente en todas las actividades que
el mismo realiza. México cuenta con suficientes volimenes de agua como para satisfacer
las demandas de abastecimiento de todos los sectores, sin embargo, su distribucion
geogrifica es completamente adversa para casi fa mitad del territorio nacional, ya que
existen zonas con precipitacion pluvial de 2,500 mm o mds y zonas con menaos de 500 mm
de lluvia anual. Aunado a esto, se tiene que los asentamientos humanos e industriales se
localizan en lugareé donde el agua es escasa, lo que ha generado problemas de
disponibilidad del agua y de contaminacién. Entre los miltiples contaminantes existentes
en el agua, se encuentran los compuestos fendlicos.

El fenol es un compuesto orgénico sintético que constituye uno de los contaminantes
industriales de mayor importancia debido a su toxicidad. Entre los métodos méas empleados
para remover el fenol se encuentran los sistemas de tratamiento bioldgico, y entre estos el
sistema de lodos activados, el cual es bastante eficiente.

En este trabajo se estudié el efecto que diferentes concentraciones de fenol tienen sobre
los microorganismos presentes en el sistema; la degradacion del fenol, y al mismo tiempo
fueron aislados e identificados los microorganismos que predominaron en estas condiciones
de trabajo.

Para el desarrollo experimental, se utilizaron 3 unidades tipo Eckenfelder con mezclado
completo de 10 litros de capacidad. Como alimento base se emple agua residual sintética
(ARS), la cual reproduce las caracteristicas del agua residual doméstica, y al mismo tiempo
permite un mayor controi sobre las variables. Los lodos activados fueron facilitados por
las plantas de tratamiento de aguas residuales de San Juan de Aragén y San Juan
Ixhuatepec. Las unidades fueron operadas con una concentracién celular de 2.0 g/l, medida
como sélidos suspendidos voldatiles (SSV), un tiempo de residencia hidraulico de 7.35 horas
y se manejaron tres concentraciones de materia organica, medida como DQO, 300 mg/l,
600 y 900 mg/l. Se probaron 8 concentraciones de fenol (0.5, 1.0, 2.5, 5.0, 20.0, 35.0, 50.0

y 65.0 mg/1).
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Para el recuento de microorganismos se utilizé la técnica de vaciado en placa. El medio
del cultivo usado para el recuento de organismos mesdfilos aerobios fue Casitona, Glicerol,
Extracto de levadura (CGY), para organismos anaerobios facultativos, Agar Infusién
Cerebro Corazén (BHI), y Agar Dextrosa Papa (ADP) para hongos filamentosos y
levaduras.  La identificacion bacteriana se realizé por medio de tarjetas usando un
analizador automatizado (Sistema Vitek 120 de Bio Merieux).

La eficiencia de remocién de materia orgénica (s2), descendié en las unidades sometidas

al fenol, como consecuencia del aumento que experimentd el tiempo de residencia celular
{9c).

La respiracion experimentd 1in incremento como respuesta a la presencia del fenol, esto
indica intoxicacién del sistema microbiano, el cual aumenta su capacidad degradativa como
una manera de desintoxicarse; lo que sugiere que el fenol favorecid el desarrollo de
especies capaces de degradarlo. Los incrementos en la concentracién de fenol originaron
una disminucion de la velocidad especifica de crecimiento, lo que dio como consecuencia
una disminucién en el nimero de las poblaciones bacterianas presentes en el sistema, este
efecto fue mayor para allas concentraciones del toxico. No obstante esta disminucién, no
se presentd un descenso en la remocidén de fenol, lo que significa que la actividad
degradativa no siempre se sustenta en el gran nimero de bacterias degradadoras de fenol,
sino que esta actividad de los lodos se debe a la habilidad de cada especie para degradar
al fenol y no al nimero de microorganismos.

El sistema disminuyé su rendimiento en base a sustrato, lo que dié como resultado una
menor produccion de células indicando que existe cierta grado de intoxicacién,

Fueron identificados 11 géneros bacterianos (Sphingomonas, Pseudomonas, Bacillus, Vibrio,
Acinetobacter, Comamonas, Flavobacterium, Morganella, Puasteurellu, Bacteroides y
Fusobacterium).

La presencia de hongos filamentosos y ievaduras no fue significativa, por lo que se puede
afirmar que estos microorganismos no tuvieron un papel importante en el sistema.

Es posible remover un 99.9% de fenol bajo las condiciones experimentales ensayados para
una concentracién de 65.0 mg/l de fenol, sin que se presente una caida en el sistema.



II. INTRODUCCION

El agua era, segin los antiguos, uno de los cuatro elementos esenciales que formaban el
mundo. En los umbrales del siglo XX1 nuestras sociedades contintian situando sus
posibitidades de vida y de trabajo en el nivel en que disponen del liquido en Ia cantidad ¥y
calidad requeridas. Hoy, cuando en el planeta existen mas de 5,000 millones de seres
humanos, miles mueren de sed y de hambre a causa de las sequias. Muchos padecen las
consecuencias de las inundaciones. En el presente casi tres cuartas partes de la humanidad
viven pendientes de la ocurrencia oportuna de la Huvia, suficiente o escasa y en algunos
casos devastadora, y del comportamiento no controlado de rios y arroyos (SARH, 1988).

Constituye el 70% o méas del peso de la mayor parte de los organismos, es inerte en un
gran namero de casos, representa ¢l medio ideal para que se verifiquen la mayor parte de
las reacciones de los seres vivos. (Lehninget, 1975). Asimismo es un factor indispensable
para el hombre, tanto porque resulta esencial para su ciclo vital, como por las ingerencias
que tiene pricticamente en todas las actividades que él mismo realiza. Como resultado de
los usos a los que es sometida el agua, tanto su calidad como su cantidad se han alterado,
cambiando con ello su disponibilidad y distribucién geografica. Dichos cambios a su vez
han originado otros efectos como medificaciones y afectaciones en las actividades humanas
preestablecidas, el clima, ecosistemas acudticos y terrestres (SARH, 1982).

La naturaleza polar del agua es la responsable de las propiedades caracteristicas que ésta
presenta con respecio a otros compuestos; dichas propiedades se deben a los puentes de
hidrGgeno, los cuales proporcionan eficazmente al agua las propiedades de una molécula
mucho mayor y més pesada, explicando en parte su punto de fusién, ebullicién, calor de
fusién y de evaporacién relativamente elevados. (Hein, 1992).

2.1  RECURSOS HIDRAULICOS Y DEMANDA.
Desde las primeras formas de vida hasta la época actual, el volumen general del agua en

el planeta ha permanecido aproximadamente constante merced al ciclo hidrolégico; en cuyo
transcurso ocurren la evaporacin, condensacién, la precipitacion, percolacion y el
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escurrimiento; parte del agua cae directamente sobre la superficie acudtica, otra fluye sobre
la tierra haciendo ruta en rios, arroyos, estanques y océanos; parte de ésta agua retorna a
la atmdsfera por evaporacién, desde las superficies acuéticas y terrestres, asi como por
evaporacion y transpiracion de la vegetacion, mientras que otra parte se percola al subsuelo,
En Ia Figura 1 se muestra el ciclo hidrologico {Gordon, 1995).

Se calcula que la cantidad de agua en la Tierra es de aproximadamente 1,385 x 10° m?; la
distribucién a nivel mundial del volumen total del agua en la Tierra se muestra en la Tabla
I, en ella se puede apreciar la pequeiia proporcién de agua dulce que esta disponible para
ser empleada en las distintas actividades que el hombre realiza (Dugan, 1972).

México cuenta con suficientes voliimenes de agua, como para satisfacer las demandas de
abastecimiento de todos los sectores, sin embargo, su distribucién geografica es
completamente adversa para casi la mitad del territorio nacional. El pais se encuentra
dividido en 320 cuencas hidrolégicas, con un escurrimiento medio anual de 410,000 millones
de metros ciibicos en promedio, cifra que representa practicamente el total disponible como
recurso renovable. '
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Tabla i
Distribucién del agua en Ja Tierra

TIPO %

Agua Oceéanica 97.30
Agua Dulce 2.70
Localizacién del Agua Dulce
Casquetes polares y glaciares 72.20
Aguas subterraneas y humedad del suelo 22.40
Lagos y Pantanos 0.35
Atmésfera 0.04
Corrientes 0.01

Dugan, 1972

Con respecto a la distribucién geografica, el norte del pais tiene un escurrimiento reducido,
12,300 millones de metros ciibicos, representa 3% del total en un area equivalente al 30%
del pais, mientras que para el sureste es de 205,000 millones de metros cibicos, que
representan el 50% de la disponibilidad total en un drea no mayor al 20% del territorio

nacional (SEDUE, 1988).

La mayor disponibilidad del agua se encuentra por debajo de los 500 m sobre el nivel del
mar. Si se comparan las zonas de disponibilidad del agua con las de asentamientos
humanos e industriales, existen situaciones contrastantes, tales como que mas del 85% del
agua del pais se encuentra en la zona baja, es decir, por debajo de la cota 500, mientras
que mas del 70% de la poblacién y 80% de la planta industrial se localizan en la zona alta;
arriba de 500 m, de esta idltima el 55% se encuentra en el Valle de México, que sufre

graves problemas de agua (SEDUE, 1988).
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En la zona alta, como consecuencia de ser la mas densamente poblada y con escasa
disponibilidad de agua para abastecimiento, las aguas de los rios sufren ya algunos casos
de contaminacién.

Por lo anterior podemos observar que el desequilibrio entie la oferta y la demanda de agua
se debe principalmente a la inadecuada distribucién de los asentamientos humanos en
relacion a las fuentes superficiales, motivo por el cual, los grandes polos de desarrollo no
cuentan con un abastecimiento adecuado a sus necesidades, en contraste con algunos
nicleos de menor densidad demografica que disfrutan de volimenes abundantes,

22  USOS DEL AGUA.

En nuestros dias entre los usos a los que se destina el recurso hidraulico se encuentran los
siguientes:

2.2.1 Doméstico.

Este tiene preferencia sobre las otras clases de usos y su abastecimiento va de acuerdo con
la importancia politica, econémica y grado de desarrollo de la poblacién. En las localidades
rurales que tienen un nimero menor de 5,000 habitantes Ja dotacién de agua suele ser
apenas la necesaria para satisfacer las necesidades primarias de los pobladores, mientras
que en las grandes civdades, se suministra agua en cantidades suficientes para satisfacer con
holgura las necesidades de sus habitantes, incluyendo usos doméstico, industriales y

comerciales.

El consumo anual de agua para uso doméstico en el afio de 1990 se estimé en 7,558
millones de metros cibicos y para el afio 2000 se espera un consumo anual de 10,958
millones de metros ciibicos (SEDUE, 1988).

2.2.2 Agricola,

Debido a la diversidad de climas que presenta el pais, el riego es un factor de primera
importancia para el desarrollo agricola de la nacién. El 36% de la superficie cultivable es
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drida o semiérida y sin riego no es posible Ia agricuitura; el 33% es semiarida y en estos
terrenos s6lo puede obtenerse una cosecha temporal al afio, durante la época de Huvias, el
5% de la superficie es semihimeda y permite obtener cosechas todo el afio.

El consumo anual de agua destinada a este rubro en 1990 se estimé en 74,400 millones de
metros cibicos, para una superficie de 6.6 millones de hectareas. En el afio 2000 se espera
contar con 8.4 millones de hectareas de riego y el consumo de agua se espera sea de 95,200
millones de metros ciibicos anuales (SEDUE, 1988).

2.23 Industrial.

La planta industrial en México se ha desarrollado de manera acelerada y con un alto grado
de concentracion. Las consideraciones sobre costo y dificultades de abastecimiento de agua
se relegaron a segundo término, lo cual ha provocado entre otras cosas, la sobreexplotacion
de acuiferos, la competencia por fuentes de abastecimiento y la elevacién por concepto del
servicio del agua. Se estima que en 1990 la industria requirié de 9,500 millones de metros
cubicos y para el afio 2000 se espera un consumo anual de 22,700 millones de metros
cibicos (SEDUE, 1988).

2.2.4 Energético.

No se puede concebir la existencia de las sociedades modernas sin el uso de la energia
elécirica. La capacidad instalada en México es de 4,175 millones de Kw, el 59% es
generada en plantas hidroeléctricas, el 39% en termoeléctricas y el 2% restante en plantas
de combustion interna y geotérmicas. E! agua utilizada para este propdésito es de paso y
empleada posteriormente en otras actividades (SEDUE, 1988).

23 CONTAMINACION DEL AGUA.
Desde la mas remota antigiiedad, el agua ha sido la base de la implantacién y evolucidn de

los primeros niicleos de poblacién, siendo hasta la época actual, el motor que impulsa el
desarrollo y el erecimiento econdmico; razén por la cual, a diferencia de otros Tecursos, no
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tiene sustituto en las diferentes actividades urbanas, agropecuarias e industriales. Su
relevante importancia ha creado la necesidad de construir sistemas de captacién,
conduccién, almacenaje y distribucién para su mejor aprovechamiento, teniendo como
complemento indispensable obras de proteccién contra inundaciones, encauzamientos de
corrientes, drenaje y desagiie (SEDUE, 1988).

Se puede definir la contaminacién del agua, como todas las aiteraciones desfavorables que
ésta sufre, al incorporarsele una serie de sustancias que alteran sus condiciones naturales
de calidad, ocasionando grandes riesgos para la salud y el bienestar de la poblacién
{Winkler, 1996).

Por un lado los desperdicios, producto de la vida urbana, sea doméstica, agricola o
industrial que no son adecuadamente dispuestos, ocasioran en el agua alteraciones fisicas,
quimicas y bioldgicas, deteriorande los recursos naturales. Por otro lado, la utilizacién de
sustancias complejas, algunas de ellas toxicas, con el tiempo llegan a afectar las funciones
fisiologicas y psicologicas del hombre, y llegan a provocarle hasta la muerte.

Los factores que agravan los problemas de contaminacién son: el crecimiento de la
poblacién, el incremento de la actividad de los diferentes sectores y los costos asociados al
estabiecimiento de mecanismos de control. Un 80% de la contaminacion del agua en el
pais proviene de la industria manufacturera, principalmente de las ramas de la explotacién
y refinacion del petréleo, fabricacidon de papel, celulosa, textil, quimica y sideriirgica
(SEDUE, 1988).

2.3.1 Fuentes de 1a contaminacién.

Las principales fuentes que conducen a la contaminacién del agua se agrupan en tres

sectores:
2.3.1.1 Sector Urbano.

Correspondiente a las descargas de residuo de origen doméstico y piiblico que constituyen
las aguas residuales municipales (SEDUE, 1988).
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2312 Sector Industrial.

Este sector esta constituido por las descargas de aguas residuales originadas en las
actividades correspondientes a la extraccién y transformacién de recursos naturales en
bienes de consumo y satisfactores para la poblacién (SEDUE, 1988).

2313 Sector Agricola.

Comprende los afluentes de instalaciones dedicadas a la crianza y engorda de ganado
mayor y menor, asi como por las aguas de retorno de los campos agricolas (SEDUE, 1988).

De estas fuentes, las dos primeras son las que contaminan en mayor grado el agua, ya que
mas del 60% de la poblacién habita en zonas urbanas; en la Tabla 2 se aprecian las
caracteristicas de los diversos tipos de agua residua! (SEDUE, 1988).

Tabla 2
Caracteristicas de los diversos tipos de agua residual

Urbanas - Grandes volimenes.

- Alto contenido de materia orginica.
- Patdgenos.

- Poca variacién en la composicién.

- Variacion horaria.

Industriales - Grandes volimenes.
- Gran variacién en la composicién.
- Continuas o periddicas.

Agricolas. - Volumen dependiente de la precipitacién y
permeabilidad del suelo.

- Componentes del suelo, fertilizantes y
plaguicidas.
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232 Tipos de contaminantes.

Los contaminantes han sido clasificados en los siguientes grupos (Lopez, 1988): sustancias
orgénicas, organismos microbianos, sustancias radioactivas, sustancias inorgénicas y
contaminacién térmica; de éstos, los mas complicados para propésito de tratamiento son
las sustancias organicas e inorgénicas; en las sustancias inorgédnicas estan incluidos los
metales pesados, los cuales destacan por su toxicidad. Dentro de la materia orgdnica se
encuentran los compuestos organicos naturales y los compuestos orgénicos sintéticos; en el
primer grupo se encuentran todos los compuestos orgénicos que han sido tomados de la
naturaleza (polisacaridos, proteinas, lipidos, dcidos nucléicos), usados con un cierto objetivo
(alimento, abrigo, empaques, etc.) y agregados como desechos al agua. Estos compuestos
han estado en contacto con los microorganismos por millones de aiios, por lo que estos
iltimos han aprendido a vivir con ellos desarrollando la capacidad enzimitica para
degradarlos y utilizarlos como alimento dando como resultado su no muy dificil remocién.
El grupo de los compuestos sintéticos incluye a todos los compuestos de fabricacion
humana, que se han producido para cubrir las necesidades que los compuestos naturales
no eran capaces de hacer o lo hacian en forma parcial o deficiente. El nitmero de estos
productos ha aumentado enormemente después de la finalizacién de la segunda guerra
mundial, entre estos se encuentran: los detergentes sintéticos, los plasticos, plaguicidas, etc.

No hay duda de los beneficios que este tipo de productos le han proporcionado al hombre;
sin embargo, estos materiales son relativamente nuevos en la naturaleza; por esta razén no
son reconocidos por los microorganismos, por lo que no se degradan facilmente, son
tdxicos, se bioacumulan; esto unido a los miles de toneladas que de ellos se emplean les
confiere el término de problema prioritario en ¢l tratamiento del agua residual, destacando
entre ellos los compuestos fendlicos.

24 COMPUESTOS FENOLICOS COMO CONTAMINANTES.

El fenol y sus derivados son moléculas constituidas fundamentalmente por un grupo
hidroxilo unido a un anillo aromético (bencénico). Uno 6 mas del resto de los dtomos de
carbono pueden estar unidos a un grupo halogeno, alquidico, aldehido, arilo, nitro o
nitroso. La nomenclatura cominmente utilizada para describir a los fenoles usa el fenol
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como la unidad més simple y a los compuestos relacionados como derivados de éste. Es
comin encontrar en la literatura algunos fenoles llamados por su nombre comén. Por
ejemplo, los metil fenoles reciben el nombre de cresoles (Brewster ef al. 1975).

Los fenoles mds sencillos son liquidos o sélidos que presentan bajo punto de fusion;
presentan elevados puntos de ebullicién, debido a que tienden a formar puentes de
hidrogeno. Son solubles en solventes organicos tales como: tetracloruro de carbono,
metanol, Acido acético, benceno y glicerol. Son incoloros salvo que tengan algin grupo
capaz de producir coloracién. Presentan una solubilidad en agua muy variable, la cual va
desde 123 g/100 g de agua a 25° (en el caso del resorcinol) a 0.2 g/100 g de agua a 25° (para
et O-nitrofenol) (Brewster et al. 1975).

De la misma manera que el benceno, el fenol es capaz de formar un nimero importante
de derivados por sustitucién con la accion de los haldgenos; del 4cido nitrico, y del acido
sulfirico (Brewster et al. 1975).

El benceno y sus derivados, incluidos los compuestos fendlicos, se encuentran cominmente
en la naturaleza teniendo una distribucioén ubicua. Se les puede encontrar en el suelo,
agua, atmésfera. También se les puede hallar constituyendo la orina de algunos animales;
las plantas expulsan fenoles como una forma de defensa contra ataques microbianos que
pudieran dafarlas. Sin embargo, las actividades humanas, en especial los procesos
industriales (extraccion y uso de combustibles fésiles, petroquimicas ¢ industrias derivadas,
produccién de compuestos sintéticos, etc.), han generado graves problemas de
contaminacion con hidrocarburos arométicos (CINVESTAV-SEDUE, 1991).

2.4.1 Uso industrial del feno!.

No obstante que tos fenoles son compuestos altamente téxicos se emplean de manera
abundante en la industria, dada su amplia versatilidad. A continuacién se mencionan
algunos de los usos mas importantes de estos compuestos (CINVESTAV-SEDUE, 1991).

El fenol se emplea en la fabricacion de resinas fenélicas, las cuales pueden destinarse para
la fabricacion de productos de la fundicidn, tratamiento para maderas, pinturas y barnices.
También se usan en la sintesis de bifenol A y Caprolactano. El Bifenol A es el principal
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ingrediente utilizado en la elaboracién de las resinas epoxicas, mientras que el Caprolactano
se usa en la fabricacién de nylon, plasticos, poliuretanos, etc. (CINVESTAV-SEDUE,
1991).

Los derivados halogenados del fenol se utilizan en la fabricacién de agentes desinfectantes,
fungicidas, pesticidas, herbicidas, antisépticos, aditivos para cosméticos. Otros productos
importantes que se obticnen por medio de los compuestos fendlicos son los siguientes:
detergentes, antioxidantes, 4cido adipico, dcido picrico, ciclohexanol y algunas drogas
(Brewster et al, 1975).

En la industria petroquimica el fenol es utilizado como disolvente en la extraccién de
compuestos policiclicos de los aceites lubricantes.

Los compuestos fendlicos se encuentran en las aguas de desechos de las industrias
mencionadas. También se encuentran fenoles en las descargas de las plantas sidertrgicas
y todas aquellas que tienen que ver con la extraccién y la transformacién del petréleo. En
la industria del] acero, los fenoles provienen de la combustion del carbén en los altos
hornos, del taller de laminado y del baiio quimico para la limpieza de metales. La industria
del carbon y del papel también generan grandes cantidades de desechos que contienen
compuestos fendlicos.

2.4.2 Caracter téxico del fenol.

El interés sobre la estructura y propiedades fisiolégicas de los hidrocarburos aromaticos
puede rastrearse hasta el afio de 1761, en el que se reporta el primer caso de carcinogénesis
quimica. Cien afios después se establecio de manera definitiva la relacion entre el cancer
de la piel y el contacto con aceites minerales y el hollin. En 1930, Kennaway y Heiger
demostraron que el antraceno produce cincer en la piel de los ratones. En la actualidad,
el cardcter t6xico de los compuestos fendlicos estd bien establecido (Méndez, 1991).

Los fenoles constituyen un gran nimero de compuestos que por sus cualidades moleculares
representan grandes peligros de toxicidad, los cuales son muy daiiinos para la salud. El
fenol absorbido por via digestiva o a través de la piel es toxico pricticamente a cualquier
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concentracion; la ingestién del agua o alimentos contaminados con fenol producen irritacién
renal y conmocién. En casos graves se presenta nausea, vomito, dolor abdominal, edema
pulmonar y congestién cardiovascular y en algunas ocasiones puede causar la muerte,
aunque la posibilidad de que esto suceda es remota ya que hasta en conceatraciones muy
bajas, los fenoles imparten al agua un sabor tan desagradable que no es probable que se
consuman grandes cantidades perjudiciales sin darse cuenta (Méndez, 1991).

Los compuestos fendlicos poseen una fuerte accién bactericida, lo cual dificulta el
tratamiento biolégico de las aguas residuales que los contienen; presentan una elevada
toxicidad para la vida acuética, y confieren olor y sabor desagradable al agua ain a bajas
concentraciones.

El Programa de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente (PNUMA) considera a les
fenoles (junto con otros 12 grupos de sustancias) como prioritarios para ser estudiados y
tomar acciones para su disposicion {CINVESTAV-SEDUE, 1991).

2.4.3 Susceptibilidad de los compuestos fen6licos a ser degradados.

Los avances en la biotecnologia permiten la remocién de casi cualquier contaminante que
se encuentre en las aguas residuales, siempre y cuando se presenten las condiciones
necesarias. Durante la remocidn de los contaminantes, los sistemas de tratamiento utilizan
ya sea fendmenos quimicos o bioldgicos para la depuracién. De los sistemas existentes, se
prefieren los que utilizan fendémenos bioldgicos para el tratamiento de desechos que
involucran compuestos toxicos, como lo es el fenol y sus derivados,

El benceno y sus derivados forman un grupo de compuestos muy estables, debido a que el
nicleo aroméatico posee una elevada energia de resonancia. Sin embargo, a pesar de la
estabilidad del nicleo aromatico, existen microorganismos que pueden degradarlos
completamente; siempre y cuando el compuesto bencénico se encuentre presente en
concentraciones moderadas (Gibson, 1968). Entre los microorganismos que son capaces
de degradar a los compuestos fenélicos se encuentran: Trichosporon cutaneum (Yang and
Humphrey, 1975), Pseudomonas putida ATCC 11172 (Molin and Nilsson, 1985),
Sphingomonas (Nohynek et. al., 1996), Comamonas testosieroni (Bae et al.,, 1996),
Aeromonas, Flavimonas (Buitrén et al, 1997).
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Existen tres mecanismos generales para el catabolismo de los compuestos orgénicos (Evans,
1977).

2.4.3.1 Respiracién aerobia.

La oxidaci6n ocurre a expensas del oxigeno molecular que actdia como aceptor terminal de
electrones; el oxigeno es también un reactante para las enzimas oxigenasas dado que es
incorporado a los productos. La disponibilidad del oxigeno es a menudo un factor limitante
en la mineralizacién.

2.4.3.2 Fermentacién,

No son requeridos los aceptores externos, la fuente de carbono es degradado en forma
anaerobia por una serie de reacciones que liberan energia para la fosforitacion a nivel de
sustrato.

2.4.3.3 Respiracion anaerobia.

Las bacterias usan aceptores inorgénicos de electrones para la metabolizacién de los
sustratos en ausencia de aire. Asi el nitrato es reducido a nitrégeno gaseoso o amoniaco;
el sulfato a sulfuro; y el CO, a metano. Aunque las vias de degradacién son usuvalmente
idénticas en la respiracién aerobia y anaerobia, éste no es el caso para los compuestos
aromaéticos.

2.44 Degradacién aerobia,

Es aceptado generalmente que la dihidroxilacién es un prerrequisito para la ruptura
enzimitica del anillo bencénico. Los microorganismos poseen enzimas que catalizan la
hidroxilacién del anillo aromético denominadas monooxigenasas y dioxigenasas; las cuales
contienen una variedad de cofactores entre los cuales se encuentran: FAD, NADH,,
NADPH,, dimetiltetrapteridina, Cu, manganeso, grupo hemo (Grady, 1985). Las
monooxigenasas llevan a cabo reacciones que pueden ser representadas por la ecuacién:
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R-H+ NAD (F)H + H* + O, =——» R - OH + NAD (P)* + H,O
donde R - H representa la molécula de sustrato,

La funci6n principal de las dioxigenasas es abrir el anillo bencénico, insertando ambos
atomos del oxigeno molecular: El anillo puede ser abierto en la posicion orto o meta. La
mayoria de las bacterias utilizan el fenol a través de la via meta, en tanto que las levaduras
operan a través de la via orto (Yang and Humphrey, 1975; Grady, 1985).

2.4.4.1 Via meta.

La figura 2 ilustra la ruta bioquimica de la via meta en el catabolismo del fenol precedida
por la hidroxilacién del anillo. La primer enzima involucrada en la via es la catecol-2,3-
dioxigenasa, la cual cataliza la ruptura del anillo bencénico, dando como producto al
semialdehido 2-hidroximucénico. La via diverge en las rutas hidrolitica y deshidrogenativa;
la ruta hidrolitica convierte directamente al semialdehido 2-hidroximucénico en el 4c. 2-
oxopent-4 enoico, mientras que la ruta deshidrogenativa involucra la formacién de la forma
enolica del c. 4 oxalcroténico, el cual es convertido en 4c. 2-oxopent-4 enoico a través de
dos pasos enzimiticos, catalizados por la enzima 4 oxalcrotonato isomerasa y la 4
oxalcrotonato descarboxilasa. El dcido 2-oxopent-4 enoico es metabolizado a acido pirivico
y acetil CoA’ por accién de las enzimas 2-oxopent-4 enoato hidratasa, 4-hidroxi-2
oxovalerato aldolasa y 1a aldehido deshidrogenasa (Harayama et af, 1989; Powlowski, 1994).
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Figura 2. Ruta bioquimica de la via meta en ¢l catabolismo del fenol.

(Powlowski, 1994).
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2.4.4.2 Via orto.

En la via orto la enzima catecol-1,2-dioxigenasa cataliza la ruptura del anillo bencénico
dando como producto 4cido cis, cis-mucdnico, el cual es ecatabolizado a acido B-oxoadipico
enol-lactona por accion de las enzimas cis, cis muconato cicloisomerasa y muconolactona
isomerasa. El metabolismo que le sucede a este compuesto se lleva a cabo por la hidrélisis
del anillo lactona para formar 4cido B-oxoadipico, el cual se rompe después de su activacion
rindiendo acetil CoA y 4cido succinico.

La Figura 3 esquematiza la via orto en el catabolismo del fenol (Powlowski and Dagley,
1985; Powlowski et af, 1985).

2.4.5 Fermentacién.

Se han aislado varios microorganismos con la capacidad de degradar diferentes tipos de
compuestos aromaticos, entre estos se encuentran:

- Pelobacter acidigallici, es capaz de fermentar el 4cido gélico, el pirogalol, el
floroglucinol, y el 2,4,6-trihidroxibenzoato dando tres moles de acetato y un mol de
didéxido de carbono. Cuando este microorganismo es cultivado en presencia del
dcido siringico no es capaz de degradarlo; pero en un cultivo mixto con
Acetobacterium woodii, microorganismo que posee la capacidad de dimetilar, el 4cido
siringico es transformado entonces en acetato y didxido de carbono.

- Diversas especies del género Closiridium pueden fermentar el resorcinol y los
resorcilatos en acetato y butirato (ocasionalmente también en di6xido de carbono);
se requiere la presencia del formato o el hidrégenc como donadores de electrones
{(Evans, 1988).



I INTRODUCCION

OH
@ H o, #~CO co
— g

OH =0, C=0

fenol
cetecol cls-cis-mucongto

0
Succinato y ~ COg
aceld CoA. E: —
o,

B -oxcadipato

{+) Muconolactona

E ;C02
C=0
R -oxoadipato

enol-lactona

Figura 3. Via orto del catabolismo del fenol (Powlowski and Dagley, 1985).




Il INTRODUCCION 18

2.4.6 Degradacién anaerobia.

Las primeras indicaciones de que existen en la naturaleza procesos anaercbios para el
metabolismo del anillo aromético, los cuales permiten su rompimiento sin la participacion
del oxigeno molecular, datan de 1934. En esta fecha se reporté que el benzoato,
fenilacetato, fenilpropionato, y cinamato fueron degradados completamente por un indeulo
de lodos de agua residuval, en condiciones estrictamente anaerobias, con produccién de
didxido de carbono y metano.

Durante la década de los sesenta se realizaron avances en el entendimiento de la
bioquimica de este fendmeno, estos estudios dejaron en claro que el catabolismo del nicleo
del benceno se produce al menos por tres series diferentes de condiciones bioldgicas:
fotometabolismo, respiracion nitrato y fermentacién metanogénica (Evans, 1988).

2.4.6.1 Fotometabolismo anaerobio.

Varias especies de la familia de las bacterias pirpurano sulfurosas Rhodospirillaceae, que
son capaces de obtener su energia de la luz o de la respiracién aerobia, crecen en
condiciones anaerobias en presencia de luz utilizando compuestos aromaticos simples como
fuente de carbono.

Los estudios bioquimicos realizados con Rhodopseudomonas palustris han conducido a
proponer la siguiente secuencia catabdlica para el acido benzoico:

1. El primer producto formado dentro de la célula es el benzoil CoA.

2. El siguiente paso es la reduccién del nicleo del benceno para producir ciclohexano-
carboxil-CoA.

3 La reaccidon siguiente es una Beta-oxidacién, formandose después por
deshidrogenacién el ciclohexeno-1-carboxil-CoA.

4. Se introduce una molécula de agua para producir 2-hidroxixiclo hexanocarboxil-CoA.

5. Por deshidrogenacién, este iiltime compuesto se transforma en 2-oxo-ciclohexano-
carboxil-CoA.

6. A este nivel el anillo se rompe para dar lugar al 4cido pimélico, y acetil CoA (Evans,

1988).
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2.4.6.2 Respiracion nitrato.

Las bacterias nitrato reductoras oxidan la materia organica utilizando el nitrato como
aceptor finat de electrones, produciendo nitritos o nitrégeno.

El mecanismo de degradacién es muy similar al propuesto para el fotometabolismo
anaerobio, excepto que el 2-oxo-ciclohexano-carboxil-CoA es descarboxilado para producir
ciclohexanona, seguida por la ruptura del anillo aliciclico, rindiendo dcido adipico (6 4tomos
de carbono) (Evans, 1988). Psendomonas PN-1 también es capaz de crecer en estas
condiciones con acido benzoico.

2.4.6.3 Sulfato reduccién,

Se ha demostrado que algunas bacterias sulfato reductoras (BSR) son capaces de crecer en
presencia de compuestos aromaticos. Estos microorganismos pertenecen a los siguientes

géneros:

- Desulfovibrio. - Desulfococeus.
- Desulfonema. . Desulfosarcina.
- Desudfobacterium,

Las bacterias sulfato reductoras como Desulfosarcina variabilis & Desulfococcus multivorans
son muy versatiles y pueden oxidar varios tipos de compuestos aromaticos tales como: acido
benzoico, fenilacetato, 3-fenilpropionato y los hidroxibenzoatos. Desulfobacterium oxida el
fenol utilizando sulfato como aceptor final de electrones (Evans, 1988).

2464 Fermentaciéon metanogénica.

La fermentacién metanogénica procede en tres etapas:

a) Hidrélisis y fermentacién.

En esta etapa se inicia el proceso de digestién anaerobia. Los polimeros naturales como
la celulosa, la pectina, las proteinas, o compuestos de menor peso molecular (aminoacidos,
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sacdridos, lipidos, compuestos aromiticos, etc.), son transformados por hidrélisis y
fermentacién en 4cidos carboxilicos, alcoholes, hid régeno y didxido de carbono. Los Acidos
catboxilicos producidos son principalmente acidos grasos volatiles (acetato, propionato, n-
butirato, iso-butirato, icido n-valérico e iso-valérico). (Avelar, 1994).

b) Homoacetogénesis.

Durante la acetogénesis, los productos de fermentacién producidos en la primera etapa se
transforman en acetato, hidrégeno y diéxido de carbono por un grupo de bacterias
denominadas "bacterias acetogénicas productoras obligadas de hidrégeno” (Avelar, 1994).

<) Metanogénesis.

Es la iltima etapa en el proceso de la degradacidn anacrobia de la materia orgénica y es
Hlevada a cabo por el grupo de las bacterias metanogénicas. Todas las bacterias de este
grupo producen metano.

La formacién de metano y CO, a partir de productos arométicos naturales fue la primera
observacién que denoté la destruccidn bioldgica de estructuras bencénicas en condiciones
estrictamente anaerobias. Esta degradacién puede ocurrir en ausencia de nitrato, sulfato
y luz a través de la accién de una comunidad microbiana adaptada. Se considera que este
fenémeno se da de amplia manera en la naturaleza, en el tratamiento de efluentes y en la
transformacion de algunos pesticidas (Evans, 1977).

Cultivos mixtos metanogénicos pueden degradar varios tipos de compuestos aromaticos
tales como el benceno, el fenol, el catecol y el benzoato. El fenol puede ser metabolizado
a través de dos vias.

En la primera via el anillo bencénico es saturado produciendo ciclohexanol y ciclohexanona,
la cual posteriormente sufre ruptura del anillo dando acidos orgdnicos, los que son
metabolizados en los productos finales; CO, y metano, La Figura 4 esquematiza la ruta
metabdlica del fenol en condiciones metanogénicas (Young and Rivera, 1985).

En la segunda via, el fenol es degradado via 4cido benzoico, requiriendo previa
carboxilacion. La Figura 5 ilustra esta ruta (Knoll and Winter, 1989).
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El fenol y sus derivados han sido considerados por el Programa de tas Naciones Unidas
para ¢l Medio Ambiente (PNUMA), como compuestos téxicos prioritarios para ser
estudiados, razén por la cual muchos investigadores han dirigido su atencion a estudiar los
distintos procesos existentes para el tratamiento de las aguas residuales que contengan estos
compuestos. Entre estos procesos se encuentra el sistema de Lodos Activados; el cual ha
sido utilizado con éxito en el estudio de la remocién de compuestos fendlicos por diversos
autores: (Kostenbader and Flecksteiner, 1969), (Hickman and Novak, 1984); (Beltrame
and Beltrame, 1980); (Buitrén and Gonzalez, 1996); obteniendo eficiencia de remocién del
99%.,

2.5  SISTEMA DE LODOS ACTIVADOS.

Son muchos los sistemas que se han desarroltado para el tratamiento del agua residual, sin
embargo, el niimero que de ellos se utiliza en la practica se ha visto restringido por alguna
de las signientes razones: eficiencia, volumen y tipo de desecho, costo, infraestructura
humanay material disponible, y en general las condiciones socioeconémicas que prevalecen
en la localidad en donde se va a instalar una determinada planta (Lopez, 1988).

Entre los métodos més empleados para reducir los contaminantes presentes en el agua
residual, los sistemas biol6gicos de tratamiento son los més utilizados, no sélo por ser los
mas eficientes, sino también por ser los que menor volumen de lodo residual producen, ya
que se caracterizan por aumentar Ja velocidad de autopurificacién que se lleva a cabo en

la naturaleza.

El proceso de lodos activados fue desarrollado en Inglaterra en el afio de 1914 por Arden
y Lockett y llamado asi porque suponia la produccién de una masa activada de
microorganismos capaz de estabilizar un residuo por via aerobia (Metcalf-Eddy, 1994). Los
lodos activados estdn formados por fldculos que consisten principalmente, de materia
orgénica procedente de las aguas residuales, poblados por una miriada de bacterias y otras
formas de vida biolégica {Winkler, 1996).

Es un proceso bioldgico que se desarrolla con una poblacién microbiana que se forma al
airear en forma intensiva un agua residual. La aireacion tiene el triple propésito de



1. INTRODUCCION 24

mantener suspendidas las particulas, mejorar la transferencia de oxigeno y crear
condiciones homogéneas en el reactor (Wiley, 1969),

Este proceso tiene como finalidad degradar la materia orgénica suspendida, coloidal Y
disuclta presente en ella, siendo las dos ultimas formas las mas importantes, ya que la
caracteristica de los sistemas de tratamiento es el de transformar los sélidos disueltos de
dificil separacién, en solidos suspendidos de facil separacion.

Para que un sistema de lodos activados funcione de manera adecuada debe cumplir con
tres requisitos esenciales (Pipes, 1966):

I.  Una poblacion microbiana debe ser capaz de degradar la materia organica
presente en ¢l agua residual.

2. La poblacion debe ser capaz de crecer en las condiciones ambientales impuestas
en el tanque de aireacidn.

3. Los organismos deben de proliferar de tal manera que sedimenten en el
clarificador secundario.

La poblaciéon microbiana posee la maquinaria enzimatica para convertir el sustrato
organico en productos finales estables C0,, H;0, NH;; durante la transformacioén existe
liberacion de energia, la cual es utilizada para la biosintesis, también asimilan carbdn
como constituyente celular y al mismo tiempo se observa un incremento tanto en el
nimero como en la biomasa.

La degradacién de residuos organicos se efectiia a través de una serie de reacciones
guimicas, las cuales se muestran a continuacién (Simpson, 1960):

materia organica nuevas céhulas
+
0,
+
microorganismos preductos de desecho

CO,, H;0, NH,
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Los Jodos activados poseen una poblacién microbiana heterétrofa muy heterogénea, la cual
cambia constantemente como respuesta a la variacion en la composicién del desecho y de
las condiciones ambientales ejercidas en el sistema.

Los organismos que tienen un papel preponderante en el sistema de lodos activados se
encuentran divididos en tres niveles tréficos (Pipes, 1966).

2.5.1 Sapréfitos.

Son los organismos que utilizan como sustrato la materia organica, se encuentran dentro
de este grupo la mayoria de las bacterias, algunos hongos y protozoarios.

2,52 Depredadores.

Son los organismos que se alimentan de los sapréfitos y posiblemente de algo de materia
particulada presente en el influente, se encuentran dentro de este grupo los protozoarios,
los cuales actiian como depuradores de los efluentes.

253 Organismos no deseados.

Son los organismos que interfieren en la operacién del proceso cuando se encuentran
presentes en grandes nidmeros. Este tipo de organismos a menudo ocasiona problemas de
abuitamiento en el lodo.

2.54 Microbioclogia de lodos activados.

La comunidad de los lodos activados es especializada y muestra una baja diversidad. Los
miembros dominantes son las bacterias heterétrofas, y éstas junto con los protozoarios
forman el nivel tréfico basico (Curds and Hawkes, 1975).

2.5.4.1. Bacterias.

Constituyen la parte principal de la biomasa y el nivel tréfico basico en los tratamientos de
agua residual. Son las responsables de la degradacién y mineralizacién de los compuestos
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orgénicos en los desechos. La principal razén para el éxito que las bacterias tienen sobre
otros protistas, se encuentra directamente relacionado a su tamaio pequeiio, lo que da una
relacién area-volumen celular muy grande comparada con organismos de mayor tamafio,
aunado a esto se encuentra su capacidad mayor para intercambiar nutrimentos y catabolitos
con el liquido.

Después de los experimentos realizados por Butterfield (1935), se considerd que Zooglea
ramigera era importante dada su habilidad para formar fléculos y estabilizar los sustratos;
sin embargo, se ha demostrado que una amplia variedad de bacterias que se encuentran en
los lodos activados son capaces de formar floculos y de estabilizar la materia organica
presente (Mc Kinney and Horwood, 1952), (Mc Kinney and Wechlein, 1953), (Mc Kinney
et al., 1936). entre las bacterias que se han encontrado como formadoras de flsculos de
importancia se encuentran los géneros: Escherichia, Alcaligenes, Bacillus y Pseudomonas.

Entre otros géneros bacterianos que se han reportado con frecuencia se encuentran los
siguientes: Flavobacterium, Achromobacterium, Chromobacter, Comamonas. También se
ha reportado la presencia de Nitrosomas y Nitrobacter, asi como también Sarcina,
Nocardia, Bacterium y Aerobacter (Metcalf-Eddy, 1994).

Se han reportado bacterias filamentosas a las cuales se les ha asociado con el fenémeno
conocido como "bulking" (abultamiento del lodo); Sphaerotilus natans es probablemente la
bacteria filamentosa mis cominmente encontrada en el sistema de lodos activados.

Entre las bacterias anaerobias que se han reportado se encuentran los géneros Bacteroides,
Fusobacterium y Peptococcus (Curds and Hawkes, 1975).

2.5.4.2 Hongos.

Normalmente no son organismos dominantes en el proceso de lodos activados. Su
presencia esta asociada con efluentes industriales, y pueden afectar adversamente las
cualidades de sedimentacién del lodo, causando abultamiento del mismo. Los hongos que
se han identificado pertenecen a los siguientes géneros: Geotricum, Rhizopus, Cladosporium,
Trichoderma, Fusarium y Aureobasidium; entre las levaduras que se han reportado se
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encuentran: Candidu, Rhodotorula, Toruopsis y Trichosporon {Metcalf-Eddy, 1994).
2.5.4.3 Protozoarios.

Son protistas méviles microscopicos, y por lo general unicelulares. La mayoria de los
protozoarios son heterétrofos aerobios, aunque algunos pocos anaerobios.  Son
generalmente de un orden de magnitud mayor que las bacterias y suelen consumirlas como
fuente de energia. Actdan como purificadores de los efluentes de procesos biolégicos de
tratamientos de aguas residuales al consumir a las bacterias y a las particulas orgénicas;
entre los que se han reportado se encuentran: Rhizopodos, Flagelados, Ciliados nadadores
libres (Metcalf-Eddy, 1994).

2.5.4.4 Roiiferos.

El rotifero es un organismo aerobio, heterétrofo y multicelular. Los rotiferos son muy
eficaces al consumir bacterias dispersas y floculadas, asi como pequenas particulas de
materia orginica. Su presencia en un efluente indica un proceso aerobio de purificacion
bioldgica muy eficiente {Metcalf-Eddy, 1994).

2.5.4.5 Crustaceos.

Al igual que los rotiferos, los crustdceos son aerobios heterétrofos y multicelulares. Su
presencia indica que el efluente estd bajo de materia orginica y que es rico en oxigeno
disuelto {Metcalf-Eddy, 1994).

Ocasionalmente se han encontrado larvas de insectos, asi como también neméatodos.

El procesc de lodos activados es muy flexible y puede adaptarse a casi cualquier tipo de
probiema relativo al tratamiento biolégico de aguas residuales, esto ha dado tugar a un gran
nimero de modificaciones, encontrindose entre las mis importantes las que a continuacién
se mencionan (Winkler, 1996):

- Sistema convencional.
- Completamente mezclado.
- Aireacién graduada.
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- Alreacion escalonada.

- Aireacién modificada.

- Aireacion extendida.

- Aireacion de alta velocidad.
- Estabilizaciéon por contacto.
- Discos de oxidacién.

- Sistemas con oxigeno.

Durante muchos afios el fenol ha sido tratado usando el proceso de lodos activados,
en el cual es degradado por una poblacién microbiana heterogénea aclimatada, obteniendo
una elevada eficiencia de remocién. Con la finalidad de operar de manera efectiva el
proceso de lodos activados tratando este compuesto se han determinado los pardmetros
cinéticos que gobiernan el crecimiento bacteriano (Pawlowsky and Howell, 1973), (Kim e
al., 1981); se ha investigado también el efecto que tiene la temperatura, el pH, la salinidad,
sobre la actividad bacteriana (Kim and Armstrong, 1981); asi como también ha sido
estudiada la degradacién del fenol por cultivos puros y mixtos con el propésito de conocer
mejor sus capacidades de degradacién (Yang and Humhrey, 1975), (Buitrén and Gonzétez,
1996), (Beltrame and Beltrame, 1980), (Bae et al., 1996). Sin embargo, un problema que
se presenta en el tratamiento del fenol, es el hecho de que los incrementos en la
concentracidn del t6xico pueden resultar en una caida irreversible del sistema, puesto que
el fenol aiin a concentraciones relativamente bajas puede resultar téxico, o inhibir el
crecimienio igualmente de aquellas especies que tienen la capacidad de usarlo como
sustrato para sustentar su crecimiento.



HI.  OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Estudiar el efecto que los incrementos en la concentracién de fenol tienen sobre los
microorganismos presentes en e! sistema de lodos activados.

OBJETIVOS PARTICULARES

Aislar e identificar a los microorganismos involucrados en la degradacion del fenol.
Hacer el estudio del comportamiento fisicoquimico del sistema.
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METODOS

Con el propésito de alcanzar los objetivos que se plantearon la metodologia que se siguid
en la realizacién de este trabajo consistié de tres etapas:

Primera etapa.

En esta primera etapa se determind la poblacion microbiana que se encontraba presente
en el sistema de lodos activados en ausencia de fenol.

Segunda etapa.

Se determiné el efecto que tuvieron distintas concentraciones ensayadas de fenol sobre la
poblacidén microbiana presente, haciendo al mismo tiempo una comparacion con el
experimento de la primera etapa, ufilizando este como testigo.

Tercera ctapa.

Se identificaron las cepas predominantes, aisladas en el transcurso de la primera y segunda
fase, la identificacién se realizd a nivel de género, y en algunos casos hasta especie. El
proposito de esta etapa fue el de predecir la capacidad que el sistema tendra para remover

el fenol.

41 CARACTERISTICAS DE LAS UNIDADES EXPERIMENTALES.

En el trabajo experimental se utilizaron tres reactores (denominados Unidad I, Unidad 11
y Unidad I11) tipo Eckenfelder (Eckenfelder, 1968), modificados por Lopez (Lopez, 1988)
las cuales se caracterizan por contener en un mismo recipiente el tanque de aireacion (7.5
1} y el de sedimentacidn (2.5 1), separados por una mampara deslizable que los comunica
en la parte inferior, permitiendo de esta manera que el lodo que se asienta en el tanque
de sedimentacién sea recirculado al tanque de aireacién como consecuencia de la

turbulencia del mismo.
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Los materiales usados en la construccién fueron: lucita para el reactor, acero inoxidable
para los tubos de alimentacion de aire, de drenaje, y vertedero, se usaron difusores de aire
para pecera.

4.1.1 Funcionamiento de la unidad.

La unidad funciona de la siguiente manera: el agua residual a tratar es bombeada a través
de un tubo de alimentacién al tangue de aireacion, en donde es oxigenada y mezclada por
los difusores de aire. Tras un periodo determinado de tiempo, la mezcla de las nuevas
células con las viejas, circula a través de la parte inferior de la mampara hacia el tanque de
sedimentacion, donde las células (lodos) se separan del agua residual tratada. Una parte
de las células es recirculada para mantener la concentracién deseada de organismos en la
unidad, mientras que la otra es purgada del sistema. La fraccién purgada corresponde al
crecimiento de tejido celular. El agua tratada fluye a través del tubo vertedero hacia un
depdsito de agua tratada. La representacion esquemitica de la unidad experimental de
lodos activados usada en este trabajo se muestra en la Figura 6 (Lopez, 1988).

4.1.2 Modelo de lodos activados empleado.

El modelo utilizado en este estudio corresponde al tipo de mezcla completa con
recirculacién interna, es decir, no requiere bomba de recirculacion de lodos debido a que
el tanque de aireacion y el tanque de sedimentacion se encuentran en un mismo recipiente.
El sistema de mezcla completa mantiene de manera uniforme la carga orgénica y la
demanda de oxigeno de un extremo a otro del tanque de aireacidn, por medio de los
difusores de aire. La Figura 7 muestra el esquema del sistema de lodos activados tipo
mezcla completa con recirculacién interna (Metcalf-Eddy, 1994)
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1. Entrada de la Alimentacion.

2. Entrada de Aire.

3. Separacion del tanque sedimsntador.
4. Salida dei agua tratada.
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Figura 6. Esquema de la unidad experimental para lodos activados.
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Figura 7. Esquema del sistema de lodos activados tipo mezcla completa con recirculacién

interna.

El sistema consta de dos tanques: uno de aireacion y otro de sedimentacién. El agua
residual por tratar con una carga orgdnica Sg (medida come DQO) y un flujo de
alimentacién Q (medido en I/h) es alimentada al tanque de aireacién en donde entra en
contacto con los microorganismos para transformarse en células con una concentracién X
(g/l), la concentracion del sustrato disminuye hasta un valor S; una vez que transcurre el
tiempo de contacto necesario con los microorganismos, estos fluyen al tanque de
sedimentacion, en donde una corriente de lodos se concentra y regresa concentrada al
tanque de aireacidn con un flujo Q,, una concentracidén celular X, y una concentracion de
sustrato S; la corriente que sale del sedimentador ha sido clarificada y se puede considerar
como tratada, esta corriente lleva un flujo Q-Q,, una concentracién celutar X,, y una
concentracién de sustrato S (Lopez, 1988).
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Las condiciones Gptimas de trabajo fueron determinadas en un estudio previo (Lépez,
1988), para la remocién de materia organica en un reactor de este tipo.

Las tres unidades fueron operadas con una concentracién celular de 2 g/t, medida como
sdlidos suspendidos volatiles, un tiempo de residencia hidraulico de 7.35 horas, en cuanto
a la alimentaci6n de materia orgénica se manejaron tres concentraciones: 300 mg/1, 600 mg/1
y 900 mg/l; medidas como demanda quimica de oxigeno (DQO), esto con el objeto de
estudiar el comportamiento del sistema a concentraciones superior ¢ inferior a la 6ptima

(600 mg/).

La Tabla 3 muestra la distribucién de la carga de materia orgénica para cada una de las
unidades.

Tabla 3
Unidad Concentracion de materia organica
(So) medida como DQO (mg/)
Unidad [ 900
Unidad I1 600
Unidad 11T ' 300

Puesto que el agua residual real no siempre tiene una composicion de nutrimentos
balanceada, en este trabajo se utilizé el agua residual sintética sugerida por la OECD
(1976), la cual posee las caracteristicas de un agua residual doméstica, y a la vez permite
un mayor control sobre los pardmetros fundamentales. La composicién del agua residual
sintética se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4
Agua residual sintética

Peptona de gelatina 160 mg
Extracto de carnc 110 mg
Urea 30 mg
NaCl 7.5 mg
CaCl,.2H,0 4 mg
MgSQ,.7H,0 2mg
Na,HPO,.7H,0 334 mg
K,HPO, 21.75 mg
KH,PO, 8.5 mg
NH,CI L7 mg
Agua destilada 1,000 m}

El agua residual sintética (ARS) suministrada a cada una de las unidades, se prepard
diluyendo con agua de la ltave el volumen necesario de una solucién madre de ARS, la cual
fue esterilizada previamente con fines de preservacién, para obtener un volumen de 20
litros de alimento con una carga orgénica de 300 ppm, 600 ppm y 900 ppm; suficientes para
24 horas. El flujo de alimentacién se controld por medic de bombas peristalticas
Masterflex (Cole-Parmer Instruments Co) modelo 7535-00, se usaron cabezales modelo
7016, tuberia de Tygon Masterflex y botes de plastico.

42 EXPERIMENTOS REALIZADOS.

Para llevar a cabo los experimentos (14 en total), cada una de las unidades fue inoculada
con lodos activados (aproximadamente 10 litros) provenientes de plantas de tratamiento de
aguas negras (se usd 1 lote de la planta de San Juan de Aragén y dos lotes de la de San
Juan Ixhuatepec); los cuales fueron aclimatados al ARS por un periodo aproximado de 20
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dias; durante este periodo de aclimatacién se siguié la evaluacién de la eficiencia de
remocion de materia organica (») determinando para ello la demanda quimica de oxigeno

(DQO) del influente y del efluente, hasta que al menos 5 valores de » eran iguales o

estaban proximos. Una vez que los lodos fueron aclimatados se procedié a la realizacion
de los experimentos.

4.2.1 Experimento testigo.

Después del periodo de aclimatacion de los lodos al ARS se realizaron mediciones de los
siguientes parametros fisicoquimicos del sistema: Temperatura (T), Conductividad (C),
Oxigeno Disuelto {OD), pH, Sélidos Sedimentables (S Sed), Solidos Suspendidos Totales
(SST), Sdlidos Suspendidos Voldtiles (SSV), Indice Volumétrico de Lodos (IVL),
Respiraciéon (QO,), Tiempo de Residencia Celular (f¢c), y Demanda Quimica de Oxigeno
(DQO). Cada pardmetro fue medido sélo una vez por dia, y la metodologia utilizada fue
la recomendada por CIECCA (1978).

Las mediciones se realizaron hasta lograr un estado estacionario, el cual se considerd
alcanzado cuando al menos 5 valores de », 8¢, IVL y QO, fuercn iguales o estuvieron

proximos; una vez logrado este estado se realizé el muestreo para ¢l recuento de
microorganismos, dando con esto por terminado el experimento.

El experimento testigo se llevd a cabo con el propdsito de tener un patrén de reférencia
de los parametros antes de iniciar la alimentacién del fenol.

4.2.2 Experimentos con Fenol.

Cada uno de los experimentos realizados consistié en alimentar a las unidades una
determinada concentracion de fenol, para esto se adiciond al ARS el volumen necesario de
una solucién madre de fenol hasta obtener la concentracién deseada del téxico, la Tabla
5 muestra las concentraciones de fenol ensayadas en cada uno de los experimentos que se
llevaron a cabo en este trabajo.
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Con la finalidad de que Ja poblacién microbiana presente en el sistema se aclimatara al
fenol, se inici6 con una baja concentracion del toxico (0.5 mg/l), aumentindola de manera
paulatina hasta probar todas las concentraciones. Las concentraciones de fenol para cada
una de las unidades se determinaron con base a los resultados obtenridos en el recuento de
microorganismos.

En cada uno de los experimentos con fenol se siguié el mismo procedimiento que en el
experimento testigo, es decir, los lodos eran aclimatados a la concentracién de fenol que
se iba a ensayar, después de este periodo de aclimatacién, se realizaban diariamente las
mediciones de los pardmetros fisicoquimicos hasta lograr el estado estacionario, siguiendo
la evolucion de », fc, IVLy QO,; posteriormente se realizaba el muestreo correspondiente
dando por terminado el experimento, inmediatamente después se procedia a probar una
nueva concentracién de fenol.

En forma paralela se realizaron determinaciones de fenol, tanto en el influente como en
el efluente, con el propésito de estudiar el impacto del téxico en el sistema.

Tabla §
Muestreos
Muestreo Alimentacién de Fenol mg/l
UNIDAD 1 UNIDAD 1 UNIDAD 111
1 0.0 0.0 0.0
2 0.5 0.5 05
3 5.0 2.5 1.0
4 20.0 20.0 *
5 65.0 50.0 350

* No se realizd.
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43  ANALISIS MICROBIOLOGICO.

Para la realizacién de los andlisis microbiolégicos, el mecanismo empleado para la toma de
muestra consistié primeramente en retirar la mampara deslizable de las unidades,
permitiendo de esta manera !la homogeneizacidn de los lodos durante un tiempo de 5
minutos. Posteriormente se recolectaron alicuotas de aproximadamente 100 ml (tomadas
directamente de las unidades) en matraces Erlenmeyer previamente esterilizados.

Los analisis microbiolégicos realizados fueron los siguientes:

- Cuenta de mesoéfilos aerobios.
- Cuantificacién de anaerobios facultativos.
- Cuenta de hongos filamentosos y levaduras.

En todos los casos se utilizé la técnica de vaciado en placa (Fernandez, 1981).
43.1 Cuenta viable.

Para la realizacion de la cuenta viable, las muestras de lodos fueron homogeneizadas en
una licuadora (vaso estéril}, aproximadamente durante 2 minutos, con la finalidad de liberar
a las bacterias de los fléculos (la homogeneizacién da como resultado un incremento en la
cuenta en uno o dos 6rdenes de magnitud sobre las cuentas obtenidas sin homogeneizacién
{Gayford and Richards, 1970; Banks and Walker, 1977). Una vez homogeneizadas las
muestras se cfectuaron diluciones desde 10" hasta 107, esto se hizo mediante la adicién
sucesiva de 10 ml de cada dilucién a botellas de dilucién, las cuales contenian 90 ml de
agua destilada estéril.

De las diluciones 10, 10° y 107 se tomaron por triplicado alicuotas de 1.0 ml y se
depositaron en cajas de petri, adicionando inmediatamente el medio de cultivo. La
incorporacién del indeulo al medio de cultivo se llevé a cabo mediante rotacién de las cajas,
incubdndose después de la solidificacién.

La cuenta viable se realizé a través del recuento directo de colonias desarrolladas; el valor
reportado es el promedio del triplicado de la dilucién que presenté una menor variacién.
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El medio de cultivo utilizado para la cuenta de mesofilos aerobios fue casitona, glicerol,
extracto de levadura (CGY), la temperatura de incubacién de 35°C; se realizé una primera

lectura a las 48 horas y una segunda confirmativa a las 72 horas (Pike et al, 1972; Avelar,
1994).

Para los organismos anaerobios facultativos se usé el medio Agar infusion cerebro-
corazén (BHI), tas placas fueron incubadas en jarras de anaerobiosis usando un sistema
Gas Pack para generar la atmésfera libre de oxigeno. La temperatura de incubacién fue
35 °C, las lecturas fueron realizadas al igual que para los mesdfilos a las 48 horas y 72
horas, respectivamente (Avelar, 1994),

El medio utilizado para la cuenta de hongos ﬁ!amentosos y levaduras fue Agar Dextrosa
Papa (ADP). La temperatura de mcubacmn fue de 25 °C para los hongos filamentosos y
en el caso de las levaduras fue de 35 °C; las lecturas para ambos se realizaron a las 72 y
96 horas {Demain and Solomon, 1986; Avelar, 1994),

4.3.2 Aislamiento e identificacion.

El procedimiento para el aislamiento de cultivo purc consistié en tomar una porcién de la
colonia elegida y sembrarla por estrias sobre una placa de agar (medio CGY para
mesdfilos aerobios y BHI para anaerobios facultativos), las placas fueron incubadas a
35°C durante 24-48 horas. Posteriormente se realizé la tincion gram con el propésito de
comprobar la pureza del cultivo, procediendo posteriormente a pasar el cultivo a tubos
con agar inclinado, obteniendo de esta manera las cepas que posteriormente fueron
identificadas.

La identificacion bacteriana se realizé por medio de tarjetas, utilizando un analizador
automatizado (Vitek 120 de Bio-Mérieux), ¢l procedimiento consistié en preparar una
suspension bacteriana, el llenado de las tarjetas e incubacién de las mismas. Previo a esto
se realizo la tincidn gram y se llevaron a cabo las siguientes pruebas:

- Prueba de oxidasa para organismos gram (-).

- Prueba de catalasa para organismos gram (+).

- Prueba de indol para organismos anacrobios.
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44  TECNICAS DE ANALISIS DE LOS PARAMETROS EMPLEADOS.

Para realizar la medicion de los parametros, las bombas de alimentacién eran apagadas, la
Mmampara era retirada, permitiendo con ¢llo la homogeneizacién de los lodos. Todos los
parametros fueron medidos una sola vez por dia.

4.4.1 ‘Temperatura.

Para medir la temperatura se utilizd un termémetro de mercurio de inmersién parcial, con
escala subdividida en 0.5 °C y el termistor integrado en un medidor de salinidad,
conductividad y temperatura marca YSI modelo 33.

4.4.2 Conductividad.

Las determinaciones de este parametro se realizaron utilizando el mismo aparato que se
usé para medir la temperatura,

Las mediciones de estos dos parametros se realizaron sumergiendo el electrodo en las
unidades, esperando unos segundos para lograr la estabilizacidn. Posteriormente se leyé
en la escala correspondiente,

443 pH

Las mediciones del pH en los experimentos se Hevaron a cabo usando el método
electrométrico, Se utilizé un potenciémetro marca Cole-Parmer modelo 60648.

Para realizar las mediciones se sumergi6 el electrodo en las unidades, esperando el tiempo
suficiente para lograr la estabilizacién de la lectura, siempre que fue necesario, se utilizé
acido sulifiirico dituido (10:100), para mantener un pH neutro.

4.44 Oxigeno disuelto.

Para la medicién de este parimetro se utilizé el método electrométrico, el cual es
recomendado para el monitoreo de corrientes, lagos, desembocaduras, o en aquelias
muestras que contengan sustancias que interfieran con el método Winkler, como son: color
intenso, turbiedad o floculos biolGgicos. Se usé un oximetro marca YSI modelo S4A.
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El procedimiento para las mediciones fue el mismo que para los parametros anteriores.
4.4.5 S6lidos suspendidos.

La determinacién de los sélidos suspendidos es muy valiosa en analisis de aguas
contaminadas y de aguas residuales. Es uno de los mejores pardmetros usados para valorar
la concentracion de las aguas residuales domésticas, asi como para determinar la eficiencia
de las unidades de tratamiento. En el control de la contaminacién de corrientes se
considera que todos los sélidos suspendidos son sedimentables.

Para su determinaci6n se utilizaron crisoles Gooch, con filtro de asbesto; los crisoles fueron
llevados a peso constante antes de la prueba, enseguida se filtré en ellos una alicuota de
5 ml, posteriormente los crisoles fueron secados en una estufa durante una hora a una
temperatura de 103 °C. Después de secar y enfriar los crisoles, fueron pesados y la
cantidad de sélidos suspendidos se calculé de la siguiente manera:

A-F
volumen de muestra

gl 1 SST-

donde:
SST: Sdlidos Suspendidos Totales.
Py peso del crisol antes de filtrar.
P, :  peso del crisol después de filtrar.

4.4.6 Sélidos suspendidos vol4tiles.
Para determinar los sélidos suspendidos volatiles, los crisoles con muestra seca, fueron

calcinados en una mufla a 550 °C durante un tiempo de 2 horas. Después de enfriarlos se
pesaron y los solidos se calcularon de la siguiente forma:

B-F,
volumen de muestra

gl S5V
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donde:

SS8V: Sdlidos Suspendidos Volatiles.

P, . peso del crisol después de filtrar.

P,: peso del crisol después de la calcinacion.
4.4.7 Sélidos sedimentables.
Fueron determinados vertiendo un litro de lodos en un cono Emhoff, dejando que
sedimentaran por un tiempo de una hora, después de este tiempo los sélidos sedimentables
se leyeron directamente en ml/l.

4.4.8. Indice voluméirico de lodos.

Este parametro se calcul6 de la siguiente forma:

SSed
SST

mll g IVL=

donde:
S Sed: Sdlidos Sedimentables.
SST: Sélidos Suspendidos Totales.
IVL: Indice Volumétrico de Lodos.

44,9 Demanda quimica de oxigeno (DQO).

La demanda quimica de oxigeno determina la cantidad de oxigeno necesario para oxidar
a la materia orgipica de un desecho por medio de un agente oxidante (K,Cr,0,), bajo
ciertas condiciones de acidez y temperatura (160 °C).

El método que se utilizé se basa en la oxidacién quimica de la materia orginica e
inorganica con dicromato de potasio y acido sulfirico, mediante reflujo con una cantidad
conocida de dicromato de potasio; el exceso de dicromato se valora con sulfuro ferroso
amoniacal. La cantidad de materia organica oxidable se mide como equivalentes de



V. MATERIALES ¥ METODOS 4

oxigeno, y es proporcional al dicromato de potasio consumido. La materia organica se
transforma en CQ, y agua, de acuerdo a la reaccién:

agente oxidante
1T T T U R BT 71T R —— mCO, +nH,0
condiciones Acidas

Interferencias de la prueba.

Los compuestos alifaticos de cadena lineal, hidrocarburos aromaticos, no sen oxidados en
alguna cantidad apreciable, cuando no se emplea Ag,SO, como catalizador, sin embargo,
este reacciona con cloruros dando un precipitado, esto se evita agregando HgSO,, ya que
se forman cloruros solubles que no interfieren con la oxidacién de la materia organica.

El procedimiento utilizado fue el siguiente: En un matraz de reflujo se colocaron 0.4 g de
sulfato mercirico (HgSO,), se adicionaron 10 ml de la muestra y 10 ml de agua destilada;
a esta mezcla se le adiciond 10 ml de dicromato de potasio 0.25 N y 30 ml de H,SO,,
enseguida el matraz se colocé en un refrigerante y fue sometido a reflujo durante dos
horas; una vez frio, el dicromato residual fue valorado con sulfato ferroso amoniacal 0.1 N
(39 g de Fe(NH,), . (80,), . 6H,0 y 20 ml de H,S0O, concentrado/l), usando ferroina como
indicador (1.785 g de 1.10 fenantrolina y 0.695 g de FeSO, . 7H,0 en 100 ml de agua
destilada). La demanda quimica de oxigeno se calcul$ de la siguiente forma:

( V- V) NXB000
mi de muestra

DQOmg/ I -

donde:
DQO: Demanda Quimica de Oxigeno.
V,: volumen de suifato ferroso amoniacal usados para titular el blanco.
V, : volumen (ml) de sulfato ferroso amoniacal usado para titular la muestra.

N : normalidad del sulfato ferroso amoniacal.
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4.4,10 Fenoles.

El término fenoles incluye una mezcla de derivados del fenol como: orto, meta y para;
sustitnidos por halégenos o por un grupo alquidico, aldehido, arilico, nitro, fenilo o
nitroso.

Un abastecimiento de agua, que contenga fenol usualmente estard asociado con otros
compuestos fendlicos cuya senstbilidad a los reactivos usados en los, métodos no sea la
misma. La introduccién de grupos sustituyentes en el micleo del benceno disminuye la
sensibilidad del compuesto particular para desarrollar color con el indicador. El fenol es
el mas sensible, por esta razén ha sido seleccionado como patrén, y por lo tanto los
resultados de otros compuestos fendlicos se reportan como fenol.

El método utilizado en los analisis de fenol, fue el de la 4-amino antipirina con extraccién
de cloroformo, este método cubre el dmbito de concentracién de fenol desde 1.0 ~ 250.0
pg/l con una sensibilidad de 1 pg/l. La Figura 8 muestra el procedimiento de la técnica
utilizada.

4.4.11 Respiracion.

La respiracion o velocidad de consumo de oxigeno s¢ expresa como:

1 do,
Qo == =~}
t
donde:
0, = Velocidad especifica de consumo de oxigeno (mg Oy/g SSV.min).
do, / _ Velocidad de cambio de concentracién de O, por unidad de tiempo
Jdt= (mg 0,/1.min).
X= Concentracion de microorganismos expresados como S8V (g/1).

La determinacion de este parametro permite obtener informacion acerca del estado
metabolico de 1a poblacidn microbiana del sisterna.
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La medici6n se realizé mediante un electrodo polarografico de oxigeno (YSI Mod. 54)
acoplado a un graficador (ISCO modelo 613, ISCO-Nebraska-USA). La muestra (30 ml)
fue sometida a una aireacién intensa con la finalidad de elevar la concentracién de oxigeno
hasta un valor préximo a la saturacién, enseguida se tomé una alicuota de 5 ml y fue
colocada en una celda del analizador, el cual previamente habia sido calibrado al 0% y
100% de saturacién de oxigeno. Posteriormente se calculd la pendiente de la grafica de
descenso en la concentracién de oxigeno con respecto al tiempo y el valor obtenido se
dividi6 entre la cantidad de SSV. El célculo del valor de la respiracion se llevé a cabo
usando la siguiente férmula:

(M (%%)(C)
Q@ 0 (L) S5V

donde:

V:  velocidad del papel (cm/min)

=%, : diferencia entre los valores inicial y final del porcentaje de oxigeno.

L,-L;: diferencia entre la longitud (cm)

Cs: concentracién de saturacién de OD a la temperatura de la muestra y la
presion atmosférica del lugar (mg/l).

SSV: Solidos Suspendidos Volatiles.

.m0,
@y= £ SSV-min

La figura 9 esquematiza la analogia de una grifica empleada para el célculo de la
respiracion.
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Figura 9. Analogia de una grafica empleada para el célculo de respiracion.
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4.4.12 Flujo de desecho (Qw).

Con la finalidad de mantener una determinada concentracién de células en el sistema, es
necesario desechar lodos en forma periédica; el flujo de desecho se caleulé como sigue:

1] dia Qu=V, -

Donde:
Qw: Flujo de desecho (1/d).
V,: volumen (1) del tanque de aireacién.
SSV: Sélidos Suspendidos Volatiles.
X: Concentracidén celular (g/1).

4.4.13 Tiempo de residencia celular (8c).

Es el tiempo que los microorganismos se mantienen dentro del sistema. Este parametro
se calculd de la siguiente forma:

V,
dﬂc=a’ly

Donde:
fc: Tiempo de residencia celular (dias).
Vi volumen (1) del tanque de aireacién.
Qg flujo de desecho de los lodos (i).
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4.4.14 Rendimiento celular en base a sustrato (Y}.

Expresa la cantidad de células producidas por gramo de materia organica consumida. El
caleulo de éste pardmetro se realizé utilizando la siguiente férmula:

Ax
87 -ro

Donde:
Y: Rendimiento celular en base a sustrato (gSSV/gDQO)
Ax:  concentracion celular en peso seco (g).
CO:  carga orginica (g).
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DISCUSION

5.1  PRIMERA ETAPA.

Los resultados obtenidos durante esta etapa se presentan en las Tablas 6-8, y las figuras 10-
12. Los espacios en blanco indican que no se tomé lectura de los parimetros; en el caso
de B¢, denotan que este pardmetro fue infinito.

Tabla 6
Valores promedio de los parimetros del sistema de lodos activados sin fenol

So s n | O op JpH| T | v ] ssT Y o, n
(mg) | (mgl) (mgO,/ | (mgO, CO | (mig | (@M | (g8SV/ | (dias) | @)
% | gS8V- n gbQO)
min. .
300 70 90| 036 | 346 (75| 230 132] 236| 0259 200 0ost
600 758811 0155 328 | 720223 195 269] o208) 759 0432
900 92| 894 | 0162 30 (74 |226| 166| 299 0260 49 | 0204
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Fabla 7

Géneros bacterianos encontrados durante

el muestreo sin fenol,

Meséfilos aerobios

Género No. de Cepas Porcentaje
*

Sphingomonas paucimobilis 10 32.26
Baciflus 8 25.81
Vibrio 4 12.90
Pseudomonas 5 16.13
Pasteurella 4 12.90
TOTAL 3 100.00

* Total de cepas aisladas en las unidades I, I y IT1.
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Tabla 8
Géneros bacterianos encontrados durante
el muestreo sin fenol,

Anaerobios facultativos

Género No. de Cepas Porcentaje

) *
Bacteroides 9 42 .86
Fusobacterium 12 57.14
TOTAL 21 100.00

* Total de cepas aisladas en las unidades 1, 11 y I11,
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52  SEGUNDA Y TERCERA ETAPA.

Los resuttados presentados en las Tablas 9-16 y en las Figuras 13-23, muestran los cambios
operados en los pardmetros del sistema.

La eficiencia de remocién de materia orgénica (72} descendié en las unidades sometidas al
fenol; en la unidad I (So 900 mg/ DQO) 1 disminuy6 desde un 89.4% (testigo} a un
86.23% cuando la concentracién de fenol fue de 65.0 mg/; la Unidad II (So 600 mg/]
DQO) experimentd un descenso de 88.11% (testigo) a un 84.80% para una concentracién
de 50.0 mg/l de fenol; en tanto que el descenso en la Unidad 111 (So 300 mg/l DQO) fue
de 79% a un 75.0% para la concentracién final de 35.0 mg/l de fenol. Este descenso en 71
se obtuvo como una consecuencia directa del aumento que se presentd en el tiempo de
residencia celular 8¢ asi como también del incremento de S. Este S residual es atribuido
a los compuestos refractarios producidos durante la lisis y degradacién de microorganismos.
La formacién de estos productos es un fenémeno natural y la cantidad total depende no
solo de la concentracion inicial de sustrato, sino también de 8c. Estos productos se originan
como resultado del metabolismo del sustrato, crecimiento celular, lisis y degradacion de
microorganismos. En sistemas que son operados con valores altos de fc (> 1 dia)
prevalecen los productos liberados durante la lisis y degradacién de microorganismos
{Chudoba, 1985; Rittmann et af, 1987, Boero et al, 1991).

El tiempo de residencia celular (fc) expresa el tiempo que los microorganismos se
mantienen dentro del sistema y corresponde al inverso de la velocidad especifica de
crecimiento (u), por lo que el aumento que se presenté en fc se traduce en una
disminucion en la velocidad especifica de crecimiento (u). La disminucion que se presentd
en la Unidad I fue de un 51%, de un 24% para la Unidad Il y de hasta un 100% para la
Unidad 1H; este descenso en u es explicable, puesto que cuando existe un incremento en
la concentracion del sustrato toxico (fenol) en el influente, se presenta una disminucién de
la velocidad especifica de crecimiento de acuerdo con la ecvacién de Haldane:

_ §
"L_ﬂ'max KS’*S‘*SQI'M
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ta cual expresa la relacién que existe entre . y S para un sustrato t6xico. Este descenso en
¢ puede resultar en un lavado de la biomasa (Rozich and Gaudy, 1985). La disminucién
en p, afecté de manera apreciable al sistema, reflejandose en el descenso que se presentd
en la eficiencia de remocién de materia organica (»), asi como también afectd a la cuenta
viable de microorganismos presentes en el sistema, manifestindose en una disminucion en
el nimero de bacterias degradadoras de fenol. Como se aprecia en las Tablas 11 y 12 el
nimero de bacterias decrecié conforme la concentracién de fenol fue incrementada, esto
significa que si bien los microorganismos poseen la capacidad enzimatica para degradar al
fenol, ésta tiene un limite, de tal manera que aquellas bactetias que no pudieron tolerar y
crecer bajo el estrés de las concentraciones de fenol utilizadas no sobrevivieron, dando
como resultado una disminucion en el niimero de microosrganismos.

Sin embargo, a pesar de esta disminucién, no se presentd un descenso en la remocién de
fenol, la cual fue de un 99%, porcentaje muy similar al obtenido en otros estudios con
lodos activados tratando fenol (Buitrén et al, 1993; Buitrén and Gonzélez, 1996; Buitrén
et al, 1997), esto es debido a que no siempre la actividad degradativa esti sustentada en el
gran nimero de bacterias degradadoras de fenol, sino que es més probable que la actividad
degradativa de los lodos activados se deba a un incremento en la habilidad de cada especie
para degradar y tolerar al fenol y no por un incremento en las poblaciones (Okada, et af,
1991).

En general, los valores del pH mostraron un aumento, el cual se vio reflejado en un
descenso en la actividad microbiana, este ascenso irajo como consecuencia una caida en n,
siendo este efecto mas marcado para aquellas concentraciones de fenol en los cuales los
valores de pH fueron mas elevados. Se ha observado que este pardmetro es el factor
primario que afecta la degradacion de sustrato (Kim and Armstrong, 1981) y una variacién
en una unidad més o menos del pH Gptimo, conduce a una disminucién en el valor de u
(Lallai er ai, 1988). En la degradacién de fenol se ha observado inicialmente una
disminucién del pH, la cual es atribuida a la produccién de los acidos organicos
intermediarios durante la degradacion del téxico, presentandose posteriormente un
aumento en el valor del pH como resultado de la subsecuente degradacion de los dcidos
formados (Lallai and Mura, 198%; Watanabe(c) et al, 1996).
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El aumento que se present en el valor del Indice Volumétrico de Lodos (IVL), indica que
el sistema esta perdiendo su capacidad de sedimentacién, lo que no se considera favorable,
ya que las caracteristicas de compactacion de los lodos son un requisito para una operacién
exitosa en el proceso de lodos activados. Los lodos que originalmente eran de color café
cambiaron a un color amarillo y las observaciones al microscopio mostraron la presencia
de organismos filamentosos. En las tres Gltimas concentraciones de fenol ensayadas, los
lodos no sedimentaron y el nimero de formas filamentosas aumenté considerablemente;
estos organismos, como ya ha sido sefialado, son causantes del abultamiento del lodo
(Bishop et al, 1973; Houtmeyers et af, 1980; Seviour et al, 1994). Esta conducta que
presentaron los lodos fue muy similar a la observada en otros estudios cuando un cultivo
mixto aclimatado al fenol fue sujeto a choques de carga, es decir, incrementos en la
concentracién de fenol (Rozich and Gaudy, 1985; Buitrén ef af, 1993).

El aumento existente en la velocidad especifica de consumo de oxigeno (QQ,) indica que
el sistema entrd en un estado de estrés, ¢l cual fue provocado por la presencia de fenol y
que este produce intoxicacién al sistema microbiano presente, aumentando la capacidad
degradativa del sistema coino una manera de desintoxicarse. Este incremento en QO, es
consistente si se considera que la resistencia al fenol por parte de cada una de las especies
presentes en el sistema es diferente, y puesto que el fenol es capaz de inhibir el crecimiento
bacteriano, se puede decir que el fenol favorecio el desarrollo de aquellas especies que
fueran no sélo capaces de degradar tanto al fenol como a la materia organica presente, sino
también de vencer la presion selectiva que ejercio el fenol sobre los microorganismos
(Watanabe (a) er al, 1996).

El aumento observado en la temperatura del sistema coincidié con el incremento en la
temperatura ambiental, cuando estos experimentos fueron realizados.

Las Tablas 11 y 12 muestran que en todos los experimentos realizados, las cuentas viables
de hongos y levaduras para todas las unidades fueron siempre muy pequeiias,
encontrandose menos de 5 unidades formadoras de colonias por mililitro. Se puede decir
que estos microorganismos no tuvieron un papel importante en el sistema.
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Es importante senalar la disminucién que se present6 en el rendimiento en base a sustrato
(Y): lo cual significa que existié una menor produccién de células, y por lo tanto se tiene
un sistema que produce poco lodo; esto conduce a un descenso en la contaminacién por
todo residual, asi como también reduce el principal problema que se tiene en el tratamiento
de agua residual, que es ¢l tratamiento y Ia disposicién de los lodos residuales {(Hernandez,
1992; Metcalf-Eddy, 1994).

Los 11 géneros bacterianos aislados se muestran en las Tablas 15 y 16.

En la Tabla 15 se puede observar que algunos géneros estuvieron presentes sdlo en algunas
de las concentraciones de fenol ensayadas. Esta presencia o ausencia puede ser atribuido
a lo siguiente:

1. La heterogeneidad de los lodos: en este estudio, como ya se mencioné en Materiales y
Meétodos, se trabajé con 3 lotes de lodos provenientes de 2 plantas de tratamiento de aguas
negras.

2. La concentracién bacteriana pudo ser tan baja que sdlo se logrd aislar una colonia.

3. El efecto inhibitorio del fenol sobre el crecimiento bacteriano, aquellas especies que no
toleraron una cierta concentracion de fenol no fueron capaces de sobrevivir.

4. Contaminacion en el manejo de los lodos.

5. Las bacterias entraron en un estado no cultivable como consecuencia del estrés.

Los géneros predominantes a lo largo de todas las concentraciones de fenol ensayadas
fueron: Sphingomonas, Pseudomonas, Fusobacterium y Bacteroides. De estos, es conocido
que tanto Sphingomonas como Pseudomonas, son capaces de degradar al fenol (Lallai et al,
1988; Buitron er al, 1997; Folsom et al, 1990, Fredrickson et a/, 1995, Kukor and Qlsen,
1992; Nohynek er al, 1996). Respecto a Fusobacterium y Bacteroides, ain cvando no han
sido reportados hasta ahora como bacterias degradadoras de fenol, si han sido encontrados
en sistemas de lodos activados (Curds and Hawkes, 1975).

Es conocido que los microorganismos poseen la capacidad de degradar commpuestos
organicos toxicos (como ¢l fenol), por lo que han sido utilizados en tratamientos de
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efluentes industriales; en muchos casos la suplementacidn de microorganismos no ha dado
buenos resultados; por ejemplo; (Wilderer er al, 1991; Niiblein ef ai, 1992, Watanabe (b)
et al; 1996) reportaron que el periodo de aclimatacién requerido para la completa
degradacion del compuesto téxico (3-clorobenzoato; 3-clorobenzoato y 4-metil-benzoato,
fenol, respectivamente), se redujo de manera significativa cuando fueron introducidos en
un sistema de lodos activados cultivos puros de cepas capaces de degradar los compuestos
en cuestion; en otros casos, sin embargo, el uso de cultivos puros no ha tenido éxito
(Buitrén and Gonzélez, 1996) determinaron la cinética de degradacion del fenol por
cultivos puros y por el consorcio presente en los lodos aclimatados, observando que el
cultivo mixto fue mds eficiente que las cepas puras. Se han sugerido diversas razones por
las cuales la suplementacién de microorganismo no haya resuitado exitosa: la presencia de
otros compuestos organicos, los cuales son utilizados de preferencia sobre el contaminante
de interés; la cepa que posee las capacidades degradativas no es capaz de competir con los
microorgansimos endégenos; la depredacién por protozoarios {Goldstein et af, 1985). (Mc
Clure er al, 1991) han sehalado ]a enorme importancia que tiene el escoger las cepas
adecuadas si se desea que el uso del inéculo para la degradacién de un contaminante en
particular tenga éxito.

Para una investigacién futura se recomienda ademas de aislar e identificar las bacterias
responsables de la degradacién de fenol, determinar la cinética de degradacién de fenol por
cada una de las cepas aisladas, con el propésito de conocer sus capacidades de degradacién
y determinar la posibilidad de que puedan ser utilizadas como inéculo en un proceso de
lodos activados tratando fenol.
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Valores promedio de los pardmetros del sistema de lodos activados con fenol

Tabla ¢

Cone. | S, 8 n Qo, op |pH| T IVL | SST Y LA n
fenol | mgl | mgA a mg0,/ | mg *C ml/g gl | gSSV/g | dins d!
mg/l ° | gssv- | on DQO
min.

05 | 300 81 iS5 0.180 38 {80 | 241 182 | 247 0.328 13.6 | 0.073
0.5 | 600 115 | 81.63 0.128 37183 244 294 | 281 0.273 6.96 | 0.144
0.5 1 900 140 | 8462 § 0.134 3584|2413 | 10335 32 0.362 383 | 0.260
1.0 | 300 128 | 63.53 0.128 7582|2513 | 2815 | 241 0.176 | 12.76 | 0.078
25 | 600 157 5.0 0.149 66 |80} 245 255 | 257 0.228 10.0 0.1
5.0 | 900 170 | 81.0 [ 0.158 59 (86| 258 290 | 250 0.265 562 y0.177
200 | 600 104 | 850 0.264 40178 | 242 | 9L74 | 221 0.308 7.83 | 0.127
20,0 | 900 130 | 850 021 39177} 230 | 7704 | 273 0.313 452 1 0.221
350 | 360 841 750 0.150 48 1 1.6 | 221 4774 | 1.84 0.077 w 0
500 | 600 102 | 8480 | 0.230 62|79 221 | 30323 25 0.130 9.9 0.1
65.0 | 900 138 | 86.23 0.278 59|79 225 | 2413 | 265 0.109 | 10,12 | 0.098
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Tabla 10

Eficiencia de remocién de fenol

Concentractén Porcentaje
(mgh) (%)
0.5 N.D.
1.0 97.63
2.5 100.00
5.0 100.00
20.0 99.99
35.0 99.99
50.0 959.99
65.0 99.99
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Tabla 11

Meséfilos aerobios

UFC/ml
Muestreo mg/l Fenol Unidad 1 Unidad 11 Unidad III
1 0.0 200 x 10° 180 x 10° 20 x 10°
2 05 180 x 10° 160 x 10° 13 x 10°
3 1.0 N.D. N.D. 10 x 10°
3 2.5 N.D. 110 x 10° N.D.
3 5.0 150 x 10° N.D. N.D.
4 200 170 x 10° 150 x 10° N.D.
5 350 N.D. N.D. 5x 108
5 50.0 N.D. BO x 10° N.D.
5 65.0 15 x 10° N.D. N.D.
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Tabla 12

Anaerobios facultativos

UFC/mi
Muestreo mg/l Fenol Unidad | Unidad II Unidad ITI
1 0.0 170 x 10 145 x 10° 7x 10°
2 0.5 145 x 10° 120 x 108 5 x 108
3 1.0 N.D. N.D. 33 x10°
3 2.5 N.D. 110 x 10° N.D.
3 50 120 x 10° N.D. N.D.
4 20.0 110 x 10° 100 x 10° N.D.
5 35.0 N.D. N.D. 3x10°
5 50.0 N.D. 80 x 10° N.D.
5 635.0 60 x 10° N.D. N.D.
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Tabla 13

Hongos filamentosos

UFC/ml
Muestreo mg/l Fenol Unidad 1 Unidad II Unidad HI
1 0.0 0 0 0
2 0.5 0 0 0
3 1.0 N.D. N.D. 0
3 25 N.D. 0 N.D.
3 5.0 0 N.D. N.D.
4 20.0 4 2 N.D.
3 35.0 N.D. N.D. 0
5 50.0 N.D. 0 N.D.
5 65.0 3 N.D. N.D.
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Tabla 14

Levaduras

UFC/ml
Muestreo mg/l Fenol Unidad I Unidad II Unidad III
1 0.0 0 0 0
2 0.5 0 0 0
3 1.0 N.D. N.D. 0
3 25 N.D. 0 N.D.
3 5.0 0 N.D. N.D.
4 20.0 3 2 N.D.
5 350 N.D. N.D. 0
5 50.0 N.D. 1 N.D.
5 65.0 1 N.D. N.D.
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Tabla 15
Géneros bacterianos encontrados durante el muestreo con fenol
Mesdfilos aerobios

Concentracién Género No. de Porcentaje
(mg/) Cepas (%)

0.5 | Sphingomonas 4* 3333
Bacilfus 5 41.66

Vibrio 1* 8.33
Pseudomonas 2 16.66

1.0 | Sphingomonas 1 5.0
Bacillus 2 50.0
Pseudomonas 1 25.0

25 | Sphingomonas 1 200
Bacillus 1 200
Pseudomonas 2 40.0

Vibrio 1 200

5.0 | Sphingomonas 2 333
Bacillus 2 333
Pseudomonas 2 333

20.0 | Sphingomonas 6** 46.15
Bacillus 20 15.38
Pseudomonas 1+* 7.69
Pasteurella 2% 15.38
Acinetobacter 1=+ 7.69
Moriganella 1%+ 7.6%

35.0 | Sphingomonas 1 200
Pasteurelln 1 200
Pseudomonas 2 40.0
Flavobacierium 1 200

50.0 | Sphingomonas 1 16.66
Pseudomonas 2 33.33
Pasteurella 1 16.66
Flavobacterium 1 16.66
Comamonas 1 16.66

65.0 | Sphingomonas 1 50.0
Pseudomonas 1 50.0

TOTAL 53

* Total de cepas aisladas en las unidades 1, IT y [I1.
* Total de cepas aisladas en las unidades I'y IL
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Tabla

Géneros bacterianos encontrados durante el muestreo con fenol

Anaerobios fucultativos

Concentracién Género No. de Porcentaje
(mg/l) Cepas (%)

0.5 | Fusobacterium 6* 60

Bacteroides 4+ 40

1.0 | Fusobacterium 1 50

Bacteroides 1 50

2.5 | Fusobacterium 2 66.66

Bacteroides 1 33.33

5.0 | Fusobacterium 3 75

Bacteroides 1 25

20.0 | Fusobacterium 6** 66.66
Bacteroides Kb 33.33

35.0 | Fusobacterium 3 75
Bacteroides 1 25

50.0 | Fusobacterium 3 60
Bacteroides 2 40

65.0 § Fusobacterium 1 50
Bacteroides 1 50

TOTAL 39

EE]

Total de cepas aisladas en las unidades I, [T y 111
Total de cepas aisladas en las unidades I'y I1.
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53  ANALISIS ESTADISTICO.

Para el tratamiento estadistico de los datos obtenidos en las cuentas de meséfilos aerobios
y anaerobios facultativos, se realiz6 un analisis de varianza de una via para un modelo de
bloques al azar, utilizando un nivel de significancia del 5%; la respuesta de interés fue el
porciento de disminucién de las poblaciones bacterianas, por lo que se aplicé la
transformacién arco seno de la raiz cuadrada de cada porcentaje. Para hacer las
comparaciones miiltiples se us6 la prueba de Tukey (Wayne, 1993).

El rendimiento celular en base a sustrato (Y) expresa la cantidad de células producidas por
gramo de materia orgdnica consumida, en tanto que los sélidos suspendidos totales (SST)
representan ¢] peso de las bacterias presentes, no haciendo distincién entre células vivas y
células muertas, por lo que el descenso en el nimero de microorganismos provocado por
el efecto del fenol se refleja en una disminucién de estas dos variables, por este motivo los
datos obtenidos de Y y SST también fueron analizados estadisticamente.

Debido a la heterogeneidad de los lodos, se consideraron solo los provenientes de una
misma planta. Las concentraciones de fenol fueron agrupadas como dosis baja (0.5 mg/),
dosis media (2.5 y 5.0 mg/1} y dosis alta (50.0 y 65.0 mg/1).

La Tabla 17 muestra las transformaciones de los porcentajes de disminucién de las
poblaciones bacterianas, en tanto que tas Tablas 18 y 19 presentan los resultados obtenidos
del anilisis de varianza y de la prueba de Tukey, respectivamente.
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Tabla 17

Transformaciones de los porcentajes de disminucion de

las poblaciones bacterianas

Unidad Dosis de fenol (mg/)
Baja Media Alta
0.5) (2.5, 5.0) (50.0, 65,00
Mesdfilos aerobios I 18.43 300 74.10
II 19.46 38.57 48.18
Anaerobios facultativos I 22.54 32.84 53.45
11 24.53 29.42 42.01
Rendimiento celular (Y) I 14.75 22.20 90.0
II 740 18.89 90.0
S6lidos suspendidos totales I 12.37 22.54 3331
(5ST)
II 9.7 19.43 38.80
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Tabla 18
Valores de F

Variable Fc Fous Observaciones
Meséfilos aerobios 56 19.0 | No hay diferencia
' significativa.
Anaerobios facultativos 42.92 19.0 [ Si hay diferencia
significativa.
Rendimiento celular (Y) 547.22 19.0 | Si hay diferencia
significativa.
Sélidos suspendidos totales 21.05 19.0 | Si hay diferencia
(SST) significativa.
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Tabla 19
Comparaciones multiples

Variable Guy y ) Wy y 1)) ey ¥ 1)

Anaerobios Facultativos | No hay diferencia | Si hay diferencia | Si hay diferencia

Rendimiento Celular No hay diferencia | Si hay diferencia | Si hay diferencia
(Y
Sélidos Suspendidos No hay diferencia | No hay diferencia | Si hay diferencia

Totales (SST)

En la Tabla 18 se observa que los organismos meséfilos no muestran una diferencia
significativa en el porcentaje de disminucién de las poblaciones, es decir, no hay evidencia
del efecto de! fenol. Este resultado es contradictorio con los porcentajes de disminucién
que se presentaron por nivel de fenal, los cuales aumentaron conforme la dosis de fenol
s¢ incrementd, como una consecuencia de la disminucién en el namero de
microorganismos; sin embargo, cuando se utiliz6 un nivel de significancia del 16% (para
este nivel de significancia se empleé el software SPSS), si existi6 una diferencia significativa
en los porcentajes de disminucion; para este porcentaje, el valor de F de tablas estadisticas
(Fois = 3.25) es menor que el calculado (5.6).

Es importante hacer notar el hecho de que el resultado obtenide cuando se usé un nivel
de significancia del 5%, se debe posiblemente a que exista interaccién entre el efecto de
los reactores y el efecto del fenol, ya que puede observarse que la diferencia entre el
porcentaje de disminucién de las poblaciones bacterianas para dos niveles cualesquiera de
fenol no es la misma para ambos reactores, siendo mayor la diferencia en la Unidad 1, sin
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embargo, al promediar los efectos del fenol con los dos reactores diluye €l efecto, y como
en el modelo de bloques al azar se tiene como supuesto que la interaccién no exista, es
decir, que cualquier diferencia entre los porcentajes de dos niveles cualesquiera de fenol
sea la misma aproximadamente en cada reactor, es por ello que al no cumplirse el supuesto
de no interaccién entre dosis de fenol y reactor, la sensibilidad para detectar al 5%
diferencias significativas no ocurre, sin embargo, como este efecto de interaccién es
sinérgico (en ambos reactores se presenta una disminucién), entonces a un nivel mayor
(16%), si se detecta la diferencia, por lo que se puede afirmar que la presencia de fenol si
modifica en una forma importante ¢l nimero de microorganismos meséfilos.

En cuanto al porcentaje de disminucidn de las poblaciones de organismos anaerobios, del
rendimiento celular (Y) y de los sélidos suspendidos totales (SST), los resultados muestran
que existen diferencias significativas; esto quiere decir que las distintas dosis de fencl no
tienen la misma respuesta de disminucién en las poblaciones bacterianas, y que estas
diferencias se presentan entre las dosis baja y alta de fenol, y entre las dosis media y alta.

Estas diferencias tienen una explicacion desde un punto de vista fisico, ya que en los
experimentos se tienen dos factores cuyos efectos pudieran considerarse antagénicos: uno
de ellos es la concentracion de materia organica (DQO) que los microorganismos utilizan
como sustrato y que de acuerdo a la ecuacion de Monod:

_ 5
K e S

indica que la velocidad especifica de crecimiento (1} aumenta conforme la concentracién
de sustrato se incrementa; el otro efecto es el del téxico (fenol) que de acuerdo con la
ecuacién de Haldane puede actuwar como un inhibidor de la velocidad de crecimiento.
Puesto que el fenol a bajas concentraciones es también un sustrato, ambos efectos (el
incremento y el descenso en p¢ no es tan grande como para las altas concentraciones de
fenol, ya que para estos Gltimos valores predomina el efecto inhibidor del fenol sobre el

Y efecto activador de la materia orgénica.



VI. CONCLUSIONES

Las conclusiones mas importantes de este trabajo se pueden resumir en las siguientes:

El fenol ocasiona un descenso en la eficiencia de remocién de materia orgénica
como resultado de la disminucion en la velocidad especifica de crecimiento. Este
efecto se debe a la toxicidad del fenol.

Se puede afirmar con bases estadisticas, que el efecto téxico del fenol hace
descender el nimero de poblaciones bacterianas presentes en el sistema, este efecto
es mayor para altas concentraciones de fenol.

La actividad degradativa de los lodos se debe a la habilidad de cada especie para
degradar y tolerar el fenol y no al niimero de microorganismos,

La respiracion experimenta un incremento como una respuesta a la presencia del
fenol, lo que implica una mayor velocidad de consumo de sustrato.

El fenol ejerce una presién selectiva sobre los microorganismos presentes en el
sistema, favoreciendo ¢l desarrollo de especies capaces de degradar tanto al fenol
como a la materia organica.

El fenol provoca una disminucién del rendimiento celular en base a sustrato, lo que
puede ayudar a controlar la produccin de lodos.

Las bacterias aisladas ¢ identificadas de los lodos aclimatados al fenol pertenecen
a 11 géneros bacterianos (Sphingomonas, Fseudomonas, Bacillus, Vibrio,
Acinetobacter, Flavobacterium, Morganella, Pasteurella, Comamonas, Bacteroides y
Fusobacterium.
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8. La presencia de hongos filamentosos y levaduras no fue importante en todos los
experimentos.

9. Para las condiciones experimentales ensayadas en este estudio es posible remover un
99.9% de fenol para concentraciones de hasta 65.0 mg/1 del toxico.
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