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RELACION DE ABREVIATURAS

% oFuc = a-fucosidasa

< aGal = a-galactosidasa

* aGlc = a-glucosidasa

% oMan = a-manosidasa

< ANDEVA = Analisis de varianza

< ANDEVAMU = Anilisis de varianza multivariado

** aQUIM = «-Quimotripsina

*» PBGal = B-galactosidasa

% BGlc = B-glucosidasa

% PBGur = B-glucuronidasa

* CisA = Cistina arilamidasa

% COD = Carbono organico disuelto

“* CV = Coeficiente de variacion

% BHT = Cuenta de bacterias heterétrofas totales como unidades formadoras de colonias por
litro (UFC/L)

< d=dias

** DBO = Demanda bioquimica de oxigeno

% DQO = Demanda quimica de oxigeno

<+ EST = Esterasa (C4)

% GlecNAc = N-acetil-B-glucosaminasa

«* IHA = Inhibtdores de hidratacion de arcillas

% IHAG = Inhibidor de hidratacion de arcillas G

<+ IHAK = Inhibidor de hidratacion de arcillas K

% IHAGIPCE = Pruebas con el inhibidor de hidratacion de arcillas G empleando el inéculo
proveniente de la planta de tratamiento de aguas de Cerro de la Estrella

% IHAGIPCU = Pruebas con el inhibidor de hidratacion de arcillas G empleando el indculo

proveniente de la planta de tratamiento aguas de Ciudad Universitaria
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RESUMEN

Con objeto de reconocer la influencia del origen y/o composicion de la fuente de indculo sobre
las pruebas de biodegradabilidad aerobia para inhibidores de hidratacion de arcillas, se
escogieron tres fuentes de indculo (dos procedentes de tanques de aireacion de plantas de
tratamiento de aguas residuales y uno derivado de suelo de jardin). A efecto de estandarizar el
indculo se controld la relacion So/Xo, mediante la concentracion materia organica via carbono
organico disuelto (COD) y un parametro de densidad celular con io es la cuenta de bacterias
heterotrofas totales, respectivamente.

Con las tres fuentes de indculo se observé la remocion de més del 90% de la materia organica via
COD en 7 dias para un inhibidor base amina (IHAK). Mientras que en las pruebas con el
inhibidor base glicol (IHAG) se obtuvo mas del 70% en 14 dias. De esta manera y bajo los
criterios establecidos por la OECD 301-F, ambos inhibidores pueden catalogarse como
rapidamente biodegradables. Los parametros mas adecuados para el seguimiento de la
biodegradacién de ambos inhibidores fueron la concentracion de COD, el pH, el consumo de
oxigeno y la cuenta de bacterias heterdtrofas totales. El amoniaco y los nitritos fueron atiles para
corroborar la biodegradacion del [HAK. Para el IHAG ningiin parametro mostro ser util en
particular. Por ditimo, los valores de sélidos totales, nitratos y ortofosfatos no aportaron datos que
permuitieran una mayor comprension del fenomeno de biodegradacion. El onigen de la fuente de
in6eulo influy6 en el comportamiento cinético de degradacién del IHAG, mientras que no resulto
significativo para el IHAK.

Los perfiles de actividad enzimatica permitieron identificar que, independientemente del origen,
composicion y/o manejo del indculo, las tres fuentes empleadas presentaban niveles y actividades
semejantes al inicioc de los experimentos. Algunas actividades enzimaticas sugieren datos
comroboran la degradacion del IHA con base en los grupos funcionales que se presume contienen
estas sustancias. Conforme avanzo el periodo experimental de cero a 7 6 14 dias, se detectd el
incremento de la actividad de la tripsina y la quimotripsina para el inhibidor base amina, misma
que no se detecté para en inhibidor base glicol. Ambos inhibidores compartieron el aumento en la
actividad de la leucina y valina arilamidasa, esterasa y lipasa-esterasa. Asimismo el incremento
de la actividad de la N-acetilglucosaminidasa, corrobora que el descenso en la cuenta de bacterias
heterotrofas totales hacia el final de los periodos de prueba se debe al agotamiento de los
sustratos disponibles para oxidacién y muerte de las bacterias.

La estandarizacion del indculo controlando la relacion So/Xo permitio obtener resuitados
reproducibles para el seguimiento del proceso de biodegradacion con las tres fuentes de indculo
empleadas, minimizando el efecto del origen de éstas.

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOQUIMICAS 1




BIODEGRADACION AEROBIA DE INHIBIDORES INTRODUCCION

DE HIDRATACION DE ARCILLAS
m

CAPITULO 1. INTRODUCCION

La degradacién y remocion de residuos industriales es hoy en dia, un campo de estudio prioritario
mundialmente. Para la solucion de estos retos, han sido desarroliadas diversas tecnologias
encaminadas 2 la eliminaciéon de Jos contaminantes. De entre ellas, las de tipo biolégico han
demostrado ser las que generan menor cantidad de subproductos no descados y permiten la

reutilizacion del recurso afectado (por ejemplo, aguas y suelos contaminados organicamente).

La Biotecnologia tiene numerosas aplicaciones y ha provisto de nuevas soluciones econdmicas y
seguras para tratar el problema de la contaminacion ambiental; asimismo, presenta un gran
potencial de aplicaciones a futuro. Estas nuevas soluciones dependen en gran medida de la

expansion de las capacidades metabolicas naturales de los microorganismos.

De acuerdo con la teoria de Margulis (1986), las capacidades catabdlicas y biosintéticas de los
microorganismos han co-evolucionado a lo largo de 3.5 billones de afios, de tal forma que cuando
aparecia un nuevo sustrato, algunos microorganismos adquirieron la capacidad de emplearlos
como fuente de carbono y energia. Aparentemente, este proceso asegurd que bajo condiciones
favorables para la actividad microbiana, ningin producto natural presentara resistencia indefinida
a la biodegradacion. Sin embargo, en la actualidad la comunidad microbiana es expuesta dia con
dia a nuevos productos organicos sintéticos, algunos de ellos radicalmente diferentes en
cOmPpOsicion y estructura con respecto a su contraparte natural. Ejemplo de este tipo de productos
son los inhibidores de hidratacion de arcillas (THA) que se emplean como aditivos en los fluidos

de perforacion base agua para pozos petroleros.

Las actividades de perforacion en México se encuentran localizadas mayoritariamente en el
sudeste del pais, en la zona delimitada por los estados de Campeche, Tabasco y Chiapas; asi
como los yacimientos marinos de la Sonda de Campeche y la franja continental de los estados de
Veracruz y Tamaulipas. Las aciividades petrofcras cn la Sonda de Campeche comenzaron en
1972 con los primeros estudios geofisicos para verificar su potencial. En 1977, el pozo Akal-1

puso al descubierto el Campo Cantarell, uno de los pocos megayacimientos en el mundo.

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOQUIMICAS 2
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Actualmente la zona petrolera de la Sonda de Campeche abarca una superficie de 215 000 km® y

cuenta con 33 plataformas de perforacion.

En México la industria petrolera ha permitido alcanzar un cierto grado de industrializacién y
desarrollo. Sin embargo, ese desarrollo y la falta de una legislacion adecuada han traido como
consecuencia el deterioro ambiental de amplios territorios localizados tanto en las cercanias de
los pozos de explotacion como en los sistemas que conducen la materia prima hasta refinerias y
plantas petroquimicas. El deterioro del ecosistema marino puede ocasionar efectos negativos en
las actividades pesqueras y turisticas. Cabe hacer mencién que la zona del Golfo de México
concentra el 30% de la actividad pesquera nacional y destacan por su valor comercial la captura

de camaron, tiburdn, mero, sierra y lisa (http://fwww.inegi.mx).

Las restricciones para el uso de productos, asi como diversos instrumentos legales y
administrativos para conocer y regular la calidad ecologica de las sustancias, han sido adoptadas
por diferentes paises {por ejemplo, en la Union Europea y Estados Unidos). En ellos existen
diversas pruebas estandarizadas para realizar este tipo de valoraciones y se han dictado
reglamentaciones especificas para el cuidado de las especies que habitan el area. Actualmente los
lineamientos ambientales de la industria quimica establecen que durante el desarrollo de
sustancias y de nuevos productos, deben tomarse en cuenta los requerimientos de proteccion
ambiental, entre los que se pueden contar evaluaciones de toxicidad, biodegradabilidad y
bioacumulacién, que proporcionan informacion acerca de su destino en el ambiente (Pagga,

1997).

El articulo 140 de la Ley General del Equilibrio Ecologico y la Proteccion al Ambiente vigente
establece que: "La generacion, manejo y disposicion final de los residuos de degradacion lenta,
debera sujetarse a lo que establezcan las Normas Oficiales Mexicanas que al respecto expida la
Secretaria del Medio Ambiente, Recursos Naturales y Pesca (SEMARNAP) en coordinacion con
la Secretaria de Comercio y Fomento Industrial (SECOFI)". Sin embargo, hasta la fecha en
Meéxico no se cuenta con un procedimiento oficialmente reconocido que permita evaluar la
biodegradabilidad de compuestos organicos solubles en agua. Este tipo de procedimientos

permitirian que el generador o usuario de productos industriales, cuente con elementos que

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOQUIMICAS 3
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contribuyan a fundamentar la seleccion del tipo de compuestos que implique el menor dafio

posible para el ambiente.

Por tal motivo, este trabajo busca estudiar la biodegradabilidad aerobia rapida de inhibidores de
hidratacion de arcillas, tomando como referencia dos procedimientos ya establecidos en otros
paises: las pruebas OECD 301-A “DOC Die Away Test” y OECD 301-F “Manometric
Respirometry Test”, asi como el efecto de la fuente de indculo sobre los resultados generados a

partir del empleo de estas metodologias.

En el siguiente capitulo se abundara en las caracteristicas generales de los fluidos de perforacion,
asi como la importancia que tienen las pruebas de biodegradabilidad para el estudio de los
procesos de biodegradacién, haciendo especial énfasis en el papel de la fuente de inoculo

empleada.

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOQUIMICAS 4
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades acerca de los fluidos de perforacion

Para extraer los hidrocarburos se requiere entre otras actividades perforar pozos, cuyas
condiciones y longitud varian de acuerdo a las caracteristicas de las formaciones perforadas y la
profundidad a la que se localiza el yacimiento (Ledn-Fajardo, er al. 1995). Los pozos se perforan
en tierra firme y costa afuera con ayuda de instalaciones de perforacion especiales, cuyo
Proposito es investigar geologicamente la region y efectuar la busqueda para la exploracién y
explotacion de yacimientos. Se han disefiado varios métodos para perforar pozos petroleros, el
mas comun y aceptado es mediante la operacion de un equipo de perforacion que hace rotar una
barrena a través de un tubo hueco. Una de las caracteristicas esenciales de la perforacion rotatoria

es €l requerimiento del sistema de circulacion, conocido como lodo de perforacion.

La funci6n principal de los fluidos de perforacion es evacuar continuamente del fondo del pozo
los recortes de las rocas perforadas. Durante las operaciones de perforacion, los fluidos deben

cumplir con las siguientes funciones (Bleir e7 al. 1992; Dominguez-Cuéllar, 2001);

% Asegurar la estabilidad de las paredes del pozo asi como la limpieza completa y eficiente del
fondo, manteniendo las particulas en estado de suspension,

“+ Controlar las presiones de la formacién al ejercer sobre las paredes del pozo una
contrapresion suficiente para prevenir la afluencia de liquidos y gases de la formacion.

** Reducir la friccion, enfriar y limpiar la barrena.

Los aditivos empleados en los fluidos de perforacién deben de cumplir con una serie de

caracteristicas para ser empleados (Bland er al. 1993; Dominguez-Cuéliar, 2001):

¢ No deben ser abrasivos ni corrosivos: En ocasiones el fluido de perforacion contiene saies

disueltas que actitan como un medio donde tiene lugar la corrosién. La contaminacién por

MAESTR{A EN CIENCIAS BIOQUIMICAS 5
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gases acidos CO; y H,S y la formacion de salmueras pueden causar corrosion severa, adn
cuando los componentes originales del fluido no lo sean.

** Estabilidad térmica, pues conforme se alcanza mayor profundidad del pozo se incrementa
proporcionalmente la temperatura

<* Deben evitar la proliferacion de microorganismos, debido a que en ciertas etapas de
perforacion se utilizan aditivos organicos naturales susceptibles al ataque microbiano,
afectando con ello las propiedades del fluido.

% Deben ser econdmicos y formularse fundamentalmente con materiales baratos y eficaces que
estén ampliamente disponibles en el mercado.

* Compatibles con otros aditivos, inertes y de facil mantenimiento, por ejemplo que no
resientan la incorporacion de materia perforada (solidos, calcio, carbonatos, yeso, sal, CO,,
H,S, etcétera) y en el caso que presenten cambios, que acepten el tratamiento quimico para
reestablecer sus propiedades originales

*+ Baja toxicidad y alta biodegradabilidad. Desde el punto de vista de seguridad industrial y
proteccion al ambiente es importante que el sistema empleado sea facil de manipular y que

cuente con bajos indices de toxicidad para seres humanos (Reid ef a/. 1995).

Los inhibidores de hidratacion de arcillas (en Io sucesivo, IHA), son aditivos que previenen el
ensanchamiento del pozo mientras se realiza Ia perforacion en sitios con lutitas sensibles al agua.
En forma resumida se puede decir que tan pronto se agregan a un sistema base agua, las
moléculas los [HA reaccionan con las partes activas presentes en las placas de los minerales de
arcilla, los cuales enlaza electrostaticamente con la consiguiente disminucion de la tendencia de
la arcilla a absorber el agua que la rodea. Esta accion limita la hidratacién e hinchamiento de as

lutitas en presencia de los fluidos base agua.

El agua es el liquido natural mas accesible y barato, por ello es el principal componente de
muchos fluidos de perforacion. Los fluidos de perforacion base agua que incluyen IHA (tabla 1),
se dividen en 3 grandes grupos (Reid ef al. 1995; Jarrett, 1995 Stamatakis ef al. 1996; Brady et
al. 1998).
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Tabla 1. Clasificacién general de los inhibidores de hidratacién de arcillas (IHA)

Grupos Caracteristicas

“* Ampliamente disponibles cn el mercado. actian por intercambio
cationico con las arcillas
Mayor grado de inhibicién que otros sistemas
Cuidadosa seleccién ¢ inclusién de otro tipo de aditivos (reaccionan
con polimeros aniénicos)
<+ Polimeros organicos (aminas cuaternarias):
* Incrementan la eficiencia v calidad del Proccso pero a un mayor costo
¥a que presentan altas velocidades de consumo
* Baja toxicidad y alta biodegradabilidad
“* Estabilidad, tanto iérmica (aproximadamente 200°C) como en ¢l
intervalo de pH de los fluidos
Compatibles con aditivos comiinmente empleados
% Sales inorganicas (KCI, NaCl y CaCly)
* Reducen 1a hidratacién de las arcillas lo que previene la dispersién y
desintegracion del pozo
Aumentan la salinidad del sitio donde son descargados, por lo que su
uso no ¢s recomendado ¢n algunas regulaciones agricolas v pueden
ocasionar impacto negativo cn los organismos marinos

e

%

e

Catidnicos

”e

9
-~

v}
*

%e

%

Ejemplo: poliamino4cidos
Actgan por un mecanismo similar al de los materiales catiémicos; sin
embargo, sus caracteristicas catidnicas son menores, en especial a altos

%

5

Con valores de pH
polimeros | < Compatibles con los aditivos aniénicos: lo que extiende su aplicacion a
anféteros situaciones con altas temperaturas
* Menor costo, tanto del material como reduccion en los voliimenes de
consunio

L)
o

No sen toxicos
Ejemplo: glicoles, polioles, glucdsidos v alcohol polivinilico
Incrementan 1a eficiencia de la perforacién ayudando a estabilizar las

)
o

Con arcillas a través de la formacion de complejos estables
polimeros | %+ Empleados en conceniraciones que van del 3 al 10% en volumen (Reid
no iénicos et al. 1995),
“ La mayoria se consideran como rapidamente biodegradables (Reid ef
al 1995).

2.1.1, Perspectiva desde el punto de vista de proteccién al ambiente sobre el uso de flnidos

de perforacion.

La industria petrolera ha enfocando su atencidn en desarrollar aliernaiivas para ei disefio de

fluidos de perforacion base agua como sustitutos para los fluidos base aceite que se consideran
como peligrosos para el ambiente (Bleir ef a/. 1992; Crews y Malachosky, 1993; Leén Fajardo es

al. 1995). Los fluidos de perforacion base agua son una alternativa atractiva, ya que se reducen la
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concentracion de sustancias organicas empleadas, lo que resulta en menor concentracion de
residuos descargados. La reduccion en el contenido de materia organica aunado con la mayor
disponibilidad de oxigeno y la biodiversidad en el ambiente, ofrecen condiciones mas favorables

para la asimilacion de las sustancias organicas descargadas (Stamatakis ef al. 1996).

La informacion acerca de la biodegradabilidad aerobia de los aditivos empleados en los fluidos
de perforacion, es una herramienta muy util para apreciar el impacto de las actividades de
descarga de fluidos en el ambiente del Mar del Norte (Jarrett, 1995). En esta region las pruebas
de biodegradabilidad aerobia rapida se realizan desde 1993, siendo Holanda el primer pais en
adoptar la prueba de biodegradabilidad aerobia rapida OECD 301 D o prueba de la botella
cerrada, para fluidos de perforacion. (Bland er al 1993). Las pruebas de biodegradabilidad se
estan haciendo un requisito indispensable en Europa, como respuesta a la preocupacion por la
persistencia en el ambiente de los fluidos base aceite v la descarga al mar que durante muchos
afios se realizo de los recortes impregnados con fluidos de perforacion, por e¢jemplo Chaineau ef
al. (1995), demostraron la biodegradabilidad de recortes impregnados con fluidos de perforacion
base aceite después de 270 dias de etapa experimental y caracterizaron las bacterias y hongos

responsables del proceso.

Las agencias de gobierno estan conscientes del dafio potencial que pueden ocasionar los fluidos
de perforacion y la descarga de los recortes generados durante la perforacion de pozos. Por ello,
las regulaciones para la proteccion del ambiente se han vuelto mas restrictivas tanto en las
operaciones en tierra como costa afuera, particularmente en los Estados Unidos de Norteameérica,

el Mar del Norte y el Adriatico (Jachnik, 1994).

Aunque se alcanzo un acuerdo general entre los paises miembros de la Comisién de Paris y Oslo
(OSPARCOM) en 1994 con respecto a la aplicacion de pruebas para aprobar el uso y descarga de
los fluidos de perforacion, existen aiin dudas acerca de las pruebas disefiadas para evaluar la
toxicidad, biodegradacion y bioacumulacion (Reid er al. 1993). El creciente interés en la
aplicacion de pruebas de biodegradabilidad es consecuencia de las controversias respecto a datos

experimentales no muy claros, donde no se especifica la duracién de la prueba, nivel de
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degradacion obtenido, protocolo de prueba empleado y las caracteristicas de los organismos que
realizaron el proceso. Lo anterior genera confusion en cuanto a cudles productos son
biodegradables, ya que los resultados de velocidad de degradacion e impacto ambiental llegan a
variar de manera dramatica (Bland er af. 1993; Slater er al. 1995, Jones y Leuterman, 1996;
Garland e al. 1998). Un ejemplo de esta situacion también fue sefialado por Vik et al. {1996) con

la evaluacion de los fluidos de perforacion sintéticos.

Entre las autoridades del Mar del Norte se tiene la opinion generalizada de que la rapida
degradacion de los fluidos de perforacion minimizara el impacto ambiental lo que permitiria la
rapida recuperacion del ambiente marino. Sin embargo, se ha observado que la degradacion
aerobia en un area muy localizada permite el establecimiento de un ambiente andxico en los
sedimentos marinos, que inmediatamente tendria un impacto negativo en la fauna béntica (Jones
y Leuterman, 1996). Otro argumento es que aunque las sustancias sean relativamente no toxicas,
los intermediarios metabélicos o cualquier otro constituyente del fluido pueden no serlo. Por lo
tanto, la preocupacion final con respecto al uso de los fluidos de perforacion deberia estar
enfocada su potencial impacto ambiental mas que a su destino (Garland ez al. 1998), por lo que
actualmente se incluye la evaluacion de efectos a largo plazo derivados de la biodegradacion del
fluido y su posible bioacumulacién en el ambiente que van a estar determinadas por las

caracteristicas quimicas de la sustancia y su concentracion en el ambiente.

2.2. Aspectos generales sobre biodegradacién

En los ultimos afios la contaminacion ambiental se ha convertido en un tema de preocupacion y
polémica generalizada en cuanto a sus causas, impacto social y consecuencias a mediano y largo
plazo. El avance tecnologico, industrial y agropecuario ha sido uno de los causantes de la
aparicion de nuevos agentes contaminantes, Un gran numero de ellos, particularmente aquélios
estructuralmente relacionados con compuestos naturales, son ficilmente degradados por los
microorganismos del suelo y agua. Sin embargo existen los llamados compuestos xenobidticos,

que incluyen en su composicién elementos estructurales nuevos o sustituyentes raramente
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encontrados en la naturaleza, que son catabolizados lentamente y tienden a persistir y acumularse

en el ambiente (Atlas, 1993b; Albert ef al. 1995).

De acuerdo con Albert er al. (1995) Madsen (1996) y Manahan (1998), se denomina
biodegradacion a la descomposicion de la materia organica natural o sintética causada por la
accion de los microorganismos para obtener moléculas mas simples. En consecuencia, la
biodegradabilidad es la capacidad o susceptibilidad de una sustancia, para ser alterada por la
accion microbiana. Dicha biotransformacion implica un proceso mediante el cual un compuesto
previamente absorbido por el organismo es modificado, generandose productos que pueden ser
excretados o reabsorbidos. Los mecanismos involucrados en la interaccion microorganismos-

sustrato son (Madsen, 1996):

% Ataque enzimatico (enzimas intra y/o extracelulares) al sustrato que permite emplearlo como
fuente de carbono, nitrégeno, otros nutrimientos o aceptor final de electrones.

* Ataque enzimético que es benéfico porque tiene un proposito protector (por ejemplo, la
movilizacion del mercurio toxico lejos de la vecindad de las células).

< Ataque enzimatico que no rinde un beneficio detectable al microorganismo (el
cometabolismo)

“* Las reacciones no enzimaticas derivadas de los subproductos microbianos que causan

cambios quimicos (consumo de oxigeno, subproductos de fermentacién o alteraciones del

pH)

Pitter (1976) y Manahan (1998) reconocen que los factores que determinan la biodegradabilidad

de las sustancias pueden ser divididos en tres grupos:

< Parametros fisicoquimicos: Temperatura, solubilidad, grado de dispersion del compuesto en
el medio, pH y oxigeno disuelto.
< Caracteristicas quimicas: Largo de Ia cadena, ciase, nimero y posicion de los sustituyentes

en la molécula, estereoquimica y tonicidad del medio.
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* Caracteristicas biologicas: Origen del cultivo microbiano, edad, tiempo y forma de

adaptacion, tolerancia a la toxicidad del compuesto de prueba y efecto de otros sustratos.

Tipicamente, en ¢l caso de tratamiento de aguas residuales, un estimado de la capacidad de ser
biodegradadas se obtiene a partir de {a relacion DBOs/DQO. A partir del calculo de esta razon de
proporcionalidad es posible clasificar, a grosso modo, dentro de una escala convencional si la o
las sustancias a depurar son o no facilmente biodegradables, o bien, si presentan caracteristicas
que determinan su recalcitrancia y/o toxicidad para los microorganismos responsables de llevar a
cabo el proceso de depuracion (Eckenfelder y Grau, 1992). El valor obtenido de esta relacion
puede ser entre O y 1: mientras mas cercano se encuentre de la unidad indica una alta existencia
de compuestos biodegradables y en consecuencia una mayor posibilidad de ser depurada por
métodos biologicos. En consecuencta, mientras mis pequefio sea dicho valor, el contenido de
contaminantes sera menos biodegradable y por lo tanto los tratamientos de tipo fisicoquimico
seran mas recomendables, Convencionalmente, para clasificar los efluentes liquidos residuales, se
han adoptado las siguientes relaciones:
< DBO<DQO > 0.4: Es biodegradable, se puede emplear un sistema biologico con organismos
floculados o fijos en un lecho, tanto aerobios como anaerobios.
% 0.2 < DBO«/DQO < 0.4: Es medianamente biodegradable, se recomienda emplear lechos
bacterianos tanto aerobios como anaerobios.
% 0<DBOyDQO < 0.2: Es muy poco o no biodegradable, no es adecuado y/o factible utilizar
métodos biologicos para el tratamiento. Por lo tanto, es conveniente emplear métodos

fisicoquimicos.

Cabe sefalar que no obstante que la relacion DBO:/DQO resulta importante en la seleccion del
tipo de tratamiento a utilizar, la concentracion de contaminantes presentes constituye otro factor
importante. Al respecto, Eckenfelder y Grau (1992) sefialan que para concentraciones mayores a
1000 mgDBOs/L, es preferible, desde el punto de vista técnico-econdémico, que sean tratadas por
medio de sistemas anaerobios y para concentraciones por debajo de los 1000 mgDBO/L, que

sean tratadas en sistemas aerobios.
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Los procesos de biodegradacion pueden agruparse en dos categorias (Pagga, 1997):

** Biodegradacion primaria: Implica pequefias alteraciones en la estructura quimica del
compuesto, debida a la accion de los microorganismos que resulta en la pérdida de
propiedades especificas de la sustancia.

 Biodegradacién ultima: Este término se aplica cuando el compuesto organico es totalmente

utilizado por los microorganismos y da como resultado diéxido de carbono, agua, sales

minerales y biomasa.

La biodegradacion aerobia se lleva a cabo en ambientes con suficiente aireacion, en los cuales se
busca mantener una concentracion de oxigeno molecular libre disuelto de al menos 2 mg/L. Los
principales productos de este proceso son diéxido de carbono, agua (debido a la reduccion de
oxigeno molecular) y biomasa microbiana (Tortora et al. 1992; Manahan, 1998). Durante los
procesos de biodegradacion aerobia, los microorganismos utilizan el oxigeno de acuerdo con las

siguientes reacciones:

CHONPS + O, + microorganismos — . CO; + NH; + H,O + E° (N
CHONPS + O; + microorganismos + E° —%  Nuevas células + CO, (2)
Células + 50, _ > CO; + NH; + 2H,0 + E° (3)

La reaccion (1) corresponde a la actividad catabolica u oxidacion de compuestos organicos
complejos durante la cual se produce energia. La reaccion (2) describe Ja actividad anabélica o
parte de construccién del metabolismo en donde se utiliza la materia orginica y la energia
producida durante el catabolismo para producir nuevas células. Por ultimo, la reaccién 3)
representa la respiracion endogena o sea el consumo de oxigeno por parte de los

microorganismos cuando el sustrato ha sido degradado.

Las ventajas de la biodegradacion incluyen la mineralizacion parcial o total del contaminante y el
hecho de que las reacciones enzimaticas mediadas por microorganismos son en general, mas

rapidas que las realizadas en su ausencia (Atlas y Bartha, 1993). Sin embargo el éxito de este tipo
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de procesos depende de conocer las condiciones optimas de biodegradacion para cada tipo de
contaminante (Alexander, 1981; Manahan, 1998). Por lo tanto, es necesario considerar las
principales dificultades técnicas para estos procesos que estan relacionadas con limitantes en la

velocidad de degradacion y el caracter recalcitrante del contaminante.

La recaicitrancia es un término relativo e mmpiica que un compuesto organico resiste su reciclaje
mediante la mineralizacion. Los enlaces carbono-cloro de compuestos halogenados, los
poliaromaticos poco solubles en agua, el caracter lipofilo de los organoclorados que coadyuva a
su bioacumulacion y los enlaces fosforo-éster en el caso de los organofosforados, son ejemplos

de compuestos recalcitrantes (Alexander, 1981; Bouwer y Zehnder, 1993).

Ahora bien, de acuerdo con Bartha (1990) y Manahan (1998) la recalcitrancia no es exclusiva de
las sustancias xenobiéticas, por ejemplo la lignina, la melanina y la pared celular de los granos de
polen son de biodegradacion lenta. Adicionalmente, algunas sustancias recalcitrantes no
necesariamente son toxicas para los microorganismos, sino que sencillamente son menos
susceptibles de ser atacadas por enzimas. A continuacién se enumeran las condiciones que

determinan la recalcitrancia:

% Potencial redox inadecuado, temperaturas desfavorables y/o valores extremos de pH (Bouwer
1992; Crews ef al. 1993; Zitomer y Specce, 1993). Ausencia de microorganismos adecuados.
% Balance de nutrimentos inorganicos desfavorable. La concentracion disponible de oxigeno,
fosforo y/o nitrogeno puede disminuir si dos o mas compuestos son rapidamente
biodegradables. La presencia de microorganismos que utilizan los mismos nutrimentos
inorganicos para metabolizar otros sustratos organicos disponibles origina competencia por
uno o varios de estos nutrimentos que puede afectar la velocidad de degradacion del
contaminante de interés (Schmidt y Alexander, 1985). Sin embargo, la adicion de nutrimentos
inorganicos no siempre estimula la biodegradacion, sobre todo si existen otros factores que
pueden por si mismos suprimir la actividad microbiana o interactuar con la limitante de

nutrimentos (Steffensen y Alexander, 1995).
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* Concentraciones de sustrato muy altas o muy bajas (Alexander, 1981). Utilizacion
preferencial de otros sustratos (diauxta) debido a que los ambientes contaminados muy rara
vez presentan un solo tipo de contaminante organico (Schmidt y Alexander, 1985).

% Inhibicion por un segundo compuesto (Wiggins y Alexander, 1988) o conversion de la
sustancia a un producto toxico (Murakami y Alexander, 1989).

% Reduccion de la biodisponibilidad del contaminante de interés, ya sea por adsorcion o por
insolubilidad en agua (Gutiérrez-Rojas, 1997).

** La polimerizacién y formacion de complejos, pueden originar una sustancia recalcitrante,

aunque en un principio no lo fuera. Las estructuras poliméricas al azar ocasionan que los

MICroorganismos requieran sintetizar muchas enzimas catabolicas y que cada una de ellas

pueda llevar a cabo solamente una transformacion limitada del polimero, lo que convierte al

proceso en muy lento e ineficiente (Bouwer y Zehnder, 1992; Manahan, 1998).

2.3 Pruebas de biodegradabilidad

Las pruebas de biodegradabilidad tienen como objetivo simular, en un ambiente controlado de
laboratorio, el proceso de biodegradacion que ocurre en la naturaleza (Bland ez al. 1993 Slater et
al. 1995; Madsen, 1996; Pagga 1997). El método clasico para demostrar la biodegradabilidad de
una sustancia consiste en incubar una solucion o suspension de la misma en un medio minera
con un inéculo microbiano, bajo condiciones ambientales controladas, durante un lapso
determinado (usualmente 28 dias). Para llevar a cabo una prueba de biodegradabilidad se requiere

una serie de matraces cuyas caracteristicas se indican a continuacion:

% Sustancia de prueba: Contiene una dilucién de la sustancia de prueba con una concentracion
de 100 mg COD/L en el medio mineral y un volumen determinado de inéculo {equivalente al

A
1090 uc

~

voluimen iotal del mairaz empieado).
<+ Control de inéculo: Es necesario para obtener los valores absolutos de concentracién de
carbono organico disuelto y porcentaje de biodegradacion, su valor debe restarse de los

obtenidos en los matraces con sustancia de prueba.
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** Control de procedimiento: Evalia el desarrollo de la prueba y la viabilidad del indculo.
Incluye una sustancia de referencia cuya biodegradabilidad es conocida, por ejemplo:
benzoato de sodio, acetato de sodio o anilina. Este debe alcanzar al menos un 50% de
remocion via COD para que la prueba sea considerada valida. Un porcentaje menor del 50%
en 5 dias es indicativo de actividad microbiana insuficiente (Bland er al. 1993), lo que obliga
a descartar los resultados obtenidos.

% Control de toxicidad: El porcentaje de remocién de COD debe ser al menos igual al
obtenido en el control de procedimiento (Bland ef af. 1993). En caso de que fueran mas bajos
o nulos se concluye que la sustancia de prueba es toxica para los microorganismos o suprime
su actividad. Si ello ocurre, se recomienda emplear en los ensayos subsecuentes una
concentracion menor de la sustancia de prueba.

» Control de degradacion abiética: Evalia la posible degradacidn abidtica (fotodegradacion,
oxidacion quimica, dilucion, etcétera) de la sustancia de prueba. Este control no incluye
indculo y es esterilizado ya sea por filtracion en membrana (0.45 um) o por adicién de una
sustancia toxica, por ejemplo HgCl, al 1% (Ledn et al. 1998).

% Control de adsorcion: Evalua si el compuesto de prueba es adsorbido a las superficies,
especialmente cuando se utiliza un indculo de lodos activados. Su composicion es similar al

control de degradacion abidtica, pero con indculo.

El monitoreo de la prueba es realizado a intervalos de tiempo frecuentes que permitan identificar,
tanto el principio como el final del proceso y puede incluir la determinacion de crecimiento
celular, descenso en la concentracion de sustrato, consumo de aceptores finales de electrones y
produccion de metabolitos secundarios o productos finales de degradacion (Madsen, 1996). La
tabla 2 presenta una relacién comparativa de los principales métodos empleados para cuantificar

la biodegradacion.

3, presenta una breve descripcion de dicha clasificacion.
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Tabla 2, Métodos para cuantificar la biodegradacion de sustancias orgdnicas

Método Yentajas Desventajas
%+ Permiten cuantificar la

“ Mayor inversién de tiempo v dinero para las determinaciones

Dir esaparicién del compuesto : . . A . o
ectos desapa Cc?riginalo pue % Unicamente cuantifican la biotransformacién inicial ¥ no la total mineralizacién del
. ) . ompuest
{Concentracién <del | % Es factible determinar la .C puesto . . . .
compuesto concentracién de los % Parala mterprglacxén de resultqdos, olros mecanismos de remociéon como la adsorcion del
original) metabolitos formados compucsto a la biomasa, la fotdlisis, entre otros, deben ser cuidadosamente controlados y

tomados en cuenta
durante el proceso

7

% COD (Carbono orginico disueito): No pucde ser empleado cuando la sustanciz cs
insoluble en el medio. Asimismo. mide a la vez sustrato, intermediarios v metabolitos. lo que
*  Mcétodos relativamente | impide conocer la distribucion final del carbono

2
>3

faciles v con ** DBO (Demanda bioquimica de oxigeno): Puede haber interpretacién errénea de los
posibilidades de resultados. Por ejemplo el O, puede ser consumido durante la oxidacion biologica del etanol a
Indirectos automatizacion acido acético sin registrarse cambios en la concentracién de COD

% CO: (Produccién de di6xido de carbono): El CO, total producido represeinta la
(Bioconversién del | % Generan informacion de mineralizacion del sustrato: sin embargo, hasta un 20% del carbono del sustrato es incorporado

compucsto la biodegradabilidad a la biomasa dependiendo de las condiciones de inoculacién. Su cuantificacién a pantir de su
original) méxima del compuesto, | captura en trampas alcalinas, no refleja la produccion real. debido a Ia acumulacién de formas
¥a que cuantifican inorganicas de carbono que causan un retardo en las curvas de produccion de CO-

cualquier subproducto, | < Incremento de biomasa: Un cambio en ¢l namero de microorganismos normalmenic se
residuo o intermediario | correlaciona con cambios en la cantidad de biomasa y la actividad. Debido a los ciclos de vida

presente en el medio y/o disponibilidad de nutrimentos, el tamaiio y/o peso de las células microbianas puede
cambiar. En esta situacién, la biomasa puede incrementarse o disminuir sin un cambio en el
nimero de microorganismos

Tomado de: Means v Andersen (1981); Grady (1985); Chudoba et ul. (1992); Slater ef al. (1995); Madsen, (1996); Govind et al. (1997); Pagga (1997} ¥
Vizquez-Rodriguez er al (1999a)
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Tabla 3. Clasificacion general de las pruebas de biodegradabilidad aerobia

Nivel

Objetivo

Caracteristicas gencrales

Interpretacién

Nivel cero;
Biodegradabilidad
rapida

Evaluar la
facilidad con que
una sustancia
puede ser
mineralizada bajo
congiciones
experimentales
estriclas

% La sustancia de prueba es la
tinica fuente de carbono y
energia disponible
% Se utiliza un inéculo de baja
¢oncentracion celular que no
haya tenido contacto previo
con la sustancia de prucba
* Oportunidad limitada de que
ocurra la aclimatacion del
inéeulo

-,
...

*,
Lood

Un resultado positivo, ya sea 70% de remocién de materia orgdnica medida
como COD, o bien un 60% del correspondiente al valor de DTO o de
produccion de CO-, en un lapso de 28 dias, permite suponer que la sustancia
¢valuada podri ser biodegradada ripida y complctamente en el ambicnie
Deben considerarse ios factores fisicoquimicos ¥ microbiolégicos del sitio, asi
como el fluyjo de la sustancia en estudio. ya que pueden generarse
subproductos mds tdxicos o bien. depositos de sustancias peligrosas dentro del
ccosistema

Un porcentaje bajo de biodegradacidn no necesariamente significa que Ia
sustancia evaluada no sea biodegradable, sino que las condiciones
experimentales no fueron las adecuadas para ello

Nivel uno:
Biodegradabilidad
intrinseca

Evaluar la
biodegradabilidad
al proporcionar
condiciones
ambientales que la
promueven

“*  Permilen 1a exposicion
prolongada de [a sustancia
de prueba/microorganismos;
por lo tanto, hay una mayor
posibilidad de que ocurra la
adaptacion del indculo
%+ Reclacion biomasa/sustancia
de prueba mas equilibrada

Un resultado positivo indica que la sustancia no permanecerd indefinidamente
en el ambicnte, 0 que desaparccerd rdpidamente en plantas de tratamiento con
microorganismos adaptados

No puede suponerse que la cinética de biodegradacién ocurrird de la misma
manera en cl sitic contaminado. va que no necesariamente fueron
proporcionadas las condiciones del sitio

Si existe evidencia de que la biodegradacion no se llevéd a cabo de la manera
csperada, conviene considerar ¢l posible efecto de subproducios que pueden
indugcir inhibicién

Nivel dos:
De simulacién

[nformacién acerca
de la cinética de
biodegradacion
bajo condiciones

ambicntales
especificas

% Las pruchas sc dividen de
acuerdo al lugar que simulan
ser: tratamiento bioldgico
acrobio, rio, lago, estuario,
etc.

Los resultados sientan las bases para el calculo de concentraciones dentro del
ccosistema, por 1o que es necesario validar el modelo empleado para la
simulacién del sitio en estudio (por gjemplo. para sustancias que se producen
en grandes cantidades puede ser necesario como paso final en la evaluacion.
simular las condiciones de una planta de tratamiento de aguas

Debe conocerse la distribucidon de la sustancia en ¢l ambiente. asi como su
toxicidad potencial,

Tomado de Grady (1985); (OECD) 1992a; Kilroy ¥ Gray (1995); Pagga, (1997) y Vizquez-Rodriguez et al. (1999a)
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Una vez visualizada la ubicacién de las pruebas de biodegradabilidad aerobia rapida (PBAR),
dentro de la clasificacion general de las pruebas de biodegradabilidad y dada su importancia para

el desarrollo del presente trabajo, se ampliara la informacion sobre las mismas.
2.3.1 Pruebas de biodegradabilidad aerobia riapida (PBAR)

Varios organismos internacionales han creado metodologias para evaluar la biodegradabilidad

aerobia rapida de compuestos organicos, entre las que se pueden citar:

% “Guidelines for Testing of Chemicals. Seccion 3: Degradation and bioaccumulation” (OECD,
1992).

< “Water Quality. Evaluation in an aqueous medium of the " ultimate " biodegradability of
organic compounds. International Standard Organization (1SO, 1994),

% “Fate, Transport and Transformation Test Guidelines OPPTS 8353110 Ready

Biodegradability”. EPA (http://'www epa. gov/epahome/research. htm).

En particular, el Grupo de Expertos de la Organizacion para la Cooperacién Econdmica y el
Desarrollo (OECD por sus siglas en inglés) recomienda para evaluar la biodegradabilidad aerobia
rapida de sustancias organicas, los métodos clasificados como OECD 301 para agua dulce y los
métodos OECD 306 para agua marina. Estos métodos estan disefiados para sustancias solubles en
agua, no volatiles, sin adsorcion a superficies (vidrio) y que no ocasionen efectos mhibitorios
sobre la poblacion microbiana. De igual manera, es deseable conocer la estructura quimica o
formula de la sustancia ensayada, con objeto de contar con una base de calculo para el porcentaje
de biodegradacion alcanzado a través del tiempo, lo cual evidentemente no es posible de realizar
en muestras con multisustratos en concentraciones variadas (Mao y Smith, 1995). De ahi la
necesidad de adaptar las metodologias de evaluacion para sustancias que no cumplan con alguno

de estog requisitos.

En la tabla 4, se presentan algunas caracteristicas generales de las pruebas de biodegradabilidad
aerobia rapida (Grady, 1985; OECD, 1992; Bland, e a!. 1993; Madsen, 1996; Pagga, 1997).
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Tabla 4. Comparacion cualitativa general entre pruebas de biodegradabilidad aerobia
rapida (OECD, 1992)

Semejanzas Diferencias
Las pruebas son aplicables a una gran variedad de compuestos [ La concentraciéon de la sustancia de
organicos prucba
La sustancia de prueba se encuentra a baja concentracién, es la [ Difercnics concentraciones de algunos
tnica fuente de carbono disponible v es expuesta a una biomasa | elementos en el medio mineral.
relativamente baja en concentracién

El método analitico requerido para
seguir cl curso dec la cinética de
biodegradacion

Se emplea un inéculo mixto. En el caso de los inoculos Origen del indculo (lodos activados,
procedentes de lodos activados, sc recomiendan algunos métodos | aguas supcrficiales, aguas residuales

El scguimiento dc la cinética de degradacién no requiere
métodos analiticos especificos

para su preparacion como son la decantacion, la aeracién (sin un | domésticas, aguas municipales,
sustrato suplementario) y la aclimatacion (precultivo con una | sobrenadante de suelo de jardin,
fucnte de carbono ficilmente asimilable) etcétera)

Su duracién esti estandarizada a 28 dias. con el fin dc obtener
resultados comparables. Si en esie tiempo la bicdegradaciéon ha
comenzado pero no se alcanza una mesela, se recomienda
continuar hasta los 42 dias

No debe permitirse la preadaptacidn del indculo a la sustancia de
prueba. va que ello implicaria la oblencién de datos inadecuados
Jpara evaluar la biodegradabilidad rapida de éste

La aplicacion de las pruebas de biodegradabilidad aerobia rapida presenta como desventaja la
obtencion de resuitados dificiles de extrapolar a pruebas de campo, debido a que las condiciones
de ensayo pueden no ser similares a las del ambiente del que proviene 1a muestra. Las pruebas de
campo son influidas por muchos otros factores dificiles de predecir y controlar. Existen
referencias en la literatura (Blok, 1994b; Struijs y Van den Berg, 1995) que demuestran la validez
de la extrapolacion de los resultados de las pruebas de biodegradabilidad aerobia rapida a
estudios de campo. Las principales causas que determinan la dificultad de extrapolar resultados a

pruebas de campo son:

<+ Las condiciones ambientales especificas, esenciales para el inicio de la biotransformacién de

contaminantes en su medio natural.

b
D

\ T arindni ouen + H .
€il susandias quc por cll mism n

+
[
>
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pueden ser degradadas por una comunidad microbiana compleja en presencia de otros
sustratos. El cometabolismo implica una transformacion enzimatica que no reporta un

beneficio directo en términos de energia o fuente de carbono para el microorganismo que la
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realiza, pero indirectamente puede emplear intermediarios metabolicos que producen los
microorganismos que si obtienen un beneficio (Manahan, 1998).

* El desarrolio de métodos analiticos especificos para el seguimiento de la biodegradacion,
debido a metabolitos intermediarios o sustancias desconocidas presentes en la muestra una
vez iniciado el proceso.

% La aclimatacion del indculo, ya que los microorganismos aislados en el medio bajo estudio

pueden no ser los mas activos o bien, no estar presentes en el ambiente.

En la mayoria de los casos documentados en la bibliografia acerca de la biodegradacion y su
potencial aplicaciéon para recuperar sitios contaminados con compuestos organicos (por ejemplo
hidrocarburos), el proceso se lleva a cabo estimulando las actividades metabélicas de los
Microorganismos autéctonos (Atlas, 1993b; Madsen, 1996). Por otra parte, se han desarroilado
inclusive cultivos comerciales de microorganismos degradadores de alghn sustrato, en especial a
partir de mezclas de especies indefinidas que fueron obtenidas de cultivos de enriquecimiento
primario, las cuales probablemente no difieran significativamente en sus capacidades metabolicas
con respecto a los microorganismos nativos. Se ha observado por lo tanto, que el introducir
cultivos microbianos a un ambiente contaminado no siempre resulta benéfico y/o adecuado para

resolver un problema de contaminacién (Atias, 1993b).

2.4. El papel del inéculo en las pruebas de biodegradabilidad aerobia rapida

Todas Ias pruebas de biodegradabitlidad contemplan una serie de parametros establecidos,
estandarizados para su realizacion (Nyholm, 1991). Estas pruebas se basan en técnicas de cultivo
de enriquecimiento (Bartha, 1990) donde se favorece la multi‘plicacif)n celular de
Microorganismos con caracteristicas metabolicas especificas. El incremento celular se logra a
través del control de factores como temperatura, pH, aireacién y fuente de inéculo, entre otros. La

poblacion inicial esta compuesta por diversos microorganismos tolerantes a un ambiente en
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particular, lo que faculta la posibilidad de acceder por varas rutas metabolicas para la

biodegradacion del compuesto de interés.

El origen, edad, composicién, tiempo y forma de adaptacion, son determinantes para el desarrotlo
y funciones fisiologicas adecuadas de los microorganismos. Asimismo, el crecimiento de Ios
microorganismos esta influido por una serie de factores abioticos, como: temperatura, oxigeno,
PH, presion osmoética, elementos traza y factores de crecimiento y presencia de sustancias toxicas

(Tortora et al. 1992; Heritage et al. 1996; Madsen, 1996; Brock, 1998).

De acuerdo con la literatura, los datos obtenidos a partir de pruebas de biodegradabilidad
dependen del método seleccionado para el seguimiento y cuantificacion de los resultadbs, las
condiciones de prueba y los periodos de exposicion (Means y Anderson, 1981; Nyhlom et af
1992, Zgajnar y Zagorc 1999b). No obstante su importancia, el indculo es de los parimetros
menos controlados en estas metodologias, lo que deriva en la obtencién de resultados con
variacién entre pruebas y laboratorios, ain cuando se emplee la misma prueba de
biodegradabilidad (Blok y Booy, 1984; Painter y King, 1985; Nyholm, 1991; Vik er al. 1996
Zgajnar y Zagorc 1999a).

La influencia del indculo en los resultados de biodegradabilidad esta dada en parte por su origen
(Nyholm ef al. 1984), 1a abundancia y diversidad de bacterias vivas (Simkins y Alexander, 1984;
Thouand er al. 1995) y su capacidad de adaptacién a la sustancia de prueba (Thouand y Block,
1993) y la presencia de protozoarios (Ramadan ef al. 1990). En las siguientes secciones se
presenta una descripcion pormenorizada acerca de los factores que determinan la variabilidad del

inéculo empleado en las pruebas de biodegradabilidad.
2.4.1. Origen y/o composicion del inéculo microbiano

La calidad o estado fisiologico de un indculo (incluyendo la naturaleza de los sistemas

enzimaticos expresados) varia de acuerdo con su origen. Por ejemplo, la calidad de un indculo
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obtenido a partir de lodos activados de una planta de tratamiento de aguas dependeri de factores

como los que a continuacién se citan:

*+ El tiempo de retencion celular (TRC) del sistema de tratamiento determina la veloctdad de
crecimiento de los microorganismos. La seleccion de diferentes microorganismos de acuerdo
con el TRC es un fendémeno muy conocido (Osswald ef al. 1995; Van Ginkel er ai. 1995). Los
lodos activados estan compuestos por diferentes especies bacterianas y predadores
(protozoarios, rotiferos, etc), que difieren en sus velocidades de crecimiento. Este hecho
establece la division de la comunidad en microorganismos de crecimiento rapido y lento,
Cuyas proporciones son determinadas por las condiciones del sitio donde se obtuvo el
inoculo. En general, los MICroorganismos que compiten por un sustrato no pueden coexistir,
por lo tanto, en las plantas de tratamiento con bajos TRC las especies de crecimiento lento
tienen poca oportunidad de desarrollarse,

* El tipo de aguas que se estan tratando y la estacion del afio.

*+ La presencia de sustancias toxicas o inhibitonias, pudiéndose inclusive presentar aclimatacion
a la sustancia que sera sometida a la prueba de biodegradabilidad aerobia rapida, por lo que
los resultados obtenidos no serian del todo representativos. La aclimatacion del indculo solo
afecta la duracion del periodo de adaptacién que requieren los microorganismos para
comenzar a degradar el sustrato, pero en si no altera las curvas de consumo de oxigeno (Lee y
So00, 1995). Durante la aclimatacion los microorganismos se adaptan a las toxinas o sustancias
que ejercen un efecto inhibitorio en ese ambiente (Wiggins ef al. 1987). Adicionalmente, se
ha observado que los microorganismos aclimatados disminuyen su capacidad de degradacion

cuando se elimina la alimentacion del téxico al que estan habituados (Buitron et al. 1994).

Como ya se anotod con anterioridad, las pruebas de biodegradabilidad establecen con claridad que
se debe partir de un indculo mixto. Las pruebas de biodegradabilidad con cultivos puros sélo
Cii CasGs especiales, por ejempio, cuando e objetivo se centra en Ia
elucidacion de aspectos bioquimicos y moleculares del metabolismo de contaminantes por
MICrOOrganismos previamente aislados y con actividad degradadora comprobada (Madsen, 1996,

Pagga, 1997). Adicionalmente, segin Grady er al. (1996) los parametros cinéticos para
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crecimiento y remocién de sustrato, difieren aun cuando se empleen cultivos puros. En

consecuencia, las ventajas de emplear indculos mixtos provenientes de muestras ambientales son

(Block e al. 1992):

*%* Mayor eficiencia en la utilizacion de mezclas de moléculas organicas que los cultivos puros.

* Facilidad para su obtencién del ambiente (rios, aguas) o en las plantas de tratamiento de
aguas residuales. No requieren de procedimientos de preparacion y almacenamiento
especificos. Percherancier er a/. (1996) puntualiza que el escoger un determinado tipo de
inéculo también puede estar en relaciéon con la facilidad de obtener las muestras y su
preservacion en el laboratorio. Los procedimientos tradicionales de conservacion de cepas
puras (por ejemplo, congelamiento en glicerol) no se adaptan a indculos naturales ya que
pueden afectar la estructura original de la comunidad bacteriana (biodiversidad, diferencias
en su fisiologia y capacidad para volver a crecer después del periodo de conservacion, etc).

% Se eliminan los problemas de transporte y/o distribucion de un inéculo estandarizado.

Finalmente, de acuerdo con lo reportado por Block er a/ (1992), en algunas pruebas de
biodegradabilidad se ha encontrado que el origen del indculo no constituye la principal fuente de
variacion de los resultados experimentales, sino que presumiblemente son las variaciones
interlaboratorios relacionadas con las técnicas analiticas empleadas, la capacitacion y experiencia
de los analistas, entre otras. Asimismo, Percherancier es al (1996) encontrd que el origen del
indeulo no fue significativo para la cuantificacion de degradacion, pero que la cinética de
degradacion si sufrié cambios dependiendo de las condiciones del sitio de donde se obtuvo el

inoculo.
2.4.2. Densidad celular del inoculo

El nimcro de células einpleadas o densidad ceiular define la velocidad de degradacion del
compuesto (Simkins y Alexander, 1984; Zgajnar y Zagorc, 1996), la duracién de ia fase lag
(Chudoba er al. 1992; Van Ginkel ef al. 1995) ¢ inclusive la probabilidad de éxito en una prueba
de biodegradabilidad limitada a 28 dias de duracién (Thouand er al. 1995).
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En el caso de pruebas de biodegradabilidad, el tamafio real del indculo esta en funcion del
porcentajc de microorganismos competentes presentes y la cantidad de lodo activado empleado.
La calidad de cualquier inoculo también puede entenderse como la cantidad de microorganismos
que especificamente pueden degradar una sustancia en particular que ha sido introducida como
fuente de carbono. Esa cantidad depende a su vez del tipo de sustancia a la que ha sido expuesto
(Blok y Booy, 1984),

Una manera de incrementar el nimero de microorganismos biodegradadores es concentrar el
indculo ya sea por centri fugacion (Vazquez-Rodriguez et al. 1999 a; b) o por filtracion antes de
emplearse; otra manera es controlar el numero de microorganismos biodegradadores especificos
(Blok y Booy, 1984: Nyholm, 1991; Van Ginkel et a/. 1995} iniciando la adaptacion del indeulo
al cultivario con el xenobistico de interés tal y como lo han sugerido Buitrén y Capdeville
(1995); Osswald er al (1995) y Thouand er al (1996). Esta Gltima alternativa esta en
contraposicién con los requerimientos de las pruebas de biodegradabilidad aerobia rapida
existentes (OECD, 1992a; Pagga, 1997).

Es conveniente destacar que la estimacion de la densidad celular presenta algunas limitantes

desde el punto de vista experimental:

“* Los solidos suspendidos totales (SST) cuantifican particulas minerales {(aproximadamente
30% de la masa total de lodos activados de acuerdo con Urbain ef al 1993) y elementos
0rganicos (microorganismos vivos y muertos) retenidos en el filtro. Una alta concentracion de
biomasa coadyuva a la contaminacién de la muestra con bacterias muertas y carbono organico
disuelto. Por lo tanto, la biomasa del indculo determinada a traves de la fraccion de solidos
suspendidos volatiles (SSV) da muy poca informacion acerca de MICroorganismos
biodegradadores especificos,

% La cuenta de heterdtrofos totales en agar nutritivo sdlo estima una pequeifia proporcion de las
células vivas. De acuerdo con lo sefialado por Byrd et al. (1991) esta cantidad oscila entre e
0.1 y 10% dependiendo del tipo de microorganismos; observacién confirmada por Thouand

et al, (1995) en pruebas de biodegradabilidad con p-nitrofenol, donde las bacterias
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%
cuantificadas como heterétrofos totales representaron el 1% y el 7% de la cuenta total de

células en el caso de indculos obtenidos a partir de agua de rio y lodos activados,

respectivamente.

2.4.3, Relacion So/Xo

El parametro concentracion inicial de sustrato (So) representa la fuente de carbono y energia para
la biosintesis mientras que el parametro concentracion inicial de biomasa (Xo) representa la
fuente de consumo de carbono y energia. La cantidad de sustrato suministrado a un inoculo para
una prueba cinética en un cultivo en lote, determinara cuanto cambie su estado fisiologico
durante el ensayo (Chudoba er a/. 1992). Cuando la cantidad de sustrato es muy pequefia con
respecto a la cantidad de biomasa presente, se limitan los cambios en la sintesis de enzimas antes
de que disminuya la concentracion de sustrato, por lo que el cambio en el estado fisiologico

resultard ser minimo (Atlas y Bartha, 1993).

La relacion Sof/Xo ejerce un efecto significativo en los resultados de las prucbas de
biodegradabilidad debido a que determina la distribucion final del sustrato de tipo carbonoso, la
duracion de la fase lag y los niveles de biodegradacion alcanzados. De acuerdo con el estudio de
biodegradabilidad aerobia de DBS de Vazquez-Rodriguez er al. (1999ab), los niveles de
biodegradacion mas altos se obtuvieron cuando se emplearon relaciones So/Xo mas bajas en

términos de mgCOD.UFC™

La duracién de la fase lag (Van Ginkel er al. 1995; Zgapnar y Zagorc, 1996) y el tiempo para
alcanzar el nivel de degradacion requerido por las pruebas OECD (Zgajnar y Zagorc, 1996)
tienden a disminuir cuando se incrementa la cantidad de biomasa inoculada. Se sabe que las
concentraciones bacterianas altas incrementan [a probabilidad de éxito pero orginan
contaminacion de tipo carbonoso, que debe evitarse porque el compuesto xenobiotico debe ser la
unica fuente de carbono y energia para limitar el cometabolismo y la modificaciéon de {a

velocidad de degradacion (Schmidt y Alexander, 1985).
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Recientemente se ha demostrado que la relacion So/Xo determina el comportamiento metabélico
de los microorganismos (por ejemplo, remocion de sustrato, rendimiento observado durante el
crecimiento y desacoplamiento energético). Altas relaciones So/Xo favorecen preferencialmente
las rutas anabolicas sobre las rutas catabolicas (Liu 1996; Liu 1998; Liu 2000). Esta observacion
indica que la relacion So/Xo puede regular las rutas metabolicas, cuando en el medio existe

suficiente sustrato.

Obviamente las rutas metabolicas también determinan la distribucion final del carbono organico
disuelto. De acuerdo con Chudoba er a/. (1992), la cantidad de sustrato oxidado por unidad de
biomasa sintetizada es Mayor para una respuesta de crecimiento (entendido como el transporte de
sustratos extracelulares y su oxidacion dentro de la célula ya sea para obtener energia o para
biosintesis celular), es decir con una relacion So/Xo baja. En contraste, en cultives con una
relacion So/Xo alta, se verifica una respuesta de acumulacion (transporte de sustratos y la
oxidacion de una pequefia porcion para obtener energia y realizar la sintesis de polimeros de

reserva).

2.4.4. Estandarizacion del inéculo

La estandarizacion del indculo en ilas pruebas de biodegradabilidad (OECD, 1992a) esta basada
en criterios volumétricos, que permiten amplia variacion en el tamaiio real del indculo y su
composicién. De acuerdo con la informacién expuesta en las secciones anteriores, la eleccion de
un parametro que permita la estandarizacion del inéculo €5 un punto que se debe evaluar
cuidadosamente. Al no contar con un indeulo estandarizado los resultades de una prueba de
biodegradabilidad pueden no ser representativos y/o reproducibles, por lo que es imprescindible

uniformizar el procedimiento de su obtencidn (Thouand ez al. 1996).

La estandarizacion del indculo proporcionaria un parametro de comparacion entre los diversos
métodos para evaluar la biodegradabilidad (Grady, 1985), pero a la vez representa una condicion
restrictiva a la biodegradacion. Por ejemplo, al estandarizar el origen y/o composicion del indculo

se reduce significativamente el nimero de especies presentes dentro del sistema y podria no
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contarse con poblaciones diversas desde el punto de vista metabolico, por lo que es recomendable
el uso de un indeulo mixto ya que el potencial genético de este Gltimo es mayor que el de un

cultivo puro (Grady, 1985; OECD, 1992a).

El control de la relaciéon So/Xo puede limitar la proporcion de carbono que se acumula como
biomasa, de esta manera, el escoger una relacién So/Xo adecuada permite incrementar la cantidad
de carbono mineralizado. Estas observaciones dan soporte a la nocion de estandarizar las pruebas
de biodegradabilidad empleando el control de la relacion So/Xo, tomando en cuenta criterios de

densidad celular (Vazquez.-Rodriguez et al. 1999b).

La biodegradacion de contaminantes organicos es facilitada por enzimas durante las funciones
metabdlicas normales de los microorganismos. El siguiente inciso proporciona informacion
adicional sobre la estimacién actividad enzimatica aplicada al seguimiento de los procesos de

biodegradacion.

2.5. Actividad enzimaitica

Se considera que la eficiencia de remocién de materia orgéanica en sistemas de tratamiento
biolégico puede aumentar si se comprenden no solo los principios fisicos y/o mecanicos de su
funcionamiento, sino también la ecologia de los diversos microorganismos que integran la
comunidad. Estos a su vez, permitirian identificar los posibles factores que inhiben o aceleran el
proceso de degradacion biologica (Margulis e al. 1986 Atlas y Bartha, 1993). Asimismo, Lee y
S00 (1995) acotan que como la descomposicion de los contaminantes via actividad microbiana es
un mecanismo ampliamente difundido en el ambiente, seria muy positivo ahondar en la
estimacion de la actividad bioquimica desarrollada durante la degradacion de contaminantes.
Cabe recordar que las enzimas microbianas tienen la capacidad de actuar sobre analogos y
compuestos relacionados estructuralmente de una manera mas 0 menos eficiente ademas de poder

procesar sus sustratos naturales,
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Los estudios microbiologicos en sistemas de tratamiento de aguas han tendido a enfatizar la
comunidad heterotrofica cultivable, con base en métodos de aislamiento y técnicas de cultivo que
pueden cxcluir a gran parte de los microorganismos autoctonos, debido a la intrinseca naturaleza
selectiva de medios y condiciones de cultivo empleadas. Un enfoque de estudio basado en la
comunidad total proveeria datos mas precisos, con sustento en la ecologia y estructura de las
bacterias heterdtrofas y podria coadyuvar a eliminar los errores asociados con los métodos de
cultivo tradicionales (Victorio er al. 1996). Entre los métodos en que se basa en esta estrategia, se
encuentran los que cuantifican directamente las actividades enzimaticas, ya sea en muestras de
aguas residuales y/o lodos activados (Boczar e al. 1992; Nybroe ef al. 1992). Por ejemplo, los
cambios en la composicion de la comunidad microbiana y/o en su actividad debida a factores
como la temperatura, la fuerza ionica y la composicién del efluente en sistemas de tratamiento
puede pasar inadvertida y alterar la operacion normal de dichos sistemas, razén por la cual se ha

estudiado la factibilidad de monitorearse mediante métodos enzimaticos (Victorio er al. 1996).

Uno de los sistemas que permiten la deteccion semi-cuantitativa de la actividad de enzimas
hidroliticas es el API Zym (BioMerieux). A continuacién s¢ presenta la descripcion de las

actividades enzimaticas permite detectar.

Fosfatasas y fosfohidrolasas
Todas las formas de fosfatos poliméricos se hidrolizan a ortofosfatos en el agua. La velocidad de

hidrélisis depende de varios factores incluyendo el pH (Manahan, 1998).

<* Fosfatasa scida (PAC): Es un grupo heterogéneo e inespecifo de fosfatasas que pertenecen a
la clase de las hidrolasas, con pH o6ptimo de 4.5 a 7.0 y catalizan la hidrolisis de varios
monoésteres fostoricos para producir el alcohol correspondiente y un fosfato inorganico.

= Fosfatasa alcalina (PAL): Catalizan Ia hidrolisis de varios monoésteres fosforicos para
producir el alcohol correspondiente y un fosfato inorgénico. Es un grupo heterogéneo e
inespecifo de fosfatasas que pertenccen a la clase de las hidrolasas, con pH optimo de 9.0 a
10.5.
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% Naftol AS-Bl-fosfohidrolasa (NAFPH): Las fosfohidrolasas catalizan reacciones de
hidrélisis (transferencia de grupos funcionales fosfato al agua), formando los enlaces que

conectan subunidades monomeéricas a las macromoléculas.

Esterasas y lipasas
» Esterasa (EST): Cataliza la hidrolisis enzimatica del acido butirico (C4)
% Lipasa-esterasa (LEST): Cataliza la hidrolisis enzimatica del acido caprilico (C6)

* Lipasa (LIP): Cataliza la hidrélisis enzimatica del actdo miristico (C] 4)

o~~~ COOH Acido butirico

o~ COOH Acido caprilico

NS COOH  Acido miristico

Aminopeptidasas

Las arilamidasas catalizan Ia ruptura del enlace peptidico formado entre el grupo amino del
sustituyente arilo del sustrato (naftilamina) y el grupo carboxilo del aminoécido correspondiente.
< Leucina arilamidasa (LeuA): El catabolismo de la leucina produce acetil-CoA y/o

acetoacetil CoA; este Gltimo se convierte en acetil-CoA que entra al ciclo de Krebs. Algunos

de 108 pasos finales de su ruta degradativa son semejantes a pasos del catabolismo de acidos
grasos.
MAESTRIA EN CIENCIAS BIOQUIMICAS 29




BIODEGRADAC!()N AEROBIA DE INHIBIDORES ANTECEDENTES
DE HIDRATACION DE ARCILLAS

M

-
0.0

Valina arilamidasa (ValA): El catabolismo de la valina comienza por una reaccion de
transaminacion y descarboxilacion, le siguen uma serie de reacciones de oxidacion que
convierten los cuatro carbonos restantes en metitmalonil-CoA, que se transforma en succinil-
CoA, intermediario del ciclo de Krebs. Algunas partes de esta ruta de degradacion, guardan
estrecha relacion con diversos pasos de la degradacion de acidos grasos.

Cistina arilamidasa (CysA): La cistina es un aminoacido dimérico que une covalentemente
mediante un puente disu!furo a dos moléculas de cisteina oxidadas. La cisteina es el principal
aminoacido de la queratina. Varias bacterias del género Bacillus, Steptomyces, asi como

hongos saproéfitos y dermatéofilos poseen esta actividad hidrolitica (Bockle y Miiller, 1997).

£

HN coo + _ NH 0=—==C
3 HN 00 l |
H (IZH2 § —S——CH; TH
Leucma Valina MN*'C =0 HN"HHH
Puente disulfirro
(Cistina)

Proteasas

Tripsina (TRIP): Cataliza la hidrélisis de enlaces peptidicos en los que el grupo carboxilo es
proporcionado por un residuo de lisina o arginina. Posteriormente, el esqueleto
hidrocarbonado de arginina entra al ciclo de Krebs via a-cetoglutarato, mientras que el
esqueleto hidrocarbonado de lisina produce acetil-CoA y/o acetoacetil CoA; este ultimo se
convierte en acetil-CoA que entra al ciclo de Krebs. Algunos de los pasos finales de su ruta

degradativa son semejantes a los del catabolismo de acidos grasos.

+ —
HN 00
13; _ 3
H 0
1 CO
NH
L,
C ———
+NH 3 , N H2
NH,
Lisina Argihina
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< aQuimotripsina (2 Quim): Cataliza la hidrélisis de enlaces peptidicos en los que el grupo
carboxilo es proporcionado por fenilalanina, triptofano o tirosina. Posteriormente, los
esqueletos hidrocarbonados correspondientes producen acetil-CoA y/o acetoacetil CoA; este

ultimo se convierte en acetil-CoA que entra al ciclo de Krebs,

Q0 00 coo”
+ HO +
NH +
N
H
Triptofano Fenilalanina Tirosma

Glucosil hidrolasas

% o-galactosidasa (aGal): Cataliza la hidrolisis los residuos de galactosa unidos mediante
enlaces «-1,6 en oligosacaridos como la melibiosa (galactosa-at-1,6-glucosa), rafinosa
(galactosa-o-1,6-sucrosa) y algunas galactomananas poliméricas. Algunas a-galactostdasas
catalizan transgalactosidaciones, especialmente a altas concentraciones de sustrato. Esta

enzima ha sido aislada de gran variedad de eucariotes y bacterias.

CHOH
2
CH}OH
— H
H y
H CH:PH
OH H

Rafinose H OH
Gal-a~1 6-sucrosa

% B-galactosidasa (BGal): Cataliza la hidrolisis del enlace B-1,4 de la lactosa en glucosa y
galactosa. Ha sido encontrada en numerosos microorganismos, incluyendo bacterias gram
e V. F_.. |
LEue, PSS QUOIURICIIC e y
Neisseriaceae, varias bacterias gram positivas, hongos, levaduras y protozoarios. Existen
vartas técnicas para la deteccion de coliformes y E.coli como indicadores de contaminacién

de aguas basadas en la deteccion de la B-galactosidasa (Tryland y Fiksdal, 1998).
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Lactosa Gal(B1 —» 4)Glc

% a-glucosidasa (aGlc): Cataliza la hidrolisis de enlaces a-glucosidicos (por ejemplo, en la
amilosa para obtener unidades de D-glucosa). L.a amilosa es el componente no ramificado del
almidon y consiste en una serie de residuos de glucosa unidos por un enlace «-1,4. También
puede actuar sobre los enlaces internos «-1,6 del dextrano (polisacarido de reserva de las

levaduras y bacterias que contiene iinicamente residuos de glucosa).

Almidén

CHé)H CI-&OH
H
0 \H
Extremo —0 W OH Extremo
no reductor o H reductor
H oH OH

Amilosa  Glc{a1—+4)Glc
*** B-glucosidasa (BGlc): Es una enzima ampliamente difundida entre las bacterias, hongos y
algunos protozoarios y cataliza la hidrolisis enzimatica de enlaces B-glucosidicos (por
ejemplo, en la celulosa para obtener unidades de D-glucosa). La celulosa es un polimero no
ramificado de unidades de glucosa unidas por enlaces B-1,4, lo que permite la formacion de

cadenas muy largas.

CHOH

Celulosa Gic (Bt —4) Glc
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“* N-acetil-B-glucosaminasa (GlcNAc): La N-acetil-B-glucosamina es un derivado de
glucosamina, donde el grupo amino se encuentra condensado con acido acético. Forma parte
de muchos polimeros estructurales, entre los que se incluyen los de la pared celular
bacteriana, donde los aziicares N-acetil muramico y N~acetil. glucosamina estan unidos por
enlaces $-1,4, formando polimeros adyacentes y entrecruzados mediante péptidos cortos,
cuya estructura depende de la especie bacteriana. Por lo tanto, la N-acetil-B-glucosaminasa

puede actuar para hidrolizar en enlace glucosidico.

CHOH

CHOH 2

2 o]
0 H
H
o] H O
H
—o0 o AL
OR
OH H
H

H H

H

H
J=o l
L H
H
3
GleNAc MurNac
< o-manosidasa (aMan): .a manosa es una hexosa que constituye parte de la estructura de las
glicoproteinas. Los oligosacaridos con uniones N-glicosidicas contienen un niicleo comuin,
formado por tres manosas y dos N-acetilglucosaminas. Los aziicares restantes se unen a este
nucleo comin de maneras muy diferentes (a través de enlaces entre manosas a-1,2; 1,3 0 1,6,

sobre los que podria actuar la a-manosidasa); lo que origina la amplia variedad estructural de

las glicoproteinas.

Man Man Man
CHOH al2 [ al.2 |u1.2

I
Man Man Man
H H A2 | N Sas
H Man Man
OH HQ /| o I Man~%1 6
HON 1 , B1.4
’ GlcNAe
H H , p1.4
-D-Manosa Glci\lAc
—Asn—

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOQUIMICAS 33




BIODEGRADACION AEROBIA DE INHIBIDORES ANTECEDENTES

DE HIDRATACION DE ARCILLAS

< a-fucosidasa («Fuc): La fucosa es un desoxiaziicar derivado de la manosa y también
constituye parte de la estructura de las glicoproteinas. En este modelo complejo se unen al
nicleo de N-acetilglucosamina, gaiactosa, acido silico y L-fucosa, misma que se une a

nucleo mediante enlaces a-1,6 y que hidroliza la a-fucosidasa.

Sia Sia
u2.3' la2.3
u Gal Gal
B1.4 pl1.4
GlcNAc IcNAc
[51,2' l p1.2
Man Man

wl 3
H GIcNAC—>Man™ o 1.6

[1,4 l‘“'“

GicNAc
B1.4
B-L-Fucosa ’/’\ ul6 l

Fuc—aGileNAC

|

—Asn——

La respirometria es una técnica amplhamente difundida en el estudio de los procesos de
brodegradacion aerobia. Debido a su importancia para el entendimiento del presente trabajo, se

hace necesaria su descripcion.

2.6. Fundamento teérico de la respirometria

El oxigeno molecular consumido por los microorganismos aerobios, durante las pruebas de
biodegradabilidad se define como demanda bioquimica de oxigeno (DBO). De acuerdo con ello,
la velocidad maxima de consumo de oxigeno, es una medida directa de la actividad metabdlica y

constituye una medida indirecta de la cantidad de materia organica biodegradada (APHA, 1998).

El método conocido como respirometria electrolitica consiste en determinar el consumo de

oxigeno, mediante la cuantificacion de la cantidad de oxigeno producido electroquimicamente
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que se requiere para mantener el volumen de gas constante dentro del matraz del respirometro o
compensar las variaciones en el volumen y/o presion (o la combinacién de ambos) lo cual es
registrado por el respirometro (Kilroy y Gray, 1995: Madsen, 1996). El dioxido de carbono,
producto del metabolismo microbiano, es absorbido en hidroxido de potasio, cal sodada u otra
sustancia similar. La cantidad de oxigeno consumida por la poblacion microbiana, durante la
blodegradacion del compuesto debe ser corregida con el consumo de un blanco de inéculo
corrido paralelamente. El resultado es expresado como mg de oxigeno requerido para oxidar la
sustancia, mg de oxigeno requenido/mg de compuesto de prueba, o bien, mg oxigeno requerido/L

de compuesto de prueba (OECD, 1992a).

El proceso que se registra en un respirometro involucra una transferencia de oxigeno del aire a la
fase liquida y por medio de reacciones bioquimicas se consume dicho oxigeno en la fase liquida. 3
Cuando la resistencia a la trasferencia de oxigeno es mayor que la reaccion biogquimica, el

consumo de oxigeno es funcién del proceso de transferencia de masa (Li y Zhang, 1996).
Young (1996) destaca las ventajas inherentes al uso de respirometros;

** La muestra no requiere dilucion, por lo que las caracteristicas de consumo de oxigeno son
medidas en su estado natural

** Permite el uso de grandes volimenes de muestra

% Sila muestra se encuentra en agitacion constante se promueve el contacto uniforme entre la
materia organica, el sustrato v el oxi geno disuelto

** No se requiere el empleo de métodos titulométricos para la cuantificar la concentracion del
oxigeno disuelto

** Puede ser conectado a un graficador que permite la construccion de las curvas de consumo de

oxigeno

Algunos autores han propuesto el uso de la respirometria como un método alternativo para la

cuantificar la demanda bioquimica de oxigeno. De igual manera esta técnica ha encontrado
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amplias aplicacion en el estudio de los procesos de biodegradacion aerobia, como los que a

continuacion se enumeran:

“ Grady et al. (1989) y Ellis ef al. (1996) determinaron parametros cinéticos de crecimiento de
biomasa y consumo de sustrato con relacion al tipo y concentracion de sustrato, efecto de la
dilucion, temperatura y la presencia de sustancias toxicas o inhibitorias.

** Bouchez et al. (1995 y 1997) estudiaron la cinética de degradacion de 5 hidrocarburos
policiclicos aromaticos por medio de la determinacién continua de consumo de oxigeno
empleando un respirémetro electrolitico.

* Lee y Soo (1995) emplearon técnicas respirométricas para caracterizar compuestos
ampliamente utilizados en la industria quimica y farmacéutica, asi como varios tipos de aguas

residuales.

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

empleada para la consecusion de los mismos.
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CAPITULO 3. OBJETIVOS Y ESTRATEGIA DE TRABAJO

3.1. Objetivo general

Establecer la relevancia del uso de parametros fisicoquimicos y microbioldgicos para la
comprension de los resultados obtenidos de la aplicacion de las pruebas de biodegradabilidad

aerobia rapida para inhibidores de hidratacion de arcillas.

3.2. Objetivos especificos

*+ Identificar el efecto del origen de la fuente de indculo sobre los resultados de las pruebas de
biodegradabilidad con dos tipos de inhibidores de hidratacion de arcillas, empleando una

relacion So/Xo controlada.

** Determinar la relevancia del seguimiento de: carbono organico disuelto, pH, amoniaco,
nitritos, nitratos, ortofosfatos, solidos totales y la cuenta total de bacterias heterdtrofas para el

analisis del proceso de biodegradacion de los dos inhibidores de hidratacion de arcillas.

*¢ Caracterizar la actividad enzimatica de las tres fuentes de inoculo a lo largo de las pruebas de

biodegradabilidad realizadas.
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3.3. Estrategia de trabajo

Con base en informacion bibliografica, se seleccionaron cinco IHA para realizar una etapa
experimental previa, la que permitié la seleccion final de dos de ellos: IHAG (base glicol) e
IHAK (base amina), tomando como criterios generales la extension de uso en México, el impacto
ambiental y la disponibilidad de un solo lote para todo el desarrollo experimental. Como criterios
particulares se opté por considerar diferentes grados de toxicidad aparente y potencial de ser

biodegradados.

En cuanto a las PBAR se detectd que los factores dificiles de controlar son el origen,
composicion y densidad celular del in6culo, dependiendo de estas caracteristicas, los porcentajes
de biodegradacion se modifican. Por este motivo, el trabajo estuvo enfocado a estudiar el efecto
de tres diferentes fuentes de indculo sobre la biodegradabilidad de [HA, ejerciendo control sobre
la densidad celular inicial del inoculo y por ende, la relacion So/Xo. La seleccion de dichas
fuentes se realizé de conformidad con las recomendaciones de la OECD en cuanto a posibles
origenes, partiendo del supuesto de que no han estado en contacto con los IHA. Dos inoculos se
obtuvieron de tanques de aireacion de plantas de tratamiento de aguas ttpo lodos activados, una
ubicada en Ciudad Universitaria (IPCU) y otra en el Cerro de la Estrella (IPCE). El tercer in6culo
fue preparado a partir del sobrenadante de tierra de jardin (ISTJ). En los tres casos es
ampliamente reconocida la riqueza en cuanto a diversidad metabélica y composicion de este tipo

de indculos.

Se llevaron a cabo ensayos comparativos preliminares entre las pruebas de biodegradabilidad
aerobia rapida en la modalidad OECD 301-A (empleando botellas de flujo semiabierto) y OECD
301-F (utilizando un respirémetro automatico), con uno de los IHA seleccionados. Estos ensayos
se realizaron a efecto de encontrar si existia diferencia significativa entre los valores arrojados
por ambas pruebas, para su posterior aplicacion a lo largo de toda la etapa experimenta! o ia

evaluacion de la biodegradabilidad de los 2 THA seleccionados.
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Para el montaje de las PBAR propiamente dichas se recurrio al método denominado ‘‘Ready
biodegradability.  301-F  Manomerric Respirometry  Test” (OECD, 1992c); debido
fundamentalmente a la disponibilidad dei equipo adecuado y su utilidad previamente demostrada
para la realizacion de evaluaciones similares (Ambriz-Rivas, 1998 a y b; Armendariz ef al. 1998).
En total, se realizaron dieciocho corridas experimentales empleando un respirémetro automatico
VOITH-Sapromat B-12; nueve corridas correspondieron al IHAK y nueve al IHAG, utilizando
las 3 diferentes fuentes de indculo. A fin de obtener resultados comparables, se determind partir
de una dilucion del IHA en medio mineral con concentracion cercana a 100 mg COD/L y una
cuenta total de bacterias heterdtrofas del orden de 10° UFC/L. El control de estas dos variables da
como resultado una relacion So/Xo del orden de 107 mg CODUFC™"'. Las muestras fueron
preparadas simultineamente y bajos las mismas condiciones ambientales, para reducir al maximo

resultados erroneos por variables externas al proceso de biodegradacién estudiado.

Se establecieron 5 tiempos de muestreo para las 6 series de PBAR. A este respecto, es importante
destacar la utilidad de las curvas de consumo de oxigeno para reconocer los puntos de muestreo,
ya que de acuerdo con su comportamiento (aumento en el consumo, comienzo de la estabilidad
en el consumo y falta de consumo de oxigeno) se decidio en qué momento tomar las muestras.
Las muestras con IHA y un control de inoculo fueron evaluadas con objeto de cuantificar el
porcentaje de remocion de materia organica alcanzado, lo cual se realizo mediante el analisis de
la concentracion de carbono organico disuelto (COD). Adicionalmente, con objeto de obtener
datos que permitieran profundizar en el analisis del proceso de biodegradacion, fueron incluidas
las determinaciones de pH; amoniaco, nitritos, nitratos; ortofosfatos: sélidos totales en sus tres
modalidades, consumo de oxigeno, cuenta total de heterétrofos y perfiles de actividad enzimatica.
Los parametros considerados estuvieron en funcién de los ciclos biogeoquimicos mas
importantes para el reciclaje de elementos esenciales para la vida y contaminantes: ciclo del
carbono, del nitrogeno y del fosforo; cabe recordar que la mineralizacion de sustancias organicas
a dioxido de carbono, agua, fosfatos v nitrégene (de amoniaco) es uno de los principales

requerimientos para mantener el equilibrio biologico en la naturaleza (Pitter, 1976).
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Para realizar el analisis y discusion de resultados se consideraron tres commdas con duracion de 7
dias (IHAK) y 14 dias (IHAG), como prueba triplicada para cada fuente de indculo (IPCU, IPCE
e ISTJ). Este trabajo de investigacion correspondié a un disefio factorial con 2 factores: el [HA
empleado como fuente de carbono y el origen de la fuente de indculo, a 2 y 3 niveles
respectivamente. Las variables respuesta fueron los valores de pH, los indices de actividad
enzimatica y las concentraciones de los parametros fisicoquimicos y microbiolégicos medidos en

los diferentes tiempos.

REVISION BIBLIOGRAFICA DE:
< IHA
% Pruebas de biodegradabilidad aerobia rapida OECD 301
< Inéculos microbianos

L

ETAPA EXPERIMENTAL PREVIA
% Scleccion de 2 THA
% Pruebas de biodegradabilidad preliminares

<+ Evaluar 1 matraz con IHA y un control

ETAPA EXPERIMENTAL . - .
: de inéculo en ticmpos pre-cstablecidos
Prueba OECD 301-F con 3 diferentes fuentes a través de las as de consumo do

de indculo o oxigeno
% Tanque de aircacién de plantas de m] % Determinar:

tralamiento de aguas (IPCU ¢ IPCE) COD. pH . .
. ] N . pH, solidos totales, amoniaco,
% Sobre tc de ticrra de jardin (ISTJ) nitratos, nitritos, ortofosfalos, cuenta de

bacterias heterédtrofas totales y perfiles de

@ actividad cnzimatica

< Analisis estadistico de los resultados
< Discusién y conclusiones acerca de:
v" La utilidad de pardmetros monitoreados para el seguimiento
del proceso de biodegradacidn aerobia de los THA
v" Elefecto del origen de la fuente de indeulo

Figura 1. Esquema de la estrategia de trabajo

En el siguiente capitulo se presenta la descripcion pormenorizada de los materiales Yy métodos
empleados para la evaluacion de la biodegradabilidad aerobia rapida de los 2 IHA seleccionados

como modelo de estudio.
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CAPITULO 4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Estudios para la seleccion de los IHA y pruebas de biodegradabilidad

preliminares

4.1.1 Estudios para la seleccion de los IHA

La adquisicion de muestras v la seleccién del tipo de IHA con los que se trabajo a lo largo del
proyecto, se sujeto a la disponiblidad de informacion técnica basica sobre éstos (incluidos sus
componentes y dosificaciones), asi como a la corroboracion de que dicho producto fuera de
amplia utilizacion por parte de PEMEX Exploracion y Produccion. Se realizo la preseleccion de
un grupo de IHA (tabla 5), de los cuales se seleccionaran dos para las evaluaciones de
biodegradabilidad. La muestras del IHA se obtuvieron de un mismo lote de produccion para
realizar los diferentes estudios programados. Ello a efecto de minimizar variaciones por causa de

la materia prima empleada y/o de posibles diferencias en el proceso de produccion.

Tabla 5. Relacion de los IHA preseleccionados

Producto Tipo
HAC Polimero anfotero de bajo peso
molecular (aldehido) soluble
IHAG Glicol polialguenilico.
IHAF Salmuera
Polipropilenglicol de peso molecular

THAI medio, caracteristicas anfotéricas v baja
densidad de carga

IHAK Amina modificada

Para la determinacion de DQO se partié de una dilucion 1:250 en agua destilada para THAK,
IHAC e IHAF y 1:500 para IHAG ¢ IHAIL Todos los anilisis se realizaron por triplicado. La
DBOs se realizé empleando un respirémetro automatico VOITH-Sapromat B-12. El indculo fue
preparado a partir de una mezcla de agua residual doméstica proveniente de un sistema de
tratamiento constituido por humedales artificiales que se encuentra en los Viveros de Coyoacan

(Cauce del Rio Magdalena, Ciudad de Mexico) y del tanque de aireacion de la planta de
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tratamiento de Ciudad Universitaria, con ¢! fin de garantizar una diversidad microbiana adecuada
y agua de la llave para diluir. La mezcla anterior se mantuvo en un matraz sellado, a temperatura
ambiente, con aireacién proporcionada por una bomba y agitacion a velocidad baja, durante 5
dias. El indculo fue filtrado a través papel Whatman No. 1 para eliminar particulas gruesas en
suspension. Cada matraz de reaccion se conformo con 25 mL de indculo microbiano, 15 mL del
[HA (6% del volumen total, esta concentracian se encuentra dentro del intervalo marcado en la
literatura como el adecuado para el empleo de IHA en la formulacion de los fluidos de
perforacién) y el volumen restante para 250 mL fue completado con MM. Las muestras se

corrieron por duplicado.

Para determinar la tolerancia microbiana aparente a los IHA preseleccionados, se realizaron dos
tipos de pruebas. Una prueba de contacto instantaneo empleando diluciones del THA e inéculo
similar al utilizado en las pruebas de DBOs. Las preparaciones se observaron al microscopio
optico (40X) y se anoto el efecto que tuvo el THA sobre los microorganismos, fundamentalmente
inhibir el movimiento de los ciliados. La segunda prueba, consistié en poner en contacto 3 mL
del mismo inéculo con 1 mL de cada dilucion del THA y dejarlos a temperatura ambiente durante
24 horas. Estas soluciones se observaron al microscopio Optico (40X) para detectar la movilidad

de los ciliados.

Para constatar la viabilidad de los agregados bacterianos observados en las soluciones
procedentes de la prueba de contacto a 24 h, se sembraron muestras en agar nutritivo procedentes
del IHA concentrado y de las diluciones 1:1000, 1:250 y 1:10 con los 5 IHA estudiados. Las
placas se incubaron a 35°C durante 24 h. A efecto de verificar que existen bacterias que pueden
degradar los THA, se prepard un medio para probar que lo utilizan como fuente de carbono, éste
se compone de: agar bacteriologico: 10 g/L.; NH,CI: 1.0 8/L; MgSO4 7TH,0: 0.5 g/L; FeCl,.6H,0:
0.05 g/L; CaCl;:0.5 mg/L; solucion amortiguadora de fosfato de sodio/potasio 0.33 M, pH 6.8
(KH2PO4/Na;HPO4): 10 ml. y 10 mL de una dilucién 1:10 de la fuente de carbono elegida (Atlas,
1993a). Se inocularon cajas con algunas de las colonias que se desarrollaron en agar nutritivo y se

incubaron a 35 °C hasta que fue posible observar el desarrollo de colonias a simple vista.
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4.1.2. Pruebas de biodegradabilidad aerobia preliminares

Se realizaron PBAR siguiendo los procedimientos propuestos por la OECD 301-A y OECD 301-
F (OECD, 1992b y c). Para las pruebas QECD 301-A, el MM se preparo de acuerdo a la
composicion descrita en la siguiente seccion Y s€ mantuvo en aireacion durante un minimo de 24
horas para asegurar que contara con la mayor concentracion de oxigeno disuelto posible al
momento de preparar las soluciones de prueba. La composicion de las soluciones de prueba se
describe en la tabla 6. La concentracién final de materia organica medida como COD fue de 120
mg/L. aproximadamente. El pH inicial de las soluciones fue de 7.2 umdades. El indculo fue
preparado a partir de una mezcla de agua residual proveniente del Rio Magdalena, y tierra de
jardin de casa habitacion. La fase de aclimatacion y su preparacion fueron similares a los

descritos para el indculo empleado en las determinaciones de DBOs.

Tabla 6. Composicién de las soluciones preparadas para las PBAR OECD 301-A

Nimero de Solucion Composicion
botellas
4 Control de inéculo inéculo + MM
4 Sustancia de prucha inéculo + dilucién IHAK + MM

Las PBAR OECD 301-A se realizaron empleando botellas Winkler y una incubadora orbital, bajo
condiciones de temperatura (23°C) y agitacion controladas (300 rpm) en ausencia de luz. En este
€aso, no existié un aporte de oxigeno continuo 2 lo largo del experimento. A cada botella Winkler
se le adicioné 300 mL de la dilucion pre-inoculada, Después de que fueron cerradas y colocadas
en la incubadora, se proyectd sacar en tiempos pre-establecidos una botella con THAK (0, 7. 14,
21 y 28 dias) y una control de inéculo, con objeto de determinar la concentracién de COD y
calcular el porcentaje de remocion de materia organica disuelta. Para la aplicacion de la prueba

preliminar OECD 301-F se siguieron los procedimientos de preparacion de soluciones y montaje

También se incluyo el monitoreo de los parametros fisicoquimicos y microbiologicos, a efecto de
implementar todas las metodologias propuestas para el seguimiento del proceso de

biodegradacion de los THA seleccionados.
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4.2. Pruebas de biodegradabilidad aerobia rapida OECD 301-F

4.2.1. Preparacion del medio mineral, soluciones de prueba e inéculo microbiano

El' medio mineral (MM) se prepar6 con la siguiente composicion: KH,PQ, 85 mg/L, K;HPO,
217.5 mg/L, Na;HPO42H,0, 33.40 mg/L, NH,Cl 5 mg/L, CaCl, 27.5 mg/L, MgS047H,0 22.5
mg/L y FeCly 6H,O 0.25 mg/l.. Cada IHA se diluyd 1:10 con MM y a partir de éste se
prepararon las soluciones de prueba. La composicion de cada solucion se describe en la tabla 7.
Se utilizo una solucion de acetato de sodio trihidratado (2000 mg COD/L) como sustancia de
referencia para el control de procedimiento. Las muestras se prepararon simultaneamente y bajo
las mismas condiciones ambientales, asi como con el mismo indculo, para tratar de reducir al

maximo resultados erroneos por variables externas al proceso de biodegradacion estudiado.

Tabla 7. Composicién de las soluciones preparadas para las PBAR

Matraces Solucidn Pm‘;;a; con Composicidn
4 Cf’r:‘o‘;‘l’,'lfe H&ﬁ? 125 mL indculo + 1125 mL MM
THAK 125 mL inéculo + 7 mL [HAK 1:10 +
4 Sustancia de 1118 mL MM
prucbha HAG 125 mL indculo + 1.8 mL IHAG 1:10 +
1123.2 mL MM
1 Control de IHAK ¢ 15 mL CH;COONa3H-Q + 30 mL indculo
procedimiento THAG + 255 mL MM
THAK 15 mL CH,COONa3H,O + 30 mL indculo
1 Controt de +1.7mL IHAK 1:10 + 2533 mL MM
toxicidad HAG 15 ml CH;COONa 3H,0 + 30 mL indculo
+ 0.4 mL IHAG 1:10 + 254 6 mL MM
[HAK 30 mL indculo + 1.7 mL [HAK 1:10 +
) Control de 268 mL. MM + 0.3 mL HgCl,
adsorcion HAG 30 mL in6culo + 0.4 mL IHAG 1:i0 +
269.3 mL MM + 0.3 mL HgCl,
Control de IHAK 1.7mL IHAK 1:10 + 298 mL MM + 03
1 degradacion ml HgCl,
abidtica HAG 0.4 mL I[HAG 110+ 2993 mL MM + 03
mL HgCl2

En la tabla 8 se presenta un resumen de las principales caracteristicas de las tres fuentes de

inéculo empleadas. El criterio tomado para su seleccion fue el siguiente:
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* Los IPCU e IPCE se obtuvieron de tanques de aireacion de plantas de tratamiento de aguas, lo
qué permite inferir que cuentan con alta actividad microbiana. Las aguas tratadas se pueden
clasificar como mixtas, debido a que reciben descargas de tipo doméstico mezcladas con
productos quimicos. En este sentido, podria pensarse en cierta preaclimatacion de los
microorganismos a compuestos xenobioticos de caracteristicas similares. Sin embargo, de
acuerdo con los criterios establecidos por ia OECD, el uso de este tipo de inoculos para las

PBAR es ¢l recomendado.

“* A fin de contar con un indculo adicional de valoracion, se incluyo el ISTJ elaborado con
tierra de jardin de una casa habitacién, el cual se infiere no habia estado en contacto con la
cantidad de compuestos quimicos con los que eventualmente si han estado en contacto los

otros dos inoculos.

Tabla 8. Relacion de las tres fuentes de inéculo empleadas para los estudios de

biodegradabilidad
Clave Origen Tratamiento
Tanque de aireacién de la | Obtener la muestra 24 horas antes de su uso. 500 mL del agua
planta de tratamiento de residual en un matraz Erlenmeyer cerrado, a temperatura
IPCU aguas de Cindad ambiente, aireacién constante por medio de una bomba de
Universitaria. Coyoacén. acuario. Antes de ser empleado centrifugar a 500 rpm por 5
Meéxico D.F minutos

Tanque de aireacion de ta | Refrigeracion a 4°C hasta 24 horas antes de su uso. 500 mL del
planta de tratamiento de | agua residual en un matraz Erlenmeyer cerrado, a temperatura

IPCE aguas de Cerro de la ambiente, aircacion constante por medio de una bomba de
Estrella. [ztapalapa. acuario. Dejar sedimentar de 10 a 15 minuios antes de ser
México D.F empleado

Preparar 24 horas antes de su uso. 30 g de suelo + 600 mL de
Tierra de jardin de una | MM en un matraz Erlenmeyer cerrado, a temperatura ambiente,

IST) casa habitacion. aircacion constante por medio de una bomba de acuario.
Coyoacan, México D.F Filtracién a través de papel Whatman No. 1 antes de ser
emplcado

Los PBAR OECD 301-F se realizaron en un respirometro electrolitico VOITH-Sapromat B-12

(figura 2), que consiste en un bafio de agua con temperatura y agitacién controlada (compuesto
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por 12 unidades de reaccion, cada una conectada a la unidad de registro), la unidad que controla
la temperatura del bafio de agua y la unidad de registro digital que transfiere los datos de
consumo de oxigeno a una computadora para la construccién de las graficas correspondientes.
Cada unidad de reaccion se compone de un matraz de reaccion de 500 mL (donde se adicionan
250 mL de la muestra a evaluar) que incluye un contenedor donde se adiciona cal sodada para
adsorber el didxido de carbono producto de la actividad metabolica microbiana; la umdad de
generacion de oxigeno (un electrodo de platino y una solucion acida de CuSQ.) y un indicador de
presion. Los tres componentes anteriores estan interconectados con mangueras formando un
sistema cerrado por lo tanto, las fluctuaciones de presion barométrica no afectan los resultados.
La agitacion vigorosa que provee un agitador magnético en cada matraz de reaccion, asegura que

tanto el intercambio de gases (0, y CO;) como el contacto MICroorganismos — sustrato sean los

It

adecuados.

Computadora Unidad de Matraz Matraz Indicador
control de generador de de
reaccion oxigeno presion

Figura 2. Esquema de los componentes basicos del respirémetro VOITH-Sapromat B-12
(Manual del respirémetro, 1996)

Tanto la generacion electrolitica de oxigeno como su cuantificacion y la recoleciéon de los
resultados es registrada por el indicador de presion. La relacion de gases en los matraces de
reaccion se mantiene constante por medio de un circuito de retroalimentacion. Cuando la

actividad respiratoria microbiana consume el oxigeno del matraz de reaccion la presion del
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sistema baja levemente, en ese momento el nivel de H,S0,4 at 0.05% del indicador de presion se
eleva y entra en contacto con el electrodo de platino, accion de cierra el circuito y permite que se
genere oxigeno en la celda electrolitica. La cantidad de oxigeno suministrada a la muestra se
registra directamente en mg/L. La unidad de registro esta conectadgi a una computadora que
guarda los datos de cada unidad de reaccion cada 15 minutos o de acuerdo con el intervalo

especificado (Kilroy y Gray, 1995; Madsen, 1996, Govind ef al. 1997).

Para el uso de este equipo, se siguio el procedimiento descrito en el manual para la operacion del
equipo VOITH-Sapromat B-12. A cada matraz de reaccion se le adicionan 250 mL de las
soluciones descritas en la tabla 7. El consumo de oxigeno fue monitoreado diariamente, de
acuerdo con las curvas de consumo generadas, se establecieron 4 tiempos de muestreo,
toméndose un matraz de control de indculo y un matraz con IHA para realizar la evaluacion

fisicoquimica y microbiolégica correspondiente.

4.2.3. Aniilisis fisiocoquimico y microbiolégico de las muestras

Inmediatamente después de retirar los matraces del respirometro, se procedid a eliminar la
biomasa suspendida por medio de filtracion a través de membranas de acetato de celulosa (Nalge,
Co) de 0.45 um. Se reservo una cantidad sin filtrar para las pruebas de solidos totales y la cuenta
de bacterias heterotrofas totales mientras que con las muestras filtradas se realizaron las
determinaciones de pH, N-NH; N-NO;, N-NO;3" y P-PO,>. Para determinar la concentracion de
COD, se acidifico la muestra previamente filtrada con una gota de H;PO, 1:1 y se conservo en
refrigeracion hasta el momento del anélisis en un analizador de carbono organico total Shimadzu
T-5050. En la tabla 9 se encuentra la relacion de los métodos empleados para realizar los analisis

fisicoquimicos (APHA, 1998).

Para [a cuenta de bacterias heterotrofas totales se utilizé el método APHA 9215 “Recuento de
bacterias heterotrofas en placa”. La siembra se realizod por duplicado con el método de extension

superficial (Schade y Lemmer, 1994; Armendariz et ai. 1998) en medio NWRI compuesto de:
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peptona 3g/L, caseina soluble 0.5 g/L., K;HPO, 0.2 g/L, MgS04.7H,0 0.05 g/L, FeCl; 0.001 g/L.
y agar 15 g/I.. Las cajas fueron incubadas a 37°C por 24 y 48 horas.

Tabla 9. Relacion de los pardmetros fisicoquimicos considerados (APHA, 1998)

Métado Caracteristicas

H Potenciometria
P {potenciémetro Orion 720 A)
Método de reflujo cerrado y cuantificacion

Demanda quimica de oxigeno

DQO de 1a oxidacidn del dicromato por
( ) espectrofotometria A= 600 nm
Porcentaje de carbono; Analizador elemental EA 1110 CHNS-O
nitrégeno ¢ hidrogeno Carlo Erba Instrumenis
2>40ByE Gravimetria

Sdlidos totales
(STT** STVy STF)

Método de Nessler. A= 410 nm

4500-NH,-C Sensibilidad: 20 pg N-NHJ/L.
Amoniaco (N-NH;) Puede ser empleado ¢n muestras
hasta con 5 mg N-NH,/L
} Método colorimétricoA= 543 nm
4500-NO, -B ; Sensibilidad: Adecuado para
Nitrto (N-NCy) -
5 2 1000 pg N-NO. /L
] Meétodo UV selectivo
N;‘lf;?)'&%g 3 A= 220 nm v 275 nm
’ Sensibilidad: 100 pg N-NO,/L
4500-P-C M¢étodo colorimétrico con acido

vanadomolibdofosforico A= 470 nm

3.
Ortofosfato (P-PO;™) Sensibilidad: 200 pgP/L

** En el caso de la caracterizacién inicial de los [HA se obtuvieron después de 24 h a 105° C, va que la
consistencia de las muestras era oleosa

Finalmente, para obtener el perfil de la actividad enzimatica del indculo microbiano, se decidio
utilizar galerias APl Zym (BioMérieux) que permiten evaluar 19 actividades enzimadticas de
manera semicuantitativa (tabla 10). Para ello la biomasa retenida al filtrar las muestras con IHA
fue resuspendida y la densidad optica fue ajustada al punto 5 de la escala de Mc Farland. Las
galerias fueron incubadas a 37°C durante 4 horas y se siguio el procedimiento establecido por el

fabricante para la obtencion y computo de resultados.
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Tabla 10. Relacién de las actividades enzimaticas (Manual Api Zym, BioMerieux)

No. | Clave Enzima Sustrato pH : .Rcsuitado .
Positivo Negativo
Incoloro o
! Control del color de
la mucstra
2 PAL Fosfatasa alcalina 2-naftil fosfato 8.5 Morado
3 EST Esterasa (C4) 2-naflil butirato 6.5 Morado
4 | LEST Lipasa esterasa {C6) 2-naftil caprilato 7.5 Morado
5 LIP Lipasa (C14) 2-naftil miristato 7.5 Morado
6 LeuA Leucina arilamidasa L-leucil-2-nafiilamida 7.5 Naranja —
7 | valA Valina arilamidasa L-valil-2-naftilamida 7.5 | Naranja g
8 | CisA Cistina arilamidasa L~cistil-2-naftilamida 7.5 | Naranja g
- N-benzoil-DL-arginina- .
9 | TRIP Tripsina 2-naftilami d%: 85 | Naranja §
10 | aQUIM o-Quimotripsina N'gl';‘f‘n‘;lf‘[iﬁl’:r""féz'““a' 7.5 | Naranja g
11 PAC Fosfatasa acida 2-naftil fosfato 5.4 Meorado 3
12 | NAFPH | Naftol AS-Bl-fosfohidrolosa Naftol-AS-BI-fosfalo 5.4 Azul '_-E
13 1 oGal a-galactosidasa ;itfc;gﬁgltgd[)c; 5.4 Morado %i-
14 | BGal [-galactosidasa 2-nafiii-pD-galactopiranésido | 5.4 | Morado
151 BGur f3-glucuronidasa Nafiol-AS-BI-BD-glucurénido | 5.4 Azul
16 | oGl a-glucosidasa 2-naftil-oD-glucopiranéside 5.4 Morado
17 | BGlc -glucosidasa 6-Br-2-nafiil-BD-glucopirandsido | 54 | Morado
I8 | GIcNAC |  N-acelil-$-glucosaminasa | | -naftil-N-acetil-BD-glucosamina | 5.4 Café
19 { aMan a-manosidasa 6-Br-2-naftil-aD-manopiranésido | 5.4 Morado
20 | oFuc a-fucosidasa 2-naftil-al-fucopiranGsido 54 | Morado

4.3. Analisis estadistico

Se aplico analisis de varianza multivariado (ANDEVAMU) para 2 factores: IHA (a dos niveles)
y fuente de indculo (a tres niveles) a las observaciones repetidas en el tiempo con las variables
respuesta: pH, la concentracion de COD, N-NH; N-NO, N-NOjy, P-PO,* STT, STV,STF y la
cuenta de bacterias heterétrofas totales medidos en 5 distintos tiempos. Este mismo analisis se
aplic6 a los perfiles de actividad enzimética medidos en tres diferentes tiempos. Los disefios en
los cuales se quiere probar la existencia del efecto del tratamiento a través de la comparacion de
varias mediciones de la variable respuesta obtenidas en un grupo de sujetos, se llaman

comunmente disefios dentro de sujetos o bien disefios de mediciones repetidas (Maxwell y
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Delaney, 1990). Finalmente, se realizaron comparaciones miltiples a partir de la interaccion
IHA-fuente de indculo-tiempo a fin de destacar en que tiempo se registraron diferencias
significativas en la concentracion del parametro en cuestion, con respecto al [HA y fuente de

indculo empleados.

Para el analisis de los resultados cinéticos de las pruebas y para los perfiles de actividad
enzimatica iniciales, se utilizé analisis de varianza (ANDEVA) para 2 factores: THA (a dos
niveles) y fuente de indculo (a tres niveles) con a=0.05%. Se realizaron las comparaciones
necesarias para estimar el efecto de cada uno de estos factores. El analisis se realizo mediante el

paquete estadistico JMP version 3.1.2.
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CAPITULO 5. RESULTADOS, ANALISIS Y DISCUSION

5.1. Estudios para la seleccion de los IHA

Las muestras procesadas fueron solubles en agua, lo cual es un requisito indispensable, para que
una sustancta pueda ser evaluada con las pruebas de biodegradabilidad aerobia rapida. Al ser
solubles los THA se encuentran en fase acuosa, lo que facilitaria su eventual degradacton por

medio de los microorganismos presentes en el medio.

Tabla 11. Resultados de los anilisis fisicoquimicos efectuados a los THA preseleccionados

Muestra IHAC THAF IHAG THAI IHAK
Aspecto Liquido Liquido Liquide | Liquido dmbar | Liquido
y color * dmbar | transparente claro €Speso azul
S:r:u:gl:::id Completa | Completa Completa Completa Completa
Gravedad .12 1.1 101 Il 1.1
especifica *
pH (unidades) 7.7 10.1 5.5 7 6.5
STT (%) 19.0 76.4 953 97.1 70.7
Cenizas (%) 0.03 51.4 0.9 56.5 1.8
DQO(g/N) | 435+24 | 423+9 [ 1737+117 | 1676 +298 | 451 + 22
DBO;(g/L) 176 117 235 221 201
DBO/DQO 0.40 0.23 0.13 0.13 0.44
COD (g/L) 87 --- 720 --- 284
% C 55 92 76 88 44
% N 20 0.15 10 1 20
% H 17 4 8 5 17

* Datos proporcionados por el fabricante

En la tabla 11 se observan valores de DQO muy altos, lo que significa que los IHA cuentan con
una elevada concentracion de materia organica y/o inorginica que es susceptible de ser oxidada
por el dicromato de potasio. Los resultados promedio presentaron coeficientes de variacion (CV)
del 2% para IHAF; 5% para [HAK e IHAC, 7% para IHAG y de 18% para IHAI. Este ultimo
producto era muy viscoso, dificit de medir y diluir, ademas de presentar muchos sélidos
precipitados, llegandose incluso a formar 2 fases, lo cual dificulté la obtenciéon de una muestra

homogénea.
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Los resultados de DBOs presentaron valores que al emplearse para obtener la relacion
DBOs/DQO y emplearla como una aproximacion a grosso modo de la pertinencia o no de aplicar
métodos de tratamiento de tipo bioldgico, derivaron en 3 tendencias. En primer término, para el
caso de los IHAK e IHAC, la relacion demostrd que son productos biodegradables, mientras que
el producto [HAF es medianamente biodegradable. Finalmente, para los productos IHAG e IHAI
los valores de DBOs fueron bajos en comparacion con los de DQO, lo que ocasiona que se trate
de valores indicativos de baja biodegradabilidad aerobia. De acuerdo con lo anterior, el orden

decreciente de biodegradabilidad seria el siguiente:

IHAK> IHAC > [HAF > [HAG = IHAI

El pH no fue ajustado a valores neutros, sin embargo, en la mayoria de los IHA estuvo dentro del
intervalo aceptable para el crecimiento de las bacterias degradadoras, con excepcion del IHAF
que fue alcalino y el de THAG que fue acido. Dichos valores de pH podrian tener efecto
bacteriostatico o bactericida sobre la comunidad microbiana, dificultando en consecuencia su
biodegradacién. A este respecto es necesario considerar que los [HA sélo son parte de la
formulacion de un fluido de perforacion y que en si, el mismo THA es un sistema compuesto por
varias sustancias. En el caso de la determinacion del porcentaje de solidos totales (STT %) no se
observé la evaporacion total de las muestras. Posiblemente los THA estudiados contienen
sustancias de tipo aceitoso. Los productos denominados IHAF e THAI presentaron mas de un
50% de STF, que podrian corresponder a sales, con base en los datos proporcionados por los

fabricantes en las fichas técnicas correspondientes.

En la tabla 11 se indica que el carbono fue el principal componente de todos los IHA, seguido por
el nitrégeno y el hidrogeno, el porcentaje restante para alcanzar el 100% podria corresponder a
sales inorganicas. Los [HA denominados IHAK e THAC guardaron una relacién similar en sus
porcentajes de carbono, nitrogeno e hidrogeno. Los productos IHAF e THAI tuvieron porcentajes

de carbono alrededor del 90% y bajos porcentajes de nitrogeno.
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En la tabla 12 se presentan la relacion de los grupos funcionales que pudieron ser identificados
mediante espectroscopia de infrarrojo. Se infiere que los productos denominados IHAG e IHAI
son muy similares en cuanto a su composicion. No se observaron patrones de semejanza entre los
otros IHA estudiados. También es conveniente aclarar que en la region de 600 cm™ denominada
como “zona de huellas digitales” no se registraron bandas, por lo que se requiere de mas

determinaciones para tener suficiente informacion sobre la composicion de los IHA bajo estudio.

Tabla 12. Grupos funcionales presentes en los IHA detectados a partir del analisis de
espectros de infrarrejo

Mouestra Bandas (cm”) Grupo funcional
3600-3000 Grupo -OH
2950 -CH;
IHAC 2850 -CH,-, también puede ser indicativa del grupo -CHO
1660 -1650 -C=0
1450 -CH;, también pucde ser indicativa de -CH,-
3600-3000 Grupo -COOH
IHAF 1650-1550 Grupo carboxilato -COO-
1390-1330 Grupos -CH; y -CH,-, ligeramente recorridos
Grupo -OH polimérico, también entre 3600-3500 es
3510-3400 posible detectar grupos -OH polivalentes, por ejemplo
IHAG 1,2 dioles (glicoles)
2950 v 2880, 1480-1460, 1360 -CH; y -CH,-
1250, 1100-1050 Grupo -OH secundario o terciario
Grupo -OH polimérico, también entre 3600-3500 es
3500 -3400 posible detectar grupos -OH polivalentes, por ejemplo
[HAI 1,2 dioles (glicoles)
2950 v 2880, 1450-1370, 1340 Grupos -CH; y -CH.-
1250, 1150-1050 Grupo -OH secundario o terciario
3600-3000 Grupo R-NH,
2950-2850 -CH3 Y -CHz-
1650-1630 Grupos aromaticos, grupo -NH,
THAK 1480 -CH;
1280-1050 Alquil aminas
950-870 Grnupo -NH,

El in6culo contenia ciliados y bacterias. Antes de ser puesto en contacto con las diluciones del

IHA, los ciliados presentaban mucho movimiento en toda la preparacion mientras que

—_—

as
bacterias se encontraban agrupadas en grandes grumos de cantidad apreciable. Los ciliados

presentan una amplia distribucion geografica, ocupan diferentes niveles troficos y pueden
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desarrollarse en muchos habitats dada su gran tolerancia o adaptabilidad a diferentes condiciones
fisicoquimicas del ambiente (Brock, 1998). Son susceptibles de ser empleados en la
caracterizacion de ambientes contaminados. La presencia de elementos toxicos como fenoles,
detergentes y metales pesados es letal para ellos en determinadas concentraciones. Sin embargo,
se ha observado que dicha toxicidad es relativa y que depende en gran medida de las condiciones
bidticas y abibticas en las que se desarrollen (Luna-Pabello, 1994); por lo tanto, de acuerdo con
los resultados obtenidos a partir de las pruebas de toxicidad aparente, es posible inferir que los
IHA presentan efectos toxicos sobre la poblacion de ciliados, ya sea debido a la concentracion o a

la presencia de alguna sustancia téxica.

En la tabla 13 se presenta la relacion de las concentraciones obtenidas a partir de la dilucion del
respectivo IHA. Los resultados obtenidos de la prueba de tolerancia aparente por contacto
inmediato se presentan en la figura 3. A modo de generalizacion se observo que cuando la
dilucion del IHA entré en contacto con el inoculo, se inhibio el movimiento de los ciliados y este
efecto fue proporcional a la concentracion del IHA, al mismo tiempo que difiere entre los
diferentes tipos de IHA evaluados. Como una primera aproximacion, los IHA estudiados
ejercieron algun efecto toxico sobre los ciliados a las concentraciones empleadas. Sin embargo,
esta hipotesis debe ser corroborada a partir de pruebas de contacto mas prolongadas. En la figura
3, también se presentan los resultados semicuantitativos correspondientes a las pruebas de

tolerancia aparente después de 24 horas de contacto.

Tabla 13. Relacién de las concentraciones de IHA empleadas para las pruebas de tolerancia

aparente
IHA/Dilucién | 1/1000 | 1/500 | 1/250 | 1/100 | 1/50 [ 1/25] 1710
THAC 043 [ 086 [ 1.72 | 430 | 86 | 43 | 430
THAF 042 1084 | 168 | 420 | 84 | 42 | 420
THAG 173 1 340 | 6901 173 |346] 173 | 1730
IHAI 167 [ 334 1670 | 167 |33.4( 167 | 1670
THAK 045 1090 | 180 [ 450 | 9 | 45 { 450

*Concentracién del [HA en términos de gDQO/L)
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Figura 3. Tolerancia aparente de un inéculo microbiano al contacto con diluciones de los
IHA

Las pruebas de tolerancia aparente por contacto inmediato y contacto de 24 h mostraron que el
IHAG fue mas téxico para los inéculos que ¢l IHAK. Las pruebas de tolerancia aparente se
constituyeron como una aproximacion al uso de un inéculo como tal durante las pruebas de

biodegradabilidad. Estos resultados permitieron inferir que los IHA fueron toxicos para las
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comunidades microbianas, pero se requiere hacer estudios al respecto para el sustento mas sélido
de esta inferencia. Asimismo, los valores bajos de DBOs y sus altos CV guardaron relacién con
los resultados de tolerancia aparente. De manera muy general los coeficientes de variacion mas
altos y DBOs menores correspondieron a los THA que ejercieron mayores efectos negativos sobre
el indculo. La utilidad de los bioensayos para caractenizar la biodegradabilidad de contaminantes
fue discutida por Nyhlom (1996), mientras que Zgajnar y Zagorc (1998), destacaron la
importancia de evaluar la toxicidad, la biodegradabilidad y/o posible persistencia tanto de las

sustancias puras como de las mezclas que las pudieran contener.

Los resultados de toxicidad aparente coincidieron con los reportados por Rodiles-Lépez (2001),
quien observé que la capacidad letal hacia las cepas de Ames empleadas en pruebas de
genotoxicidad con el ITHAG fue mayor que con el IHAK y Ruiz-Sanchez (2001), donde la
supervivencia y actividad degradadora de los consorcios desarrollados en presencia de IHAK fue

mayor que los desarrollados empleando THAG.

Al término del periodo de incubacion de 24 h a 35°C, se observo desarrollo de bacterias en todas
las cajas sembradas. El agar nutritive es un medio complejo que favorece el crecimiento de la
mayoria de los microorganismos guimicheterdtrofos (Brock, 1998). Finalmente, se realizé tincidon

de Gram del indculo y se comprobo que contenia bacterias Gram positivas y negativas.

Figura 4. Colonias bacterianas desarrolladas en medio mineral + THAK después de 14 dias
de incubacion
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Después de 14 dias de incubacion de los medios de cultivo preparados con ITHA como fuente de
carbono, se logré observar indicios de desarrollo de colonias muy pequenas. En los controles
incluidos no se observé ningiin cambio. En la figura 4, se muestra un ejemplo de dichas colonias,
que posteriormente fueron identificadas como Microccocus sp, empleando galerias API STAPH

(BioMeérieux).

De acuerdo con los resultados, los IHA que se emplearon para las PBAR fueron los denominados
I[HAK e [HAG, ello debido a:

()
e

Amplitud de uso por PEMEX Exploracion y Produccion, incluyendo bajo costo y buena
inhibicién de hidratacién de arcillas en los fluidos de perforacion.

%+ Disponibilidad de muestras.

* Facilidad de manipulacion de las muestras para realizar los procedimientos experimentales.

“» El THAK (IHA base amina) presenta biodegradabilidad potencial (DBOs/DQO= 044) y
aparente baja toxicidad mientras que IHAG ([HA base glicol) representa un producto que
aparentemente es menos biodegradable (DBOs/DQO= 0.13) con alta toxicidad. Por lo tanto,
al seleccionar estos dos IHA se contemplaron los extremos en cuanto a los productos

evaluados.

3.1.2. Pruebas de biodegradabilidad preliminares

Las dos corridas realizadas con la metodologia OECD 301-A arrojaron porcentajes de remocién
de materia organica medida como COD de 96 y 91% respectivamente, después de 7 dias de
duracion del experimento. Las muestras cotrespondientes a los tiempos 14 a 28 dias fueron
descartadas debido a que se registro la reincorporacion de la materia organica al medio acuoso,

debido a la probable lisis celular (Bouchez er af. 1995).

Los resultados de esta PBAR se encuentran en las tablas 22 y 23 del anexo A.1. De acuerdo con
esos valores, después de 7 dias se alcanzo un 95% de remocion de materia organica. La corrida se

alargo hasta los 14 dias, punto donde se suspendio, debido a que el porcentaje de degradacién no
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sufrié cambios significativos (99%); ademas de que la condicion establecida del 70% de
remocion de COD en un plazo maximo de 28 dias, ya se habia alcanzado atn antes de los 7 dias.
A partir de estos resultados, se corrobord que el periodo de maxima actividad para la degradacidn
del IHAK se verifica en las primeras horas de prueba. Por lo tanto, a efecto de poder realizar el
seguimiento adecuado del proceso, se decidio tomar los perfiles de consumo de oxigeno para fijar
los puntos de muestreo y limitar la duracién de las pruebas a una o maximo dos semanas
dependiendo de los resultados proporcionados por el respirometro y del IHA empleado. Aungue
no se realizaron pruebas preliminares con el IHAG, a partir de la caracterizacion basica se supuso
que este requeriria mayor tiempo para su degradacion, por lo que la duracion de las PBAR se

extenderia mas alla de los 7 dias.

Como aporte de esta etapa no se encontraron diferencias significativas entre los resultados
empleando las 2 metodologias propuestas por la OECD. No obstante v a efecto de comprender a
detalle el fenomeno de biodegradacion aerobia de los IHA, se opto por emplear unicamente el
metodo basado en respirometria. Sin embargo, en caso de requerir el montaje de una PBAR se
podria emplear la OECD 301-A, debido a sus costos de adquisicion menores, disponibilidad del
equipo, accesorios y capacidad en el nimero de pruebas susceptibles a realizarse de manera

simultanea.

5.2. Comportamiento de los controles propuestos por la prueba OECD 301-F

En la tabla 14 se presentan los datos que permitieron constatar el cumplimiento de las
condiciones marcadas por la prueba OECD 301-F para la interpretacion de los resultados
obtenidos. Por ejemplo, en todos los controles de procedimiento se alcanzé mas del 50% de
remocion de COD en 7 dias. De esta manera, se pudo asegurar que el desarrollo de la etapa

experimental y la calidad del indculo, fueron adecuados para la realizacion de estas pruebas.

Los controles de toxicidad para IHAKIPCU e IHAKIPCE registraron porcentajes de remocion de
COD superiores a los obtenidos en su respectivo control de procedimiento, lo que se interpretd

como que no hubo efecto toxico de la concentracion empieada de IHAK sobre la comunidad
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microbiana. En contraste, el resultado obtenido con IHAKIST! puso de manifiesto que hubo un

ligero efecto toxico, ya sea de IHAK o de alguno de los productos de su biodegradacion. Por otra

parte, los controles de toxicidad para las pruebas que incluyeron IHAG registraron porcentajes de

remocion de COD menores (88, 75 y 71% para THAGIPCU, IHAGIPCE e IHAGIST),

respectivamente) que los obtenidos en los controles de procedimiento; lo que se interpretd como

que aparentemente de la concentracion empleada de THAG ejercid efecto toxico sobre las

poblaciones microbianas involucradas en el proceso y/o que los subproductos de degradacién son

toXICos.

Tabla 14, Resultados de COD, consumo de O, y % de remocion de COD, en los matraces
control * de las PBAR para las tres fuentes de inéculo

Control Mucstra Consumo | COD inicial { COD final | % remocion
0; (mg/L) (mg/L) (mg/L) CoD

[HAKIPCU 5 184 179 3

IHAKIPCE 3 197 193 3

Adsorcién IHAKIST) 6 187 133 3
THAGIPCU 0 82 30 3

THAGIPCE 2 85 84 !

IHAGIST] 7 187 183 3

HAKIPCU 2 179 175 3

THAKIPCE 3 177 171 4

Degradacion IHAKISTI 2 170 169 |
abiética HAGIPCHJ 2 89 86 4
[HAGIPCE 4 89 84 3

IHAGIST]J 0 170 169 1
IHAKIPCU 128 118 12 X)

IHAKIPCE 135 116 6 95

Procedimiento IHAKIST] 102 108 10 91
IHAGIPCU 102 99 7 93

[HAGIPCE 106 103 9 92

IHAGIST) 115 109 14 91

HHAKIPCL 555 313 28 92
IHAKIPCE 862 626 31 96
Toxicidad THAKIST! 319 207 27 87
IHAGIPCU 516 465 59 838

IHAGIPCE 345 336 85 75

WIHA_GISTJ 345 207 27 71

*Datos puntuales. Debido 2 que no se recomienda desconectar y sacar los matraces del respirdmetro para
tomar muestras durante la prueba, los resultados corresponden iinicamente al inicio ¥ al final del periodo
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Los controles de degradacion abidtica y adsorcion registraron bajos porcentajes de remocion de
COD y consumo de oxigeno, con o que se constatd que la degradacion de IHAK e IHAG bajo
las condiciones experimentales impuestas, se debid fundamentalmente a la accion microbiana.
Por otra parte, aun cuando los controles fueron corridos una sola vez, experimentos anteriores
permiten afirmar que el procedimiento seguido proporciona valores representativos del proceso

(Ambriz-Rivas, 1998a).

Finalmente, en los controles de indculo la concentracion de COD no presentd cambios
significativos; en algunos casos se detecté un ligero incremento en su concentracion lo que fue
evidencia de que algunos compuestos organicos se incorporaron al medio acuoso como
consecuencia de una probable lisis celular (Bouchez er al. 1995). Cabe recordar que la
cuantificacion de biodegradabilidad por métodos indirectos (como la remocion de COD vy el
consumo de oxigeno), requiere que el consumo de carbono contaminante sca bajo; es decir, que

los controles no presenten altas variaciones en su concentracion (Schmidt y Alexander, 1985).

3.3. Remocion de materia organica medida como COD

En la figura 5 se observa que para las PBAR empleando IHAK como fuente de carbono, se partio
de una concentracion de 170 mgCOD/L aproximadamente (70% superior a lo sugerido por la
OECD 301-F) mientras que para las PBAR empleando IHAG, se partio de una concentracion
aproximada a 83 mgCOD/L (17% menor a la sugerida). No hubo diferencias significativas (a=
0.05) entre las concentraciones de cada [HA evaluado con las tres diferentes fuentes de indculo

durante el periodo total de experimentacion (tablas 76, 79 y 81, anexo B) .

Como se puede apreciar en las figuras 6 y 7, ambos IHA pudieron considerarse como
rapidamente biodegradables, ya que se alcanzé mas de un 70% de la remocion de materia

organica medida como COD en un plazo menor de 28 dias. La remocion de COD fue
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M

estadisticamente significativa (o= 0.05) debido al factor tiempo en todo el intervalo estudiado

(tablas 76, 79 y 81, anexo B).
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Figura 5. Perfil de remocién de la concentracién de COD durante las PBAR
de IHA

Las PBAR con el IHAG se extendieron hasta t=14 dias, Cada punto es el promedio de 3 determinaciones. La
variacién mdxima en los valores fue del 10%.

Los porcentajes de degradacion logrados después de 7 dias de etapa experimental, fueron de 94,
91y 97% para IHAKIPCU, IHAKIPCE e THAKISTJ respectivamente. Después de 14 dias para
IHAGIPCU e IHAGIPCE fue del 89% y de 72% para IHAGISTJ. El 70% de degradacion se
logré aproximadamente al segundo dia de iniciada la prueba para IHAKIPCU; THAKIPCE e
IHAKISTJ, al noveno dia de etapa experimental para IHAGIPCU e IHAGIPCE y al
decimocuarto para IHAGISTJ (figuras 6 y 7). Cuando se fija una relacion So/Xo baja, como la
que se empled en estos experimentos (tabla 17), las curvas de consumo de sustrato son
sigmoidales, (figuras 6 v 7). En consecuencia las velacidades de crecimiento de biomasa y
remocion de sustrato se incrementaron en la primer etapa del experimento y después de alcanzar

un maximo, estas decayeron (Chudoba et al. 1992; Struijs y Van den Berg, 1995).
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Figura 6. Perfil de concentracion de COD y porcentaje de degradacion durante PBAR para
THAK con las tres fuentes de indculo

Cada punto es el promedio de 3 determinaciones

En las figuras 6 y 7 también se aprecia que las pruebas IHAKIPCU e IHAKISTJ mostraron un
comportamiento muy similar mientras que las pruebas IHAKIPCE aparentemente resultaron mas
lentas pues se observo que entre t= 1 a 2 dias solo se alcanzé un 67% de degradacion (88 y 93%
para ITHAKIPCU e THAKIST], respectivamente). En contraste, las pruebas IHAGIPCU e

TEIT A ATV P T e T T e . Gy T:l -

O ey W -~ aemsnlans TITAMTOMY
AV LE 1010 tl' UL Ui uuulpuua.uucuLu Y]

ular mientras que las prucbas NIAGIST]
aparentemente resultaron mas lentas pues entre t= 0 a 2 dias solo se alcanzé un 5% de

degradacién en comparacion con el 22 y 20% para IHAGIPCU e [HAGIPCE.
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Figura 7. Perfil de concentracién de COD y porcentaje de degradacion durante las PBAR
para IHAG con las tres fuentes de inéculo

Las PBAR con ¢l IHAG se extendieron hasta =14 dias. Cada punto es el promedio de 3 determinaciones

Los resultados obtenidos coinciden con los reportados por Ruiz-Sanchez (2001), donde los
consorcios degradadores desarrollados en presencia de [HAK arrojaron mayor porcentaje de
remocion de materia organica via DQO y en un menor lapso que los consorcios degradadores

desarrollados en presencia de THAG.

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOQUIMICAS 63




BIODEGRADACI'ON AEROBIA DE INHIBIDORES RESULTADOS, ANALISIS
DE HIDRATACION DE ARCILLAS Y DISCUSION

*—_——M___—_—_—_

5.4. Perfiles de consumo de oxigeno

En la figura 8 se presentan los resultados de consumo de oxigeno durante la biodegradacion de
ambos THA.
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Figura 8. Perfil de consumo de oxigeno durante las PBAR de THA

Las PBAR con ¢l IHAG se extendicron hasta t=14 dias. Promedio de determinaciones IHAK: =0 a 1d: 12; =
12a2¢:9;t=2a3d: 6y =3 a7d: 3. HAG: =0 a 2d: 12; t=2 a 3¢: 9yt=3a7d:6

El consumo de oxigeno esta directamente relacionado con la actividad respiratoria microbiana y
la biotransformacion inicial de las sustancias, pero no con su mineralizacion (Zgajnar y Zagorc,
1999b). El aumento en la tasa de consumo de oxigeno resulto indicativo de un aumento de la
actividad metabdlica aerobia de los microorganismos. En este sentido, el consumo de oxigeno
estuvo asociado con la degradacion de la fuente de carbono disponible, tal como se presenté en la
seccion anterior. A este respecto, Zgajnar y Zagorc (1999b), destacaron que estimar la
biodegradacion con sélo un método indirecto puede derivar en resultados confusds, dado que
todos presentan limitantes, por lo que se recomienda la medicién de dos para contar con mayor

certidumbre. Una vez que se ha sido conseguido un alto porcentaje de remocion de sustrato, la
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%
velocidad de degradacion y/o la tasa de consumo de oxigeno disminuyd gradualmente y llegd a

ser asintotica, lo cual se asocio con la ausencia de sustrato biodegradable disponible.

En la figura 8 se observa una fase lag de 1 dia para las pruebas IHAKIPCE, asi como que la tasa
promedio de consumo de oxigeno (TPCO) fue menor 2 la registrada en las pruebas IHAKIPCU e
IHAKIST]J (1abla 15). Mientras que con IHAKIPCU e IHAKISTJ, no se observo quc cxisticra la

fase lag, ya que se registré consumo de oxigeno desde el primer dia de prueba.

Tabla 15. Datos relacionados con el consumo de oxigeno durante las PBAR de IHAK
empleando las 3 diferentes fuentes de indculo

IHAKIPCU IHAKIPCE IHAKISTJ
T"E('j';'“’ O:+a | CV [TPCO| O,+0 | CV |TPCO| O,+5 | CV |TPCO
0-1 [ 26+24 | 923 | 26 | 5+4 | 80 | 5 |27:11 ] 407 | 27

-2 ]393+36| 92 | 367 [256+53 ] 207 | 251 | 413465 157 | 386
2-3 1488442 86 | 95 [484+32[ 66 | 228 [475+49] 103 | o2

3-4 537+19| 35 49 530+9 1.7 46 | 505+477 93 30
4-5 553 +5 0.9 16 | 550+13] 24 20 | 519+48] 92 4
56 559+4 { 0.7 6 559+17| 3.0 9 528+42) 79 9
6-7 563 +3 0.6 + 569+26| 4.6 10 | 540 + 41 7.6 12

0, :Consumo de oxigeno (mg/L); CV: Coeficiente de variacién (%); TPCO: Tasa promedio de consumao de
oxigeno {mgQ,L'd")

Como se aprecia en la tablas 15 y 16, la desviacion estandar (o) y el coeficiente de variacion
(CV) de los datos de consumo de oxigeno presentaron valores muy altos en la etapa de arranque
del proceso, hecho que se atribuyd a que dicho consumo no fue uniforme en todos los matraces.
Los CV presentaron tendencia a disminuir, después de! intervalo t= 0 a 1 dia para las pruebas con
IHAKIPCU y en el intervalo t= 0 a 2 dias para IHAKIPCE e IHAKISTJ. A partir de t= 2 dias y
t=3 dias las ¢ disminuyeron y los CV se estuvieron por debajo del 10%. Para IHAGIPCU este
descenso se observo en el intervalo t= | a 3 dias mientras que para {HAGIPCE ¢ IHAGISTJ se
registraron en los intervalos de t= 1 a 6 dias y t= 1 a 7 dias. A partir de t= 4, 7 y 8 dias,

respectivamente, las o bajaron y los CV se situaron por debajo det 20% (tabla 16).
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Tabla 16. Datos relacionados con el consumo de oxigeno durante las PBAR de IHAG
empleando las 3 diferentes fuentes de indculo

IHAGIPCU IHAGIPCE IHAGISTJ
Tiempo .
() O:ta | CV I TPCO| O, +a CV {TPCO| O, +o | CV |TPCO
(-1 5+4 80 3 6+14 12333 6 6+7 116.6 6
1-2 45424 | 533 40 33430 | 909 27 | 46+36 | 783 40
2-3 113 +267 23.0 08 | 6046 | 767 27 [ 76+33 | 434 30
34 141+ 281 198 28 87+41 | 471 27 [107+34| 318 31
4-5 169+ 28| 16.6 28 | 108+40 | 370 21 117+36| 308 10
5-6 195+33 1 169 20 | 138+30| 217 30 [125+40( 320 8
6-7 [ 212+39] 184 17 [ 1484301 203 10 [138+34| 246 13
7-8 233+ 42| 18.0 21 174 +21 | 12.1 26 | 150+31| 207 12
8-9 248+ H 1 177 15 | 184+25] 13.6 10 [ 158427 17.1 8
9-10 1263+47| 179 15 [194+23] 118 10 | 168+24 | 143 10
10-1F [275+45 ) 164 12 [203+23| 113 9 177+20] 113 9
11-12 | 284 +45| 158 9 214420 93 I 188+17| 9.0 11
12-13 1299+39] 13.0 15 |224+17| 76 10 1 198+14| 7.1 10
13-14 (313+34] 108 15 [233+16] 67 9 207+ 12| 58 9

0, :Consumeo de oxigeno (mg/L); CV: Cocficiente de variacion (%); TPCO: Tasa promedio de consumo de
exigeno (mgO,L"'d™)

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, se constatd que la maxima actividad de degradacion

microbiana de los IHA, se llevo a cabo durante los primeros dias de etapa experimental,

3.5. Cinética de degradacion de los IHA

Los resultados de remocion de COD y consumo de oxigeno destacaron que el IHAK fue
degradado mas rapidamente (7 dias) que el [HAG (14 dias), muy probablemente debido a su
estructura quimica y a la tolerancia aparente que presentan los microorganismos a los IHA. Cabe
recordar que los resultados para la seleccion de los IHA (tabla 11 y figura 3), apuntaron a que el
IHAK presentaba mayor potencialidad de ser degradado que el IHAG, de acuerdo con las
relaciones DBOs/DQOQ calculadas y los datos de tolerancia microbiana aparente. Para el IHAK se
partio de una concentracion superior a la recomendada (figura 5) en contraste con el IHAG,
donde se empleo la mitad de la concentracion inicial de COD con respecto al IHAK y le llevo 7

dias mas alcanzar porcentajes de remocion de materia organica similares éste.
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De acuerdo con Alexander (1985), generalmente, la velocidad de biodegradacion de una
sustancia es directamente proporcional a su concentracion. La actividad degradadora de los
microorganismos depende de la concentracion del conlaminaﬁte en ¢l ambiente. Algunos
compuestos son degradados en concentraciones altas pero no en bajas, debido a la actividad
concertada de varios microorganismos, mientras que otros solo son biodegradados en
concentraciones bajas pero no en altas, debido a que son toxicos. A este mismo respecto, Schmidt
y Alexander (1985), encontraron que tanto la velocidad como el porcentaje de biodegradacion de
compuestos organicos en el ambiente natural puede ser controlada por altas concentraciones de
otras moléculas organicas. Este hecho sugiere que la estimulacion o inhibicion por segundos
sustratos depende de los microorganismos presentes, la concentracion del segundo sustrato y la

sustancia en particular.

Tabla 17. Relacién So/Xo y datos cinéticos promedio obtenidos para las PBAR de IHA

Prucba So/Xo promcdiq +o | pmax promedio | f gw promedio | t gy promedio
(mgCODUFC)** +g(h")* +a(h)* +o(h)*
IHAKIPCU | 3.26 E07 + 1.16 E-07 0.112+0.019 63+ 1.1 109+ 1.9
FHAGIPCU | 1.33 E07 + 1.60 E-08 0.045 +(1.0121] 19.2+115 33.3+200
IHAKIPCE | 2.62 E07 +9.58 E08 6.115+0.011 6.7+0.7 I6+13
IHAGIPCE | 1.90 E-07 + 1.65 E-07 (1L042 +0.018 21.1+ 8.5 37.2+ 141
IHAKISTS | 9.14 E07 + | 37 E-07 0.098 +0.023 74+ 19 129+32
THAGISTJ | 4 53 E-07+2. 134 E-07 0.024 + 0 Q0% 32.3+13.5 56.1+234

* Promedio de 9 determinaciones, ** Promedio de las 3 corridas realizadas

La relacion So/Xo inicial promedio se situd en el orden de 107 mgCOD/UFC"', Este es un valor
bajo tomando como referencia a Vazquez-Rodriguez er al. (1999b), cuyos experimentos de
biodegradabilidad de DBS partieron de relaciones So/Xo del orden de 10 (bajo) a 107 (alto)
mgCOD/UFC™, mediante Ia concentracion o dilucion de un sobrenadante de tangue de aireacion
de plantas de tratamiento de aguas de tipo municipal que fue empleado como indculo. Los datos
de la tabla 17 muestran desviaciones estandar altas. hecho atribuible a las condiciones intrinsecas
del disefio experimental. Sin embargo, al considerar ios resultados ya expuestos de remocion de
materia organica y consumo de oxigeno, fue posible constatar que él haber fijado la relacion

So/Xo inicial a 107 mgCOD/UFC" permiti6, como se muestra a continuacion, obtener
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reproducibilidad tanto en los parametros cinéticos, fisicoquimicos y microbiologicos que
pretenden describir el proceso de biodegradacion de los IHA. Lo anterior finalmente deriva en la
posibilidad de estandarizar las condiciones para alcanzar el nivel de degradacion requerido para

considerar una sustancia como rapidamente biodegradable.

En la tabla 17 t 5o y t 70, representan respectivamente, el tiempo en que se alcanzo el 50 y el
70% de remocidn de la concentracion inicial de IHA via COD, de acuerdo con la velocidad
especifica de crecimiento maxima (umax). El calculo de los valores de umax, se baso en el
reportado por Bouchez er al. (1997). Cada corrida de biodegradabilidad aportd 3 curvas de
consumo de oxigeno para calcular pumax, t so% y t 70e,, por lo que cada dato reportado en la tabla
17 es el promedio de 9 determinaciones. Para calcular pmax fueron transformados a escala
semilogaritimica los datos de consumo de oxigeno proporcionados por el respirometro VOITH-
Sapromat B-12 (periodos de 6 a 10 horas en el caso de [HAK y de 10 a 28 horas al emplear
IHAG, diferencias debidas a los comportamientos observados en los perfiles de consumo de
oxigeno y la tasa promedio de consumo de oxigeno para ambos IHA.). Los datos fueron
graficados con respecto al tiempo y se tomo una porcion de la recta con un coeficiente de
correlacion superior a 0.98, mismo que demuestra un buen ajuste al modelo de crecimiento
exponencial. t so% se calculd a partir de 0.6930/umax mientras que t 7 se obtuvo mediante

| 2037/umax.

De acuerdo con el analisis estadistico, hubo diferencias significativas (o= 0.05) en los valores de
UMax y t 7ge, debidas tanto al factor IHA como a la fuente de indculo, mientras que no hubo
diferencias significativas en los valores de t sgo (tablas 87 y 88, anexo B) La variacion en los
valores de umax se atribuy6 a los cambios en la composicién de la comunidad causados por los
cfectos de seleccion, que dependen entre otras cosas de la relacién So/Xo empleada (Chudoba ef
al. 1992, Vazquez-Rodriguez ef al. 1999a), el origen y/o composicion del indculo (Nyholmi er al.
1984, Grady et al. 1996) y las condiciones de montaje y realizacion de los experimentos (Block

et al. 1992; Percherancier ef al. 1996). A este mismo respecto Bouchez ef al. (1997), encontraron
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que los valores de pmax obtenidos con el respirometro Sapromat fueron reproducibles, pero

dependientes de la cepa e hidrocarburo policiclico aromatico utitizado como fuente de carbono.

Struijs y Van den Berg (1995) y Zgajnar y Zagorc (1999a), puntualizan que las curvas de
remocién de sustrato para compuestos rdpidamente biodegradables no estan exclusivamente
descritas por una constante de primer orden con respecto a la concentracion del compuesto de
prueba. De acuerdo con la condicion descrita por los métodos OECD, la duracion de la fase lag
(entendida como el tiempo para alcanzar el 10% de degradacién) no debe ser mayor de 10 dias y
el t sov no debe ser mayor de 5 dias, lo que se traduce en un calculo de constante de velocidad de
degradacion cuyo limite inferior es de 0.14 d”'. Como se puede apreciar en la tabla 17, ambas
condiciones se cumplieron durante todas las PBAR para los [HA. También se observo que la
degradaciéon de ambos THA siguid una cinética de primer orden, tomando en cuenta lo sugerido
por Marshe y Polkowsky (1972), donde una ecuacion de primer orden describe de manera
adecuada una curva de consumo de oxigeno para aguas residuales si el valor de K esta por debajo

de 0.2 d”' mientras que si es un valor superior a éste la describe mejor una de segundo orden.

De acuerdo con los resultados de la tabla 17, asi como de las tablas 66 y 67 del anexo A1, se

detectaron los siguientes comportamientos:

“* La pmax promedioc de IHAGIPCU fue significativamente menor (60%) que la de
IHAKIPCU; t 700, de IHAKIPCU también fue significativamente menor (aproximadamente
un tercio del obtenido para IHAGIPCU). No hubo diferencias significativas en los valores de
t so% entre ambas pruebas. La pméx promedio de IHAGIPCE fue un 63% menor que la de
IHAKIPCE. t 500, y t 70% para IHAKIPCE representaron aproximadamente un tercio de los
valores obtenidos para IHAGIPCE. Todas las diferencias seiialadas fueron estadisticamente
significativas (o = 0.05). Finalmente, la umax promedio de IHAGISTJ fue un 76% menor
que ia de IHAKISTI. t 50 ¥ t 700 para IHAKIST) representaron un cuarto de los respectivos
valores para [HAGISTJ. Al igual que en el caso anterior, todas las diferencias sefialadas

fueron estadisticamente significativas (tabla 91, anexo B).
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“* La remocion del 50% de la concentracién inicial del [HAK con las tres fuentes de inoculo se
verifico en un lapso de 6 a 8 horas una vez alcanzada la pumax, mientras gue para el IHAG se
verifico en un lapso de 10 y hasta 60 horas, lo que significa una variacion importante con
respecto al [HAK. Estos resultados reafirman que la maxima actividad degradadora del
indculo sobre el IHAK se llevd a cabo entre las 24 y las 48 horas del inicio de la etapa

experimental y entre las 48 y 96 horas del inicio de las PBAR con el THAG.

% La remocion del 70% de la concentracion inicial del IHAK también se verifico dentro del
intervalo de 24 a 48 horas del inicio de la etapa expertmental, o cuando mucho en las
primeras horas del periodo comprendido entre las 48 y 72 horas. En el caso de las pruebas
con el IHAG como fuente de carbono, el tygs; se logré de uno a tres dias después de que se

alcanzo el t sgo,

<+ Se aprecian altos valores de ¢ y CV para los datos cinéticos de las pruebas IHAKIST]J (24%)
e [HAGISTJ (33%). La variacion observada podria atribuirse a que esta fuente de inoculo fue
preparada a partir de suelo, lo cual dificulta la obtencién de una muestra con pocas

variaciones en la composicion y/o viabilidad de las comunidades microbianas.

El analisis estadistico enfocado a la degradacion del THAK empleando las 3 fuentes de indculo,
no demostro diferencias significativas (o= 0.05) en los valores de HMAX, T 500 Y t 700 (tablas 87 y
88, anexo B). Por lo tanto, se infiere que para este IHA en particular, la velocidad degradacién
fue independiente del origen de la fuente de inoculo empleada. Esto reafirmo que el [HAK es
rapidamente biodegradable, posiblemente debido a que su estructura quimica resulta mas

biodisponible y/o menos toxica para los microorganismos degradadores.

Al realizar el analisis estadistico para la degradacion del IHAG, se detectaron diferencias
significativas (o= 0.05) entre los valores de pmax de THAGIPCU e [HAGIST] (la pmax de este
altimo represent6 el 53% de la registrada para IHAGIPCU). No se encontraron diferencias

significativas en los valores de t sge, ¥y t 70% (tablas 87 y 88, anexo B) Por lo tanto, se concluye
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que para el IHAG en particutar, la velocidad de degradacion dependio, en cierta medida, de la
fuente de indculo empleada, en concordancia con lo sefialado en los trabajos de Van Ginkel e7 al.
(1995) y Percheranciet er a/. (1996), pues deben requerirse microorganismos con cierto perfil de
actividad y/o tolerancia aparente a sus componentes, para que pueda ser rapidamente

biodegradado.

A efecto de corroborar si entre las tres corridas para cada PBAR con los dos IHA hubo
variaciones estadisticamente significativas (a= 0.05), se realizd un ANDEVA (factor: corndas
experimentales), con los datos presentados en las tablas 66 y 67 del anexo A.2. A continuacién se

presenta la descripcion de los resultados obtenidos:

** En el caso de las pruebas IHAKIPCU se presentaron diferencias significativas dadas por el
incremento de los valores de umax y el t 7, entre la primera y la tercera corridas (tabla 89,
anexo B), mientras que para las pruebas IHAGIPCU si hubo diferencias significativas entre
las tres corridas, asociadas con el descenso en los valores de umax (tabla 90, anexo B). Para
la realizacién de estas pruebas se tomé inoculo de la planta de tratamiento para cada una de
las corridas realizadas. Las pruebas se efectuaron durante un periodo de 2 meses, por lo que
podrian esperarse cambios en la composicion de ta fuente de inéculo, lo que originaria la

variacion en los parametros cinéticos.

¢ Enel caso de las pruebas de biodegradabilidad empleando IPCE como fuente de inoculo, éste
se conservo en refrigeracion una vez que se obtuvo. El lapso entre la primera y la sexta
corrida fue de aproximadamente mes y medio. Esta condicion se establecio a fin de evaluar si
la conservacion del indculo en refrigeracion, en la que ocurre pérdida de actividad microbiana
y/o muerte de algunas especies, lo que provoca que una sustancia que ha demostrado ser
rapidamente biodegradable, no lo sea mas como resultado del manejo y conservacion del
in6culo. Para las prucbas IHAKIPCE se observo que ia pmax presento tendencia a disminuir
entre la primera y la tercera corrida, aunque no se registraron diferencias significativas (tabla

89). Por otra parte, para las pruebas IHAGIPCE, si hubo diferencias significativas en los

valores de pmax (tabla 90, anexo B), ya que disminuyeron entre la primera y la tercera
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cornida. También hubo diferencias significativas en los valores de t soo, y t 70, debido a que
aumentaron entre la primera y la tercera corrida. Es interesante destacar el contraste con las
pruebas para el IHAK con esta misma fuente de indculo, pues parece indicar que el estado
metabolico del inoculo si afectd los parametros cinéticos de degradacion del IHA. Estos
resultados nuevamente apuntan a que la estructura quimica y/o la composicion del IHAG
incluye compuestos que son mas dificiles de degradar que los empleados para la formulacion

del THAK.

< Para las pruebas de biodegradabilidad aerobia IHAKISTJ e IHAGISTJ no se observaron

diferencias significativas en los parametros cinéticos determinados (tablas 89 y 90, anexo B).

Las observaciones descritas en los parrafos anteriores pueden deberse segin Grady et al. (1996),
al desarrollo del cultivo (el tipo de condiciones ambientales impuestas y la duracién de esas
condiciones), que han sido sugeridas como el factor que contribuye de manera significativa a las
diferencias en los parametros cinéticos que describen el fenomeno de biodegradacion. Este
comportamiento se debe a que dentro de un cultivo continuo mixto se seleccionan algunas
poblaciones de la comunidad sobre otras, 10 cual es determinado en gran medida por su cinética
de crecimiento. Como la comunidad sufre cambios, los parametros cinéticos resultaran afectados.
El desarrollo del cultivo también determina el estado fisiologico celular y la rapidez con la que

las enzimas se sintetizan y reaccionan.

5.6. pH

Es ampliamente reconocido que el valor de acidez o alcalinidad permite monitorear las

variaciones en el medio causadas por las reacciones quimicas que se verifican durante la

ustrate {Guillén-liménez ef ol 2000) Asimismo,

también es importante monitorear este parametro debido a que las enzimas tienen un pH optimo o

un intervalo de pH en el que su actividad es maxima; a valores superiores o inferiores de pH la
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actividad enzimatica disminuye (Lehninger ef al. 1993), lo que trae como consecuencia que se

afecte el crecimiento microbiano.

Los valores de pH presentaron variaciones significativas con respecto a los factores fuente de
in6culo y al tiempo (tablas 76, 79 y 81, anexo B). Como se muestra en la figura 9, en todas las
pruebas realizadas se registré descenso en los valores de PH en el intervalo de t=0 a 2 dias para
las pruebas con IHAK y de t=0 a 3 dias para las pruebas con IHAG, excepto IHAGIPCE que fue
significativamente distinta a las demas pues no presentd este descenso (tabla 78, anexo B). El
analisis estadistico entre tiempos también permiti6 detectar diferencias significativas entre los
valores de pH de IHAKISTJ con respecto a IHAKIPCU e IHAKIPCE, aunque el analisis de
perfiles no demostré en qué intervalo en particular y entre IHAGIPCU e IHAGIPCE en el

intervalo t=0 a 3 dias (tabla 81, anexo B).

78

7.6 —

74

72 \
.

* N

pH (Unidades,

Figura 9. Perfil de comportamiento del pH durante las PRAR
de IHA

Las PBAR con el IHAG se extendieron hasta t=14 dias. Cada punto es el promedio de 3 determinaciones, La
variacién mixima en los valores fue del 5%.
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El descenso en los valores de pH, independientemente del IHA analizado, puede atribuirse a la
formacion de acidos orginicos como resultado de la actividad de los MICTOOTZanismos que
estaban degradando los compenentes de Jos IHA. A pesar de que no se conoce su COMpOsicion
exacta puede inferirse que entre los componentes de los [HA existe algunoe que al degradarse
produzca acidos organicos que produzean la caida en los valores del pH. La produccion de acidos
organicos durante los procesos de biedegradacion es un hecho ampliamente documentado en la
literatura internacional para gran variedad de contaminantes. Por ejemplo, Hur ef al. (1994)
_reportaron la produccion de acido oxalico como uno de los productos finales de la degradacion
aerobia del 1,1,2,2-tetracloro-2,2-difluoroetano empleando una cepa de Psendomonas putida
recombinante. Gessel er al (2001) identificaron acidos muconicos como productos de la
biotransformacion (ruptura del anillo aromatico), del fungicida bifenilo llevada a cabo por ¢l
hongo imperfecto Paecilomyces lilacinus. Asimismo, Hammer ef al. (1998) caracterizaron un
acido mucoénico hidroxilado como componente de un producto de ruptura del anillo aromatico del
dibezofurano, de cuya biotransformacion bajo condiciones aerobias fue responsable la levadura
Trichosporon mucoides. Finalmente Dutta, er al. (1998), reportaron gue Sphingomonas
pancimobilis oxidd metil naftalenos a través de varias rutas metabdlicas produciendo fialatos y

salicilatos.

También debe considerarse qué, teoricamente, en este intervalo es donde también debid de existir
la mayor tasa de produccion de CO,, como reflejo de una mayor velocidad de oxidacidn de los
sustratos, por lo que momentineamente podria ser rebasada la capacidad del sistema
amortiguador H,P0,/HPO,” (presente en el MM empleado, no sélo como fuente de fosforo, sino
como solucion amortiguadora). Posteriormente, al disminuir la disponibilidad de sustratos
oxidables, la produccion de CO; decrece y debido a la alta capacidad amortiguadora del medio
mineral, el pH casi regreso al valor que tenia al principio del experimento. Los resultados

descritos en el parrafo anterior se asemejan a los obtenidos por Zgajnar y Zagorc (1999a) para

=

ilidad aerobia con fenul y dieiiienglicoi empieando un respirometro,

donde el pH final de las muestras evaluadas registré valores neutros.
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En los controles de indeulo se observo una leve tendencia hacia la alcalinizacién {(pH 7.8 - 8

maximo) conforme aumentd el tiempo de degradacion. Sin embargo, ninguno de estos cambios

resulté estadisticamente significativo.

3.7. Sélidos totales (STT, STV y STF)

Los procesos de biodegradacion implican entre otros aspectos, la incorporacion de materia en
suspension a la biomasa. A partir de la determinacion de solidos totales (STT) se puede estimar el
total de la materia suspendida y disuelta en el sistema. La materia inorganica o solidos totales
fijos (STF) es el residuo que queda después de la ignicion de la muestra (550°C y 30 minutos),
mientras que la pérdida de peso con respecto a los STT representa los solidos totales volatiles

(STV} que se relacionan con la cantidad de materia organica.

En las tablas 24, 31, 38, 45, 52y 59 del anexo A.1 se encuentran los resultados promedio para las
concentraciones de solidos totales. Los STT y STV mostraron diferencias significativas {a= 0.05)
con respecto al IHA, fuente de indculo y al tiempo (tablas 76, 79 y 81, anexo B). En contraste la
concentracion de STF no varié significativamente con respecto a ellos (tablas 77, 79 y 81, anexo
B). De acuerdo con el analisis entre tiempos, se encontraron diferencias significativas en la
concentracion de STT entre IHAKIPCU e IHAKIPCE, especificamente en el intervalode t=0 a |
dia y entre IHAGIPCU e IHAGIPCE en t=0 a 3 dias, tiempos donde se comenzo a registrar la
remocion de COD (tabla 83, anexo B). En el caso de los STV hubo diferencias significativas
entre [HAKIPCU e IHKIPCE-IHAKISTJ en el intervalo t=0 a 1 dia y entre IHAGIPCU e
IHAGIPCE en t= 0 a 3 dias (tabla 84, anexo B). La mayoria de las diferencias significativas
detectadas en el tiempo se atribuyeron a la fuente de inoculo IPCE y ello podria estar en relacion

con su aparente retardo en el inicio del consumo de oxigeno.

A lo largo de la etapa experimental, independientemente de la fuente de inéculo e THA
analizados, hubo una disminucion paulatina en la concentracion de STT y STV, lo cual

probablemente se debid a la baja en la concentracion de COD biodegradable, es decir menor
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disponibilidad de sustrato oxidable biologicamente. Estos resultados estuvieron en contraposicion
con los esperados, pues la concentracion de STT y STV debid incrementarse y mantenerse en los
intervalos donde se verifico la mayor tasa de consumo de oxigeno y porcentaje de degradacion de
los IHA. Cabe recordar los IHA tienen altas concentraciones de STT y STV (tabla 11) por lo que
st aumento pudo estar encubierto por misma la degradacién del IHA, En consecuencia, esta baja
en la concentracion de STT y STV pudiera tomarse como una evidencia mas de que los THA

estaban siendo mineralizados.

Como la degradacion de los IHA se llevo a cabo en corto tiempo, los nutrimentos se vuelven un
factor limitante para el mantenimiento microbiano. La fase de crecimiento enddgeno se
caracteriza porque los microorganismos se ven obligados a metabolizar las reservas contenidas en
su propio protoplasma sin que exista reemplazo alguno, derivando en la disminucion neta de la
biomasa microbiana. Durante esta fase, frecuentemente ocurre el fendomeno de lisis celular, en la
cual los microorganismos se disgregan y los nutrimentos contenidos en la célula se difunden para
suministrar alimentos a los organismos sobrevivientes (Metcalf y Eddy, 1991). Para las tres
fuentes de inoculo existe la posibilidad de suponer que las bacterias inoculadas entraron en fase
de metabolismo endbgeno y que por ello disminuyeron tanto la concentracion de STT como la de
STV. Lo anterior debido a un efecto combinado entre la lisis de los microorganismos y la mayor
produccion de CO, que queds libre en solucion resultado del proceso de respiracion aerobia. El
CO; puede solubilizarse en medio acuoso (Govind et al 1997) y contribuye con el sistema
amortiguador bicarbonato/acido carbénico a mantener el pH de las soluciones en valores
cercanos a la neutralidad. Esta idea se apoya al constatar que la concentracion de STF

permanecio relativamente constante a través de los experimentos.

En los controles de indculo, los STT y STV presentaron tendencia a disminuir paulatinamente,
(pero en mucho menor medida que en los matraces con 1HA) mientras que los STF

permanccieion consianies a o iargo dei experimento. Ninguno de estos cambios resultd ser

estadisticamente significativo.
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La mineralizacion de la materia organica fue monitoreada a través de parametros relacionados
con diferentes etapas de los ciclos biogeoquimicos de retroalimentacion que finalmente permiten
la asimilacion del contaminante. Cabe recordar que la biodegradacion de compuestos organicos
puede verse limitada debido a que los nutrimentos indrganicos indispensables para el crecimiento
microblano, se encuentran en bajas concentraciones en el ambiente (Swidoll er al 1988,

Steffensen y Alexander, 1995).

5.8. Nitrogeno amoniacal (N-NH3)

El mtrégeno es un nutrimento indispensable para [a sintesis de proteinas, acidos nucleicos y otras
moléculas que contienen nitrogeno. La mayor parte del nitrogeno en medio acuoso se encuentra
en forma de moléculas organicas como aminoacidos, aunque existe una pequeia fraccion disuelta
en forma de nitratos, nitritos y amonio (Guilién-Jiménez, er al. 2000). Los microorganismos
heterotrofos degradan enzimaticamente las formas de nitrogeno organico a nitrogeno ameoniacal
€n un proceso conocido como amonificacion. El amoniaco es producto de la desaminacion de

compuestos nitrogenados y de la hidrolisis de la urea.

La figura 10 ilustra los resultados de la concentracion de nitrogeno amoniacal, que presentd
diferencias significativas («=0.05) determinadas por los factores IHA, fuente de inculo y tiempo
(tablas 77, 79 y 81, anexo B). Se observaron comportamientos similares para IHAKIPCU,
IHAKIPCE e IHAKISTI, excepto para la prueba IHAKIPCE, que fue significativamente
diferente en el intervalo de t= 0 a [ dia, donde registré descenso de la concentracion con respecto
a la detectada iniciaimente y en el intervalo t=0 a 2 dias entre la concentracion producida por
IHAKIPCU e IHAKIPCE (tabla 84, anexo B). Como se mencioné con anterioridad, en esta serie
de pruebas la TPCO entre t= 0 a 1 dia es baja (SmgL'd) al igual que el porcentaje de
degradacion (menos del 10%) mientras que en el intervalo t= 1 a 2 dias, la TPCO vy el porcentaje
de degradacion de las pruebas IHAKIPCE, fue mayor que los registrados para IHAKIPCU e
IHAKIST].
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Con respecto a las pruebas IHAGIPCU, IHAGIPCE e THAGIST] (figura 10), la concentracién de
nitrgeno amoniacal descendio, a partir del inicio del proceso de degradacion, alcanzando a t= 3
dias, concentraciones que hacen dificil su deteccion. La concentracion minima detectable de
acuerdo con las curvas patron para este analito fue de 122 g NH3-N/L. A pesar de que se detectd
diferencia significativa entre las pruebas THAGIPCU e THAGIPCE, con respecto al tiempo, el

analisis de perfiles no permiti6 precisarlo con exactitud (tabla 84, anexo B).

Las series de controles de indculo no mostraron diferencias significativas en la concentracion de
nitrogeno amoniacal, sus valores permanecieron por debajo de los 10 mg/L a lo largo de todos los

experimentos.

. _—
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N-NH3(mg/L)

—+— HAKIPCU --#— [HAKIPCE —ar— [HAKISTJ
—&— HAGIPCU —&- JHAGIPCE —a— HAGST)

Figura 10. Perfil de produccién de N-NH; durante las PBAR
de IHA

Las PBAR con el IHAG se extendieron hasta t=14 dias. Cada punto es el promedio de 6 determinaciones. La
variacién mixima en los valores fue del 20%
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En el caso de las pruebas con 1HAK no se observéd consumo de amonio libre sino que su
concentracion aumento de acuerdo con el incremento acumulado de oxigeno consumido. En las
pruebas con IHAG si hubo consumo de amonio libre del MM hasta que su concentracion cayo.
Este comportamiento pudo deberse a que el IHAG, solamente cuenta con alrededor de 10% de
nitrégeno en su composicion elemental, en contraste con [HAK que tiene cerca del 20% y de
hecho, contiene compuestos aminados; en consecuencia se produjo amoniaco (alrededor de 55
mg/L después de 7 dias de etapa experimental), lo que constituye un indicio de la mineralizacion
de IHAK. Por lo tanto, para el IHAG se sugiere que el nitrogeno existente en forma de NH,Cl del
MM vy aquél que tiene el IHA constituyeron solamente una concentracion suficiente para que se
llevara a cabo la sintesis celular y las funciones metabolicas basicas de los MICroOrganismos

presentes, por lo que se registrd su desaparicion del medio.

3.9. Nitritos (N-NO;)

La nitrificacion permite que el amonio sea oxidado a nitritos (estado de oxidacion intermedio, ya
sea entre la oxidacién de amoniaco a nitrato y en la reduccién de los nitratos) por
microorganismos autdtrofos como  Nitrosomonas y finalmente microorganismos como
Nitrobacter Hevan a cabo la oxidacion de los nitritos a nitratos. Este proceso requiere de un
consumo de oxigeno considerable y provoca el descenso en los valores del pH. Al mismo tiempo,
se lleva a cabo un proceso de asimilacion, en el cual se consume carbono inorganico para la

sintesis de biomasa.

En las tablas 24, 31, 38, 45, 52 y 59 del anexo A.1 se encuentran los resultados promedio para los
nitritos. La concentracion de éstos presentd variaciones significativas (a= 0.05) atribuibles al

[HA, fuente de inoculo y al tiempo {tablas 77, 78, 80 y 82, anexo B).

En las pruebas con el IHAK los nitritos se detectaron en bajas concentraciones (no mas de 200

Hg/L)} y se observo su incremento significativo en el intervalo t= 0 a 7 dias que comprende todo el

ESTA TESIS NO SALE
nE A PYRTIOTEC,
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periodo de duracidn de las pruebas (tabla 85, anexo B). En t= 7 dias la concentracion de materia
organica de tipo carbonoso es muy baja, por lo que seguramente de haber continuado con las
pruebas, se hubiera observado el repunte en la TPCO, como consecuencia de la degradacion de
materia organica nitrogenada. Esta idea se apoya en los resultados de la prueba preliminar de

biodegradabilidad del IHAK (tablas 22 y 23, anexo A.1).

En el caso de las pruebas para el IHAG, los nitritos inicialmente se detectaron en muy bajas
concentraciones (menos de 50 pg/L) y conforme aumento el tiempo de degradacion éstos
tendieron a desaparecer. De acuerdo con el analisis estadistico, se encontraron diferencias
stgnificativas en la concentracion de nitritos con respecto al tiempo al comparar IHAGIPCE e
THAGISTI con respecto a IHAGIPCU, aunque el analisis de los perfiles no permiti¢ determinar

€n que tiempo en particular ocurrio (tablas 82 y 85, anexo B).

Los controles de indculo también presentaron bajas concentraciones de este analito y sin

variaciones estadisticamente significativas en su concentracion,

5.10. Nitratos (N-NO3)

En las tablas 24, 31, 38, 45, 52 y 59 del anexo A.1 se encuentran los resultados promedio para la
concentracion de nitratos que present6 variaciones significativas (o = 0.05) atribuibles al THA y

al tiempo (tablas 77, 80, 82 y 85, anexo B).

Las concentraciones detectadas corresponden a valores por debajo de 5 mg/L en todas las pruebas
efectuadas, lo que demuestra la ausencia de nitrificacién. No hubo diferencias significativas en su
concentracion entre tiempos, con respecto a las tres fuentes de indculo. De acuerdo con
experimentos de Van Ginkel ef al. (1995), esta carencia puede ser atribuida a la ausencia de las

bacterias nitrificantes las cuales son de lento crecimiento.
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Los controles de inoculo presentaron bajas concentraciones de nitratos (por debajo de 5 mg/L)

que no resultaron ser estadisticamente significativas.

Existe la posibilidad de que en los IHA estén presentes compuestos, o bien, que se hayan
generado durante la degradacion aerobia, subproductos a partir de alglin componente que limiten
o eviten la actividad nitrificante. A este respecto Keener y Arp (1994), reportaron que el benceno
y varios bencenos sustituidos pueden inhibir actividad de la amoniaco monecoxigenasa de
Nitrosomonas europaea y que en la mayoria de los casos, esa inhibicion estuvo acompaiiada por
la transformacion del compuesto aromatico a productos mas oxidados. Hyman er al. (1995)
estudiaron la inhibicion, inactivacion y la recuperacion de la actividad de amonio-oxidante
durante el cometabolismo del tricloroetileno con Nitrosomonas europaea bajo condiciones
aerobias. Finalmente Deni y Penninckx (1999), encontraron que los hidrocarburos del petrdleo
pueden inhibir la actividad nitrificante en suelos que no presentan historia previa de
contaminacion mientras que las bacterias amonio-oxidantes procedentes de suelos contaminados
adquieren cierta resistencia a la inhibicion, posiblemente por el incremento de la afinidad de las

bacterias nitrificantes a la fuente de amonio contenida en el suelo.

Debido a la corta duracion de los ensayos (7 dias para [HAK y 14 dias para IHAG) y a que no se
conoce la formulacion exacta de los IHA, puede sospecharse de ambas posibilidades como
explicacion a los resultados obtenidos. Sin embargo, de acuerdo con la prueba de
biodegradabilidad preliminar empleando THAK (tablas 22 y 23, anexo A1), se observo
incremento en la concentracion de nitratos a los 14 dias, con descenso en la concentracion de
amoniaco y nitritos. En este sentido para las PBAR empleando IHAK la falta de nitrificacion
fundamentalmente se debe a la corta duracién de los ensayos, mientras que para IHAG hay
evidencia de que los productos de degradacion pueden ser téxicos. Esta aseveracion pudiera verse

reforzada con los resultados obtenidos en los matraces control de toxicidad para las 3 fuentes de

-
nln n a
indculo, que sugi

1erto grado dc toxicidad del IHAG o de sus subproductos de degradacion.
Cabe recordar, que en la etapa experimental previa, se encontré que IHAG tenia menor
posibilidad de ser biodegradado y una alta toxicidad atn a diluciones de 1:1000 0 sea

1.73gDQOV/L o 742 mgCOD/L.
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5.11. Ortofosfates (P-PO,™)

El fosforo es otro nutrimento indispensable para las células, especialmente para la sintesis de
moléculas como el ATP y acidos nucleicos. La mayor reserva de fosforo en la biostera se
encuentra en rocas y sedimentos, también existe en el ambiente acuatico como moléculas
organicas y en formas inorganicas insolubles como el fosfato. El fosforo en pequenas
concentraciones estimula ¢l crecimiento microbiano y puede ser nutrimento limitante (por
ejemplo, para el crecimiento de algas). En aguas residuales el fosforo principalmente se encuentra
en sus formas inorganicas (ortofosfatos y polifosfatos) y en sus formas organicas Los
polifosfatos son totalmente hidrolizados a ortofosfatos; aquelios que forman parte de la materia

organica son biolégicamente degradados a ortofosfatos (Manahan, 1997).

La cuantificacion de ortofosfatos tuvo como objetivo verificar que la fuente de fosforo disponible
no fuera una limitante para la degradacion de los IHA. La concentracion de ortofosfatos presento
variaciones significativas (a= 0.05) atribuibles al IHA, fuente de inoculo y al tiempo (tablas 77,
80 y 82, anexo B). La figura 11 muestra que la concentracion de ortofosfatos disminuyd
paulatinamente, en el intervalo de t= 0 a 3 dias, lo cual podria explicarse en funcion de la sintesis
de ATP y acumulacion de granulos de polifosfato, dtiles en los procesos metabolicos celulares,
aunque esta aseveracion resulté especulativa, dado que la concentracion de fosfatos disminuyo
alrededor de 10% como maximo. Por otra parte, en t= 3 a 7 dias de todas las pruebas, hubo
incremento de la concentracion de ortofosfatos misma que pudiera deberse a su liberacion del
metabolismo endogeno y la lisis celular. A través del andlisis de perfiles, fue postble constatar
que las pruebas con ambos IHA empleando como fuente de inoculo IPCU presentaron
variaciones significativas con respecto a las pruebas con [PCE; especificamente en el intervalo =
0 a 7 dias para IHAKIPCU con respecto a IHAKIPCE y en los intervalos t= 0 a 3 y/o t=0 a 7 dias
al comparar IHAGIPCE con THAGIPCU (tabla 86, anexo B). Los controles de indculo no

iferencias esiadisticamente significativas en la concentracion de ortofosfatos,
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Figura 11. Perfil de la concentracién de ortofosfatos durante las PBAR de IHA

Las PBAR con el IHAG se extendieron hasta t=14 dias. Cada punto es el promedio de 6 determinaciones. La
variacién m#xima en los valores fue del 10%

En experimentos con aguas residuales Guillén-Jiménez et al. (2000) observaron que la
concentracion de ortofosfatos se reduce a cero en el intervalo de 2 a 3 dias como resultado del
consumo microbiano y posteriormente, ésta se eleva hasta casi llegar a un valor constante. En
plantas de tratamiento de aguas, los microorganismos utilizan sélo el fosforo necesario para sus
requerimientos metabolicos, resultando en la eliminacién de un 20 a 40% de la concentracion

icial detectada.
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5.12. Cuenta de bacterias heterétrofas totales (BHT)

Durante los procesos de biodegradacion, se libera de energia que permite elevar la capacidad
biosintética de los organismos y la incorporacién de carbono como constituyente celular,

observandose un incremento en nimero y biomasa de la poblacion (Atlas y Bartha, 1993).
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Figura 12. Perfil de la cuenta de BHT durante las PBAR
de THA

Las PBAR con el IHAG se extendicron hasta =14 dias. Cada punto es el promedio de 6 determinaciones. La
variacién méxima en los valores fue del 50%

La cuenta de BHT present¢ variaciones significativas (o= 0.05) atribuibles al THA, fuente de
indeulo y al tiempo (tabla 77, 80, 82 y 86, anexo B). Como lo muestra la figura 12, la cuenta de
BHT tuve su maxima abundancia a los 2 dias paia IHAKIPCU, IHAKIPCE e THAKISTJ; asi
como a los 3 dias para IHAGIPCU e IHAGISTJ. En el caso de IHAGIPCE no se obtuvo un
maximo en este parametro. La cuenta de BHT para IHAKIPCE present6 diferencias significativas

(tabla 78, anexo B) con respecto a [HAKIST] y las pruebas con las tres fuente de inéculo para
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IHAG, hecho que se distingue en la figura 12. El namero de microorganismos se incrementd

durante la etapa donde aumenta la velocidad de remocién de sustrato (Chudoba er al. 1992).

En algunos casos las curvas de crecimiento microbiano no presentaron un perfil de
comportamiento tipico (fases de latencia, exponencial, estacionaria y de muerte bien definidas);
sin embargo, es importante destacar que los valores de las cuentas de BHT se ajustan al
comportamiento de sus respectivos perfiles de consumo de oxigeno y en consecuencia con los de
tasa de consumo de oxigeno de las tablas 15 y 16, es decir la cuenta de BHT aumenta cuando el

consumo de oxigeno es mayor y disminuye cuando éste disminuye hasta tornarse asintotico.

A partir del andlisis de perfiles para la interaccion tiempo-fuente de indculo, se encontraron
diferencias significativas al comparar las pruebas realizadas con ambos THA empleando IPCE
con respecto a las pruebas utilizando los inoculos IPCU e ISTJ; especificamente en el intervalo
de t=0 a 3 dias para las pruebas con IHAK y en el intervalo t= 0 a 14 dias para las pruebas con
IHAG. La disminucion del nimero de BHT é partir de t= 3 dias, en el caso de las PBAR con
IHAK, puede atribuirse al agotamiento de los sustratos disponibles para biodegradacion, lo cual
se traduce en que la fuente de carbono y de energia se vuelven limitantes para la proliferacion de
€s0s microorganismos, mientras que en el caso de las pruebas con 1HAG puede atribuirse al
agotamiento de los sustratos disponibles o ae “facil” biodegradacion con respecto a otros que
puedan ser de mas lenta y requieran por lo tanto de mas tiempo (Chaineau e al. 1995), lo que

podria inducir cambios importantes en la comunidad bacteriana participante.

En el caso de las pruebas con IHAKIPCE, se observo una fase de latencia de 1 dia con respecto a
las pruebas IHAKIPCU e IHAKISTJ. Como se discutio en el caso de los datos de consumo de
oxigeno, aparentemente la velocidad de oxidacion de los sustratos fue menor en la parte de
arranque de las pruebas IHAKIPCE, aunque finalmente se llegé a resultados similares de
porcentaie gradacion y consumo de oxigeno después de 7 dias de etapa experunenial, De
acuerdo con la figura 1§, ¢p ¢l mtt;;v;,l,o de t=0a 1 dia se obtuvo bajo incremento de la cuenta de
BHT para lHAKIPCE con relacidon a IHAKIPCU e IHAKISTJ, pero para t= | a 2 dias el mayor

incremento de éstos correspondio a IHAKIPCE. A este mismo respecto, en todos los intervalos
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de monitoreo se obtuvo un incremento bajo de BHT para IHAGIPCE con respecto a IHAGIPCU
e IHAGIST]J, excepto en t= 3 a 7 dias donde el mayor incremento correspondié a IHAGIPCE,
mientras que IHAGIPCU e IHAGIST] vieron disminuida su poblacién y esta tendencia continud

en hasta el final de las pruebas.

Estos datos reflejan unicamente las bacterias que pudieron crecer en el medio NWRI en un
maximo de 48 horas y hay que considerar que muchos pudieron estar como agregados. Las
bacterias normalmente se encuentran agrupadas en gran numero, especialmente cuando se estan
reproduciendo activamente o cuando forman polisacaridos extracelulares, por lo tanto es muy
raro que estén distribuidos de manera uniforme en una muestra y como por lo general se
examinan muestras pequefias, pueden introducirse grandes errores. El método de cuantificacion
por extension superficial se basa en el supuesto de que cada célula bacteriana en la superficie del
agar, da origen a un cimulo de células que producen una colonia, la cual se manifiesta a simple
vista. La agitacion puede inducir la separacién de los agregados, asi como su formacion; de tal
manera que cada colonia puede proceder tanto de una sola célula como de un agregado. Al
respecto, los métodos de recuento de células viables no ofrecen confiabilidad absoluta para
efectuar la estimacion de todos los grupos microbianos existentes en una muestra, debido a que
no existe ningun medio de cultivo o grupo de condiciones de incubacion que permita el desarrollo
y diferenciacion de todos los grupos troficamente activos (Schade y Lemmer, 1995; Armendariz
et al. 1998). Los inconvenientes sefialados con anterioridad se reflejan en los resultados obtenidos
en todas las cuentas de BHT realizadas, por lo que constituyeron una variable no controlada

constante.

5.13. Perfiles de actividad enzimatica

La biodegradacién de contaminantes organicos es facilitada por enzimas, durante las funciones
metabolicas normales de los microorganismos; por medio de la asimilacion del carbono organico

del sustrato y su conversion a productos inorganicos (Albert et al. 1995).
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El calculo de los parametros de diversidad enzimatica se basé en las funciones empleadas para el
estudio de la ecologia de comunidades, donde es necesario conocer la diversidad o
heterogeneidad de especies presentes en un sistema dado De acuerdo con Krebs (en Luna
Pabello ef al 1994), una forma ampliamente aceptada para medir la heterogeneidad de una
comunidad (en el caso particular de este trabajo, medir la heterogeneidad de las actividades
enzimaticas del indculo mediante el sistema API Zym), es la funcion de Shannon y Wiener. El
valor obtenido como resultado de la aplicacion de esta funcién es directamente proporcional al
grado de diversidad presente en la comunidad bajo estudio. La funcién de Shannon y Wiener
combina dos componentes de la diversidad: el namero de especies y la proporcion relativa de los
individuos en las diferentes especies.

S
H = -Z(pi)(log2pi)
1= 1
Donde (en el caso particular de este trabajo). H= indice de diversidad enzimatica de la muestra;
S= nimero actividades enzimaticas detectadas y pi = proporcion del total de la muestra (nivel de

actividad enzimatica de 0 a 5) que corresponde a la especie i (en este caso a la enzima i).

La medicion de la equidad de la comunidad (muestra), puede calcularse de acuerdo con la
siguiente proporcion:
E = H/Hmax

Dénde: E equidad (valores de 0 a 1), H= diversidad de actividad enzimatica observada y Hmax=
méaxima diversidad de actividades enzimaticas

Hmax= log,S

La representacion grafica de los indices de actividad enzimatica para cada fuente de indculo se
encuenira en ias iablas 18, 19 y 20. En la tabla 21 se presentan los resultados numeéricos de H,
Hmax y E mientras que en las tablas 71 a 86, anexo A 2, se presenta el manejo de resultados para

calcular los indices de actividad enzimatica de las respectivas PBAR con los dos [HA.
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Tabla 18. Perfil de actividad enzimitica desarrollado durante las PBAR empleando IPCU
como fuente de inéculo

IHAKIPCU 2 (03/07/00) IHAKIPCU 3 (11/07/00)
0 dias | 2 dias 3dias | 7dias | 0 dias 2 dias | 3 dias 7 dias

Enzima

PAL
EST
LEST
LIP

ValA
CisA

aQUIM
PAC

NAFPH
aGal
Pgal
aGlc
BGic

GlcNAc

Enzima

PAL
EST
LEST
LiP
LenA
ValA
CisA
TRIP
aQUIM
PAC
NAFPH
Bgal
aGlc
BGlc
GicNAc |

THAGIPCU 2 (18/07/00) THAGIPCU 3 (15/08/00)
0 dias | 3 dias 7 dias | 14 dias | 0 dias 3 dias 7 dias | 14 dias
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Tabla 19. Perfil de actividad enzim4tica desarrollado durante las PBAR empleando IPCE como fuente de inéculo

IHAGIPCE 1 (05/09/00) IHAKIPCE 1 (12/09/00) IHAGIPCE 2 (19/09/00)

Enzimas 0d 3d 7d 14 d 0d 2d 3d 7d 0d 3d 7 d 14 d
PAL

EST
LEST
LIP
LeuA
ValA B
CisA
TRIP
aQUIM |
PAC
NAFPH
aGal
BGal
aGlc

BGle
GleNA¢ # i
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Continuacién tabla 19. Perfil de actividad enzimstica desarrollado durante las PBAR empleando IPCE como fuente de inéculo

THAKIPCE 2 {26/09/00) THAGIPCE 3 (19/09/00) THAKIPCE 3 (17/10/00)
Enzimas od 2d 3d 7d 0d 3d 7 d 14 d 0d 2d 3d
PAL

EST
LEST
LIP

LeuA
ValA
CisA
TRIP

aQUIM
PAC
NAFPH
BGal
aGlc
BGle
GleNAc

7d
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Tabla 20. Perfil de actividad enzimditica desarrollado durante las PBAR empleando ISTJ como fuente de indculo

THAGISTJ 1 (31/10/00)
Enzima 0d 3d 7d 14d 0d
PAL

EST
LEST
Lip
LeuA
ValA |
CisA
TRIP
aQuim
PAC
NAFPH A
BGal
aGlc
BGlc
GleNAc¢

THAKISTJ 1 (7/11/00) THAGISTJ 2 (14/11/00)
2d 3d 7d 0d 3d 7d

14 d

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

93




BIODEGRADACION AEROBIA DE INHIBIDORES RESULTADOS, ANALISIS
DE HIDRATACION DE ARCILLAS Y DISCUSION
L ]

e —————————————————————————————

Continuacién tabla 20. Perfil de actividad enzimdtica desarrollado durante las PBAR empleando ISTJ como fuente de indculo

THAKISTJ 2 (21/11/00) IHAGISTJ 3 (28/11/00) THAKISTJ 3 (05/12/00)
Enzima 6d 2d 3d 7d 0d 3d 7d 144d 0d 2d 3d 74
PAL

EST
LEST
Lip

LenA
ValA
CisA
TRIP

o Quim
PAC

NAFPH
fGal
aGlc
BGlc

GicNAc

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOQUIMICAS 94




BIODEG RADAC[()N AEROBIA DE INHIBIDORES RESULTADOS, {\NA'LISIS

DE HIDRATACION DE ARCILLAS Y DISCUSION
m
e R R R e —

5.13.1. Perfil de actividad enzimatica inicial de las fuentes de inéculo

En la figura 15 se presenta la comparacién esquematica de los perfiles de actividad enzimatica
inicial para las 3 fuentes de indculo empleadas. Las actividades enzimaticas y sus respectivos
niveles de actividad enzimatica detectados para las fuentes de indculo IPCU e IPCE guardaron
relacion con los reportados por Vazquez-Rodriguez ef al. (1999b), para indculos procedentes de
tanques de aireacion de plantas de tratamiento, donde ademas se encontraron diferencias en los
niveles de actividad dependiendo del origen del inéculo. En dichos experimentos, se reporto la

presencia de PAL; EST; LEST, LIP, LeuA; ValA, PAC; NAFPH; GlcNaC y a—BGlc.

El analisis estadistico efectuado mediante un ANDEVA para dos factores (IHA y fuente de
indculo), destacd que hubo diferencias significativas (a= 0.05) en los valores de indice de
diversidad enzimatica de la fuente de inéculo (H) que fueron atribuibles al factor fuente de

tndculo al comparar ISTI con IPCE ¢ IPCU (tabla 92, anexo B).

Este mismo resultado se obtuvo para los datos de indice de diversidad enzimética maxima de la
fuente de inéculo (Hméax). Una probable explicacién de las diferencias significativas de los
valores de H y Hmax encontradas para la fuente ISTJ con respecto a IPCU e IPCE, es que ISTJ
se obtuvo a partir una preparacion de sobrenadante de tierra de jardin de una casa habitacion; en
contraste con IPCU e IPCE que provienen de plantas de tratamiento de tipo mixto, por lo tanto,
estos microorganismos habrian tenido mas oportunidad de estar en contacto con una variedad de
compuestos mucho mas amplia que los de tierra de jardin, lo que determinaria sus mas amplias
capacidades metabolicas. Asi, Hmax para las fuentes de indculo IPCU e IPCE fue de 14 a 15
enzimas detectadas en promedio, mientras que para 1STJ solo se detectaron de 6 a 8 actividades,
por lo que su diversidad enzimatica fue menor (figura 14 y tablas 18, 19, 20 y 21). Este resultado
da sustento a la recomendacion de la OECD de emplear indculos procedentes de plantas de
tratamiento de agua, debido a que presentan amplia diversidad de bacterias capaces de llevar a
cabo el proceso de biodegradacion. Asimismo, refuerza ia aseveracion de que el origen de la
fuente de indculo determina su estado fisiolégico y la naturaleza de los sistemas enzimaticos que

expresa (Nyholm et al. 1984; Grady et al., 1995; Osswald ef al. 1995; Van Ginkel et al 1995).
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Finalmente también concuerda con lo expresado por Thouand y Block (1993) y Thouand er af.
(1996), acerca del efecto de la adaptacion del indculo a la sustancia de prueba en los resultados

de pruebas de biodegradabilidad.

No se registraron diferencias significativas (a= 0.05) en los valores de E, Io que se interpretd
como que en las tres fuentes los niveles de actividad enzimatica se manifestaron de manera muy
similar a los que potencialmente pueden desarroilar, por io que pudo inferirse que las tres fuentes
de indculo poseian un potencial y/o caracteristicas metabélicas similares al iniciar el proceso de
biodegradacion de los IHA (tabla 92, anexo B). Cabe destacar que de acuerdo con la figura 14
hubo actividades enzimaticas comunes entre las tres fuentes de inoculo a t=0 dias (por ejemplo:;
PAC, PAL y LeuA); ademas de que fueron las que demostraron mayores niveles de actividad,
independientemente de la fuente. A su vez las glucosil hidrolasas solo fueron comunes a IPCU e

IPCE y tuvieron bajo nivel de actividad mientras que en ISTJ no fueron detectadas.

El anahsis estadistico antes referido demostrod que el factor IHA no tuvo efecto significativo en
los resultados de actividad enzimatica de la fuente de inoculo t= 0 dias, o cual tiene cierto grado
de logica, pues las pruebas se corrieron inmediatamente después de preparar las soluciones para
iniciar la corrida biodegradabilidad, por lo que hubo poca oportunidad de que el contacto con el
IHA tenga un efecto significativo en estos resultados. Esta aseveracion tiene sustento en el
fundamento mismo de los métodos enzimaticos de deteccion de actividades, ya que el
relativamente corto periodo de incubacion (4 horas), permite la deteccion de los fenotipos que ya

estan presentes en vez de aquéllos que potencialmente pueden desarrollar (Victorio et al. 1996).

Debido a que se introdujeron otro tipo de variables al factor fuente de indculo, como el conservar
[PCE en refrigeracion después de haberse obtenido y el hecho que las pruebas se realizaron a lo

largo de varios meses, se comprob6 que no hubiera diferencias significativas entre las fuentes de

0.05) considerando solamente el factor fuente de indculo (tabla 93, anexo B). La tnica diferencia
estadisticamente significativa adicional a las ya descritas (o sea las diferencias al comparar [STJ

con IPCU e IPCE), fue H entre las PBAR donde se empled IPCU e IPCE.
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Esta observacion puede explicarse en funcion de haber conservade al IPCE en refrigeracion
durante mes y medio después de su obtencion. La refrigeracion es el procedimiento mas
recomendable para la preservacion de muestras debido a que retarda la velocidad a la cual las
poblaciones microbianas cambian en respuesta a trastornos en el ambiente (Madsen, 1996). En
este caso en especifico, se observ la tendencia al descenso en los valores de H en IPCE con
respecto al tiempo hasta aproximadamente 22 dias de refrigeracion. Posteriormente, como
consecuencia atribuible a la lisis celular se incorporan al medio materiales diversos en
composicion, lo que podria permitir el desarrollo de otras especies de microorganismos y su
sucesion; por lo tanto H remonto su valor, indicando mayor diversidad enzimatica en la fuente de
inoculo (tabla 21). El fenémeno de lisis celular se corrobord con el incremento en los niveles de
actividad de la GleNAc, relacionada con componentes estructurales de la pared bacteriana (tablas
19y21).

5.13.2. Perfiles de actividad enzimitica desarrollados durante la biodegradacion de los IHA

En esta seccion se presentan los resultados de los perfiles de actividad enzimitica que
desarrollaron las 3 fuentes de indculo durante la degradacion de IHAG e IHAK. Con estos
resultados también se pretenden elucidar posibles relaciones de semejanza entre 10s sustratos
presentes en el sistema de deteccion y la estructura de los IHA y/o sus productos de degradacion.
Se infiere que el aumento en la actividad alguna enzima, se debid a que los microorganismos que
constituyen la fuente de indculo, se encontraron con una estructura similar en el medio y

requirieron desarrollar y/o incrementar esa actividad para poder metabolizar la estructura.

En el caso de las aminopeptidasas, se observo incremento en la actividad de LeuA desde 1= 2 dias
para las pruebas con IHAK e THAG vy, por lo general se mantuvo en su maximo nivel hasta
finalizar las corridas. La leucina es el aminoacido apolar alifatico de cadena lateral
hidrocarbonada mas grande (4 carbonos), lo que permitiria correlacionar el incremento de su
actividad con la degradacion de estructuras semejantes en los IHA. ValA mostro tendencia a
aumentar alrededor de t= 3 dias para las pruebas con IHAK mientras que en algunas PBAR con

IHAG, se observé el incremento en su nivel de actividad va sea en t= 3 y/o 7 dias.
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Tabla 21. Anatlisis de la actividad enzimatica desarroilada durante las PBAR con las tres fuentes de indculo

Tiempo | Enzimas CcOoDn Tiempo | Enpzimas COD
Prucha (Dl'il.;L detectadas H H s E {mg/L) Prucha (Dl'il;) detectadas H H i E {mg/L)
0 15 3.7202 { 3.9068 1 0.9522 169 IHAGIPCE 3 0 g 32910 | 345394 | 095313 80
[H(!;Egn((:)}] 2 2 14 31,5707 | 3.8073 | 0.9378 14 (35 dias)* 3 12 3.2731 | 33849 { 09130 51
7 13 34900 | 37004 | 09433 9 (10/10/00) 14 14 35189 | 38073 [ 09242 10
[HAKIPCU 3 0 16 37796 4 0.9449 164 IHAKIPCE 3 0 12 3.2146 1 33849 | (1.89067 16Y
(11/07/00) 2 14 3.5691 | 3.8073 | 0.9374 23 (42 dias)* 2 Il 3.2392 | 34394 | 09363 75
7 13 3.6642 | 3.7004 | 0.9902 10 (17/10/00) 7 13 34661 | 3.7004 | 09367 9
0 14 3.6295 | 3.8073 | 0.9533 85 0 8 2.8571 3 09323 85
l}t;\s(/;o[;go‘; 23 7 2.6037 | 2.8073 | 0.9275 |38 ”('ﬁﬁ{;j‘go") ! 3 1 3.1326 1 34394 ] 09055 | 77
14 12 3.3564 | 35849 | 0.9363 13 14 2 3.3120 | 3.5849 | 09239 18
0 14 3.7597 | 3.8073 | 0.9874 84 e 0 1§ 24479 | 23849 | 0.94069 170
“:';‘5::;5(3 3 3 7 2.3243 | 28073 | 0.8992 46 ll(i‘f;:‘l‘ls‘:;;j) ! 2 10 30449 | 33219 | 09166 9
14 12 33001 | 3.5849 | 0,9373 10 7 15 3.7508 | 39069 | 09600 4
IHAGIPCE 1 0 15 3.7029 | 3.9068 | 0.9478 84 IHAGISTJ 2 0 6 28571 3 (L9523 30
(Fresco)* 3 6 22822 | 2.5849 | (.882¢9 82 (14/11/00) 3 13 3.42535 | 3.7004 | 0.9257 38
(0:5/09/00) 14 1) 30645 | 33219 | 0,9225 15 14 14 3.5707 | 3.8073 j 09378 34
IHAKIPCE 1 0 14 3.5567 | 3.8073 | 0.v342 173 IHAKIST]J 2 (0 7 20014 | 28073 | 092066 {62
(7 dias)* 2 Y 23522 | 31699 | 0.7420 20 (21/11/00) 2 |5 3.7040 | 39069 | 0 Y482 12
(12/09/00) 7 12 2.8522 1 35849 | 0.7936 25 7 13 3.8389 | 33219 | 098206 4
IHAGIPCE 2 0 14 3.5205 | 3.8073 | 0.9246 76 IHAGISTJ 3 0 8 2.4479 [ 2.3849 | 0.940Y 83
(14 dias)* 3 6 2.2509 | 2.5849 | 0.8829 36 (28/11/00) 3 8 2.8040 | 35219 1 0.8441 33
(19/09/00) 14 12 3.3462 | 3.3219 | 0.9225 3 14 12 3.3359 [ 3.5849 | 0.9305 18
IHAKIPCE 2 0 13 30133 | 3.7004 | 0.8143 170 THAKISTS 3 0 6 24479 | 2.5849 | 0.946Y 170
(21 dias)* 2 15 3.6720 | 3.9069 | 0.9399 69 (05/12/00) 2 i0 U109 | 33219 | 09365 14
(26/09/00) 7 14 3.3986 | 3.8073 | 0.9451 12 7 15 37428 | 39069 | 0.9380 2

* En este caso ¢l indculo se mantuvo en refrigeracion a 7°C de acuerdo con los tiempos sedatados en la tabla a excepeion del denominado como fresco
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En general, la actividad de las lipasas siguié el siguiente orden: EST > LEST >LIP. Como se
anoto con anterioridad, EST hidroliza cadenas de 4 atomos de carbono, mientras que LEST y LIP
actuan sobre cadenas de 8 y 14 carbonos respectivamente. Es decir, EST es la enzima que tiene la
capacidad de actuar sobre una estructura mas sencilla. Los [HA son mezclas de polimeros con
alto peso molecular, por lo que inicialmente sélo podria degradarse la parte mas accesible de la
molécula y conforme fuera degradado quedarian expuestas otras partes mas recalcitrante; por lo
tanto enzimas como LEST y LIP podrian contribuir a su degradacion. Por ello se justifica el
incremento de LEST a partir de t= 3 dias mientras que la actividad de LIP desaparecto 0 estuvo
en su nivel minimo a lo largo de toda la prueba y solo ocasionalmente se incrementd en los

intervalos comprendidos entre t=3 a 7 dias para las pruebas con IHAK y t= 7 a 14 dias para las
PBAR con IHAG.

La actividad de las fosfatasas se mantuvo en niveles elevados a lo largo de todas las pruebas
como resultado de la degradacion del ATP durante los procesos catabolicos que permiten la

asimilacion de los IHA.

La actividad de GicNac se mantuvo en niveles bajos hasta t= 2 dias en el caso de las PBAR con
IHAK como fuente de carbono, punto donde se observo mayor TPCO, cuenta de BHT vy
porcentaje de remocion de COD. La actividad de GlcNAc sufrié un incremento en t= 3 ylo 7
dias, como consecuencia del paulatino descenso de la cuenta de BHT. Cabe destacar, que en el
caso de las pruebas donde la actividad de GlcNAc estaba presente al inicio del experimento (por
ejemplo, en las pruebas empleando IPCE); la cuenta de BHT a t= 0 dias mostré tendencia
decreciente entre las corridas. En este caso, la actividad de GicNAc desaparecié en t=2 dias, para

volver a presentarse en t= 3 y/o t= 7 dias.

La actividad de GIcNAc durante la degradacion de IHAG, present6 un comportamiento similar al
observado para IHAK, pero en diferentes intervalos de tiempo. La enzima se mantuvo inactiva en
el intervalo de 1= 0 a 3 dias debido a que la degradacion de [HAG fue mas lenta. La actividad de
GleNAc comienzo a incrementarse en t= 7 dias (pero en menor proporcion que en las pruebas

con IHAK), debido a que en el intervalo de t= 3 a 7 dias todavia no se ha alcanzado un alto
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porcentaje de remocion de COD y se mantuvo una TPCO relativamente constante, seial que la
comunidad microbiana se encontraba aun activa. Finalmente, en el punto t= 14 dias, se observo
que la actividad de GlcNAc se mantuvo en niveles similares a t= 7 dias o si acaso, subid un nivel,
Este resultado puede relacionarse con los porcentajes de degradacion obtenidos en las PBAR
denominadas IHAGIPCE, que fueron de 89% en promedio; lo que significa que todavia cxiste
sustrato oxidable y por lo ende, que las BHT continien viables aunque con bajos niveles de
actividad. Adicionalmente, fue posible constatar que si la actividad de GleNac estaba presente en
t= 0 dias, ésta no se detectd hasta t= 7 y/o t= 14 dias; una vez que se ha rebasado el periodo

actividad microbiana maxima.

Las glucosil hidrolasas que se detectaron al inicio de las pruebas solo se expresaron en nmveles
bajos, o inclusive su actividad desaparecio durante parte de la etapa experimental. Con estos
resultados es posible inferir que este tipo de enzimas no se requieren durante la degradacion de
los IHA y que se detectaron porque el inéculo las tenia desde el inicio. También se pudo apreciar

que la actividad de BGal fue inhibida en presencia de aGlc y BGlc.

El analisis estadistico efectuado mediante un ANDEVAMU para dos factores (IHA v fuente de
tnoculo), destacd que hubo diferencias significativas (o = 0.05) en los valores H atribuibles al
[HA y al tiempo (tablas 94 y 95, anexo B). Este resultado indica que para degradar diferentes
tipos de THA se requirié desarrollar diferentes niveles de actividad enzimatica a partir del
potencial de actividades que poseia cada fuente de indculo, pero que para la degradacion de un
mismo [HA por cualquiera de las tres fuentes de indculo, se desarrollaron niveles de actividad
enzimatica similares, ya que la fuente de indculo no resulté ser estadisticamente significativa.
Adicionalmente, el valor de H registro cambios con respecto al tiempo (tabla 96, anexo B) como
se aprecia en las tablas 18 a 21, en el caso de los indculos procedentes de plantas de tratamiento
de aguas éste descendié en t= 2 y 3 dias (puntos de maxima actividad degradadora para [HAK ¢
IHAG, respectivamente) v posteriormente_ a t= 7 v/g t— 14 dias volvio a incrementarse, sin llegar
a su valor inicial mientras que para la fuente ISTJ los valores de H se incrementaron z lo largo de
todo el periodo. Ello significa que de la diversidad enzimatica inicial que presentaron IPCU e

IPCE, solo se requirieron algunas actividades para llevar a cabo la degradacion de los [HA, por lo
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que muchas otras descendieron o desaparecieron, mientras que IST] que presentd menor nimero
de actividades al inicio, necesitd expresarlas con mayor magnitud para flevar a cabo el proceso de
degradacion. Este comportamiento se observo mejor en el caso de IHAKISTJ con respecto a

IHAKIPCU siendo una diferencia significativa (tabla 96, anexo B).

Con respecto a los datos de Hmax, se encontraron diferencias significativas (a= 0.05) atribuibles
a los factores IHA, fuente de inoculo y tiempo (tablas 94 y 95, anexo B). Las pruebas IHAKIST)
presentaron diferencias con respecto a [HAKIPCU e [HAKIPCE, especificamente entre los
valores de Hmax del intervalo de t=0 a 2 dias al comparar IHAKISTJ con IHAKIPCE y en todo
el periodo experimental para IHAKISTJ con respecto a IHAKIPCU e IHAKIPCE (tabla 96,
anexo B). Asi, Hmax para las fuentes de inoculo IPCU e IPCE descendié o se mantuvo similar a
su valor inicial, mientras que para ISTJ se detectaron mayor numero de actividades conforme

aumentd el tiempo.

Los valores de E presentaron diferencias significativas (o= 0.05) atribuibles a los factores fuente
de inoculo y tiempo. Este resultado de los valores de E se interpretd como que los niveles de
actividad enzimatica para cada fuente de indculo, se manifestaron de manera muy similar a los
que potencialmente podian desarrollar en cada punto donde se realizo el analisis, pero que E
cambia de un punto a otro, como consecuencia de las variaciones en H y Hmax (tablas 94, 95 y

96, anexoB).

3.14. Analisis integral

El [HAK (base amina) presentd porcentajes de remocion de COD superiores al 90% en 7 dias
mientras que IHAG (base glicol) solo alcanzé porcentajes de remocion por encima del 70%
después de 14 dias de etapa experimental. De manera generai se observo que el descenso en los
valores de pH se registro en el periodo donde también se registro la mayor tasa de consumo de
oxigeno y velocidad de oxidacion de los sustratos (= 0 a 2 dias con el IHAK y t=0 a 3 dias con

el IHAG), reflejado en el porcentaje de degradacion de los IHA e incremento en la cuenta de
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BHT. En general, no se observaron fases de latencia en el crecimiento de las bacterias
heterotrofas totales ni en la remocion de los IHA. Wiggins ef al. (1987) reportaron que el periodo
de aclimatacion es el reflejo del tiempo que tarda una pequefia poblacién de MICrOOrganismaos
capaces de degradar un compuesto en alcanzar una densidad celular aha para obtener un
porcentaje de degradacion detectable. En este mismo lapso se registro la produccidn de amoniaco
y nitritos, producto de la degradacion de los compuestos aminados presentes en IHAK mientras
que en las pruebas con IHAG las concentraciones de amoniaco y nitritos descendieron hasta
hacer poco confiable su deteccion. Para ambos IHA se detecto ef descenso en la concentracion de
ortofosfatos entre t= 0 a 3 dias, como consecuencia de la sintesis de ATP. Los nitratos no se

presentaron debido a la corta duracion de los ensayos.

En este punto, es conveniente sefialar que el descenso en los valores de pH en el periodo de
maxima degradacién, podria ser un parametro de cuantificacion sencilla que permita detectar el
intervalo de maxima actividad degradadora de este tipo de compuestos cuando no se cuenta con
equipos automaticos como el respirdmetro que en este caso en particular proporciono las curvas
de oxigeno que permitieron hacer el seguimiento de la prueba si necesidad de tomar muestras
diariamente. Evidentemente, tendria que demostrarse la utilidad del pH como parametro de

monitoreo acoplado a las metodologias para evaluar biodegradabilidad.

La diversidad microbiana (en términos de abundancia y riqueza de actividad enzimatica) de las
tres fuentes de indculo, demostrd que los requerimientos para el correcto desarrollo de las PBAR

(desde el punto de vista microbiologico), fueron satisfechos.

Las tres fuentes de inéculo presentaron potencialidades similares a través del analisis de las
muestras 2 t= 0 dias. IPCE (conservado en refrigeracion durante mes y medio después de haberse
obtenido), demostro que la diversidad enzimatica (en términos de H y Hmax) no represento una
iva para logiar un resultado positivo en ias PBAR, aunque el porcentaje de
degradacion para ambos IHA disminuyo ligeramente entre la primer y la tercer corrida, pero
aumento entre la primera y la segunda (tablas, anexo B.1). Adicionalmente, la velocidad

especifica de crecimiento maxima presenté un comportamiento ambiguo, pues no se modifico en
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cl caso de las PBAR para IHAK pero disminuyo significativamente para las PBAR con [HAG.
También se observo que cantidad de biomasa (medida como cuenta de BHT, UFC/L) se
incrementd entre la primer y la tercer corrida para ambos IHA. El descenso de la velocidad de
degradacion con incremento en la cantidad de biomasa puede explicarse con base en las
variaciones de la composicion y actividad del indculo (Zgajnar y Zagorc, 1996). El mismo
fenomeno fue interpretado por Ingerslev ef al, (1995) como influencia de ta liberacion de materia

organica a partir del lodo.

Kuenemann er al. (1992) sefialaron que el pre-acondicionamiento del inéculo (por ejemplo,
aireacién durante varios dias) obliga a las bacterias a consumir sus propias reservas o sus
constituyentes celulares para sobrevivir y que por lo tanto, para reconstituirse, presentan la
tendencia a asimilar mas carbono que las bacterias recién colectadas. De acuerdo con los estudios
de obtencion y caracterizacion de consorcios degradadores especificos bacterias como
Microccocus sp; Pseudomonas sp y Bacillus sp (Ruiz-Sanchez, 2001) tienen la capacidad de
degradar los IHA; por su parte, Chaineau er al. (1995), reportd geéneros similares para ia

degradacion de fluidos base aceite en recortes de perforacion impregnados.

En el caso de IHAKIPCU e IHAGIPCU hubo altos incrementos de en la cuenta de BHT vy altas
TPCO; sin embargo, se observan comportamientos abruptos tanto en el aumento como en la
disminucion de la cuenta de BHT en un lapso de tan solo 24 horas, datos que apuntan a la
posibilidad de que la cantidad de BHT esté subestimada debido a la presencia de agregados y/o
que proporcionalmente existan mas microorganismos que no pueden crecer en el medio NWRI
pero que si se encuentren troficamente activos. De acuerdo con los analisis de perfiles de
actividad enzimatica, se demostro que IPCU, presento la mayor equidad entre las actividades
enzimaticas detectadas y la actividad enzimatica maxima. Estos resultados permiten inferir que
IPCU presenta, o bien, una diversidad microbiana diferente (en términos de riqueza de especies
© que los microorganisiios existentes han tenido ya un
proceso de adecuacion por pre-exposicién a compuestos similares (aminas y glicoles) contenidos

en los [HA
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Por otra parte para las pruebas IHAKIPCE hay alta produccion de BHT, muy similar a
IHAKIPCU, aunque menor TPCO. Estos datos indican que los microorganismos presentes en
este indculo se muitiplican mas que los IPCU pero presentan igual capacidad para degradar el
IHA base amina (es posible inferir esta posibilidad como consecuencia de la similitud entre la H
y Hmax encontradas en IPCE a t= 0 dias con respecto a IPCU) y/o que existen muchas BHT que
no pueden crecer en NWRI pero que estan troficamente activos y/o que proporcionalmente hay
mas agregados que en las PBAR con [HAKIPCU. En contraste, para las corridas denominadas
IHAGIPCE hubo baja produccion de BHT (UFC/L) a lo largo de todo el experimento, mientras
que las TPCO vy los porcentajes de degradacion fueron similares a los obtenidos con IHAGIPCU.
Estos datos indican que las BHT presentes en este inoculo se multiplican menos que fas de IPCU

pero son mas activas para degradar el [HA base glicol.

Para IHAKISTJ, la cuenta de BHT en el periodo de méxima actividad degradadora, es un orden
de magnitud logaritmico menor en contraste con los obtenidos para IHAKIPCU e IHAKIPCE,
pero registro altas TPCO desde la etapa de arranque de las corridas, por lo tanto es posible que la
interaccion IHAK - ISTJ como fuente de moculo, represente la prueba con mayor cantidad de
BHT troficamente activas no cultivables en el medio NWRI y/o el que presente mayor cantidad
de agregados a lo largo de toda la prueba, aunque sea la curva que mejor responde a un modelo
tipico de crecimiento microbiano. La relacion entre la diversidad enzimatica del indculo
encontrada y la diversidad enzimatica maxima reveld alta equidad, que evidencia su capacidad
para llevar a cabo la degradacion de IHAK. En el caso de IHAGISTJ) se detecté un
comportamiento similar al descrito, pero unicamente con respecto a IHAGIPCU. Por lo tanto,
para esta fuente de inoculo se observa un comportamiento ambiguo ya que para la prueba
THAKISTIJ se obtuvieron resultados muy similares a los de I[HAKIPCU (y por ende, a los
resultados de IHAKIPCE). En contraste los resultados de la prueba IHAGIST) indican que el

inoculo tuvo que pasar por un periodo de adaptacion para poder comenzar a degradar el [HAG.

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOQUIMICAS 105




BIODEGRADACION AEROBIA DE INHIBIDORES CONCLUSIONES
DE HIDRATACION DE ARCILLAS Y RECOMENDACIONES

CAPITULO 6. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. Conclusiones

** La seleccion de los THA se realizo a partir de la relacion DBOs/DQO que fue directamente
proporcional a su porcentaje de remocion y al tiempo de duracion de las pruebas de
biodegradabilidad correspondientes y las pruebas de tolerancia aparente a los [HA, no

importando el no conocer su composicion y/o toxicidad.

% El estandarizar la relacion So/Xo inicial mediante la cuenta de bacterias heterdtrofas totales

permitié minimizar el efecto de los factores origen y/o composicién de la fuente de indculo.

%* Los IHA evaluados resultaron rapidamente biodegradables. El IHA base amina presento
porcentajes de remocion de COD superiores al 90%, con cualquiera de las tres fuentes de
indculo empleadas, en un plazo de 7 dias. En el caso del IHA base glicol se obtuvieron

porcentajes superiores al 70% después de 14 dias, con las mismas tres fuentes de indculo.

% Los resultados de velocidad especifica de crecimiento maxima, porcentaje de remocion
registrado en los controles de toxicidad y la duracion misma de los experimentos demostraron

que el IHA base amina es mas biodegradable que el IHA base glicol.

* El origen de la fuente de indculo influys en el comportamiento cinético de degradacion del
[HA base glicol, el cual fue mas dificil de degradar. No obstante, para el [HA base amina no

resulté significativo.

% El seguimiento de los parametros fisicoquimicos y microbiolégicos aportd datos relevantes

para comprender:
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v" El proceso de biodegradaciéon aerobia de los dos ITHA: pH, oxigeno consumido, cuenta de
BHT y los perfiles de actividad enzimatica.

¥ La mineralizacion del IHA base amina: la cuantificacién de amomaco y nitritos.

* Los nitratos, ortofosfatos y los solidos totales no proporcionaron informacién relevante sobre

el proceso de biodegradacién de los dos THA estudiados,

% Las curvas de BHT estan estrechamente asociadas con las curvas de consumo de oxigeno,
porcentaje de remocion de COD vy los perfiles de actividad enzimatica, para las tres fuentes de

indculo.

%+ Las tres fuentes de indculo presentaron la misma potencialidad enzimatica para realizar el
proceso de biodegradacion en términos de equidad de actividades. Ello derivé en la obtencion
de porcentajes de degradacion similares para ambos IHA, aunque la diversidad enzimatica

maxima para ISTJ fue menor con respecto a los indeulos obtenidos de plantas de tratamiento

% Los perfiles de actividad enzimatica durante la degradacién de los IHA fueron diferentes
dependiendo del tipo de THA. Se observd el incremento de las siguientes actividades

enzimaticas:

v" Para el inhibidor base amina: ia tripsina y la quimotripsina, misma que no se detect6 para
el inhibidor base glicol.

v Para ambos IHA: la actividad de la leucina y valina arilamidasa (que hidrolizan enlaces -
peptidicos constituidos por cadenas hidrocarbonadas), asi como la esterasa y la lipasa-
esterasa (que hidrolizan cadenas hidrocarbonadas).

v" Para ambos THA el incremento de la actividad de la N-aceétilglucosaminidasa, corrobora

ue ei descenso en la cuenta de bacieiias heterdtrofas totales hacia ¢} final de los pericdos
3 o
a

de las bacterias.
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6.2. Recomendaciones

Como sugerencia para continuar con el desarrollo de estudios de biodegradabilidad aerobia
rapida de inhibidores de hidratacion de arcillas y otras sustancias empleadas en la industria, asi
como profundizar en el conocimiento, comprensién y optimizacion del proceso de

biodegradacion en general, se propone:

“ Realizar pruebas de biodegradabilidad para estos IHA a diferentes relaciones So/Xo, a efecto
de profundizar en el efecto del control de esta variable sobre los porcentajes de remocion de

materia organica disuelta y/o la clasificacion de éstas como rapidamente biodegradables.

% Evaluar fa produccion de metabolitos o productos cuya toxicidad se sospecha durante la
degradacion de los THA. En este sentido, la atencion debe centrarse en aquellos THA que
después de presentar biodegradacion, generen subproductos que resulten mas toxicos o

genotoxicos que el IHA como tal.

** Caracterizar los consorcios microbianos desarroliados a lo largo de los estudios realizados
ara conocer de manera mas precisa los cambios poblacionales ocurmidos y las especies con
Y

mayor actividad degradadora a fin de disefar indculos,
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1. Laboratorio: PIQAyQA
2. Fecha de inicio de la prueba: 16 de mayo del 2000.
3. Sustancia de prueba:
Nombre: IHAK
Concentracion en la solucidn stock: 28,400 mgCOD/L
Concentracion inicial en el medio (C,): 196 mgCOD/L
Volumen en el matraz: 250 mL
4, Inéculo:
Fuente: Tanque de aireacion de la planta de tratamiento de aguas, Ciudad Universitaria, México D.F
Tratamiento: Centrifugacién a 500 g por 5 minutos
Pretratamiento: Aireacién
Cuenta de BHT en la mezcla de reaccion: 5.29 E+08 UFC/L.
S. Consumo de oxigeno:
Tipo de respirémetro: VOITH-Sapromat B-12

Tabla 22. Resultados de consumo de oxigeno

TiempoDiag) | # | 0 | 1 | 2 [ 3 [ 4T 56 [7 [ 8109 [10]il] 210313

al | O | 14 |479 | 547 [ 581 | 605 | 619 | 630 | 640 | 648 | 654 | 660 | 668 | 674 | 674

Consumo de | a2 0 13 | 385 544 | 582 | 607 | 624 | --- --- e --- --- .- -

O, THAK (mg) | a3 | 0 | 9 [470 | 539 | 576 | 604 | 618 | 630 | 639 | 647 | 655 | 665 | 675 | 679 | &79

‘ ad | 0 | 14 | 386 | 539 | 571 | 599 | 617 | 632 | 643 | 654 | 661 | 666 | 671 | 675 | 673
Consumo de 1} ] 0 0 0 0 0 0 8 8 8 8 8 8 8 8 8
0, Indculo b2 0 6 7 11 14 14 15 16 | eee | eem | e i Ml e
(mg) B3 0 | 0 |0 [0 3313 515 71713 F71 77T

be | 0 | 1 1 Ll 2T 4T s T 7781w ]zl 131

Promedio | P | O | 2| 23|55 |89 7{s8 ool o /|10l

al | 0 | 12 |477 | 544 [ 576 | 600 | 611 [ 621 | 633 | 640 | 645 | 651 | 659 | 664 | c6d

Consumode 5135 {521 577 (602 [ 616 | = T — T —T 1+

0: "(“:e)g'd“ a3 | 0 [ 7 | 4681536 | 571 | 599 | 610 | 621 | 632 | 639 | 644 | 654 | 664 | 669 | 669

g ad | 0 | 12 [284 | 536 | 566 | 594 | 609 | 623 | 636 | 646 | 652 1 657 | 662 | 665 | 665
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Tabla 23. Valores de los pardmetros fisicoquimicos Y microbiolégicos obtenidos de la aplicacién de la PBAR OECD 301-F

Relacién So/Xo= 3.70 E-07 mgCOD'UFC!

Muestra Parimetro 0 dias 7 dias 14 dias
COD +o 213+ 4 29+ 2 20 +0.7
% degradacién + o 0 95 99
H (unidades) + o 7.4 7.2 7.2
STT + o 1270 + 14 920 + 28 910 + 39
STV+o 640 + 0 380 + 28 327+ 57
IHAK STF + o 630 + 14 540+ 0 583 +29
N-NH;+ ¢ 2.43+ 0.10 47.59+ 1.14 27.06 + 2.52
N-NO, (ug/L) + o 2043 101 +4 116 + 18
N-NOs +a 31+ 06 40+ 03 2094+ 0.2
P-PO> +o 1103+ 0.6 1265+ 1.4 899+ 78
BHT (UFC/L) + o 5.29 E+08 8.1 E+09 6.42 E+07
COD+ o 17+0.5 19+0.5 17 +0.5
H (unidades) + o 7.4 7.4 7.5
STT +ga 780 + 0 740 + 0 660 + 36
STV+a 230 + 14 180 + 0 106 + 21
C;’:gcrﬂfode STF+ o 550+ 14 560+ 0 553+ 16
N-NH;+ o 2,12+ 0.07 1.48 + 0.07 5.64 +0.84
N-NO; (ug/l) +o 22+3 27+1 414+ 5
N-NO; +a 32+ 1 34+ 02 20406
P-PO +o 1108+ 0.8 958+ 2.1 87.1+58

Unidades: mg/L a menos que se especifique otra

* Datos por triplicado; COD = Carbono orgénico disuelto, STT = Sélidos totales totales, STV = Salidos totales volitiles, STF = S6lidos totales fifos, N-
NH;= Ameniaco, N-NO, = Nitrito, N-NO, = Nitrato, P-PO,’ = Ortofosfato y BHT = Cuenta de bacterias heterdtrofas totales
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Tabla 24. Valores promedio de los parimetros fisicoquimicos y microbiolégicos obtenidos de Ia aplicacion de la PBAR OECD
301-F [HAKIPCU

Relacién So/Xo promedio= 3.26 E-07 mgCOD UFC™! * 1.16 E-07

Muestra Pardmetro 0 dias 1 dia 2 dias J dias . 7 dias

COD *+o 170 + 2 148 + 6 19£5 17+5 10+ 1

% degradacién + o 0 14+4 88 +4 91 +3 94 +0.6

pH (unidades) + o 74+0 74+0 6.8+02 7.0+0 74+0

STT+o 1237 + 222 1332 + 181 1017 + 122 927+ 138 753 + 66

STV +g 650 + 170 790 + 166 457 + 93 377 + 145 202 + 68

IHAK STF + o 587 + 64 547 + 39 543 + 32 547 + 16 550 + 30
N-NH; + o 640+ 114 9.36 + 1.82 39.00 + 3.46 4262 + 532 53.84+7.94

N-NO, (ug/L) + & 20 +2 40 + 12 3046 30+ 10 35+6

N-NO, +o 16+08 2412 32+ 16 28+ 08 20+02
P-PO” + o 103.4 £ 4.0 1056 + 1.0 106.3 + 3.2 102.4 £ 6.4 1104+ 96

BHT (UFC/L) ¥ o [ 5.79E+08 + 2.50E+08 | 1. 31E+10+ 6.32E+09 | G OGEL] I £ 332E+11 | 7.58E+10 +3.79E+10 | 3.18E+00 + 2.69E+09

pH (unidades) + o 74+0 75401 7.6 +0.06 7.6+0.1 7.7+0.1

STT +go 757 + 83 740 + 89 697 + 46 670 £ 59 645 + 63

STV + o 213 + 86 197 + 87 163 + 58 133 + 47 87 + 52

Coatrol STF + o 547 + 30 547 + 30 533+ 32 535+ 18 553 + 24
inéﬁlo N-NH; + o 9.36 + 1.86 7.86 + 1.04 832+ 164 922+ 1.48 8.10 + 2.54

N-NO, (up/L) + & 30+9 45 +4 70 +5 50 +2 45+3

N-NO; + o 1.8+0.8 18+1.0 18406 14+06 14406

P-PO  +o 1014 +6.0 103.0+ 238 103.2 +3.4 1058+ 3.6 1122422

Unidades: mg/L a menos que se especifique otra

STT = Sélidos totales totales, STV = Sélidos totales voldtiles, STF = Sélidos totales fijos, N-NH;= Amoniaco, N-NQ, = Nitrito, N-NQ; = Nitrato, P-
PO,’ = Ortofosfato ¥ BHT = Cuenta de bacterias heterétrofas totales

COD*= Carbono orpdnico disuelto de los matraces con [HA {después de haber restado los valores de COD del control de indculo)

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOQUIMICAS 122




BIODEGRADACION AEROBIA DE INHIBIDORES ANEXO A

DE HIDRATACION DE ARCILLAS
—_—-—_—__M

1. Laboratorio: PIQAYyQA.

2. Fecha de inicio de la prueba: 13 de junio del 2000, IHAKIPCU I.

3. Sustancia de prueba:
Nombre: THAK.
Concentracion en la solucion stock: 28,400 mgCOD/L aproximadamente.
Concentracion inicial en el medio (C,): 172 mgCOD/L.
Volumen en el matraz; 250 mL.

4. Inéculo;
Fuente: Tanque de aireacion de la planta de tratamiento de aguas, Ciudad Universitaria. México D.F.
Tratamiento: Centrifugacion a 500 g por 5 minutos.
Pretratamiento: Aireacion a temperatura ambiente 24 horas antes de su uso.
Cuenta de BHT en la mezcla de reaccion: 8.66 E+08 UFC/L.

5. Consumo de oxigeno:
Tipo de respirémetro: VOITH-Sapromat B-12

Tabla 25. Resultados de consumo de oxigeno PBAR IHAKIPCU t

Tiempo (Dias) #
al
Consumo de O, a2

IHAK (mg) a3
a4
Consumo de 0, | b1

Inéculo (mg) b2
b3
b4
Promedio bm

Consumo de O; | al

1 2 ] 3 4 1 s 61 7
34 (419833 . o1 -~ =
83 (410 [ | T = | - =

altd i ISTEST P P MY )
Lot
1
i
‘
»
[]
]
1
[
1
]
L}
h
]

OOOOOOOOODC}COO

corregido (mg) a2 409 | --- --- - - ] -
a3 --- — - - — ——-
(ax-bm) ad 67 | 442 | 516 | 559 | 559 | 563 | 566
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Tabla 26. Valores de los pardmetros fisicoquimicos y microbiolégicos obtenidos de la aplicacion de la PBAR OECD 301-F

IHAKIPCU 1
Relacién So/Xo= 1.98 E-07 mgCOD UFC’!
Muestra Parimetro 0 dias 1 dia 2 dias 3 dias 7 dias
H (unidades) 7.4 7.4 6.6 7.0 74
COD 178 160 27 6 14
STT 1420 1600 1500 1620 1100 1220 1100 1080 780 780
STV 820 900 980 1020 560 540 580 520 280 240
-_— STF 600 700 520 600 540 580 540 560 500 540
N-NH, 4.66 5.60 7.90 6.50 32,68 42.30 40.12 37.42 62.48 65.02
N-NO, (ug/L) 45 40 45 35 35 35 35 45 170 165
N-NO, 2.6 2.8 3.8 3.6 48 5.0 36 4.0 2.4 22
P-PO,” 107.8 102.0 106.6 104.2 1008 105.8 106.6 101.2 105.4 111.2
BHT (UFC/L) | 9.00 E+08 | 8.OE+08 | 1.86 E+10] 1,72 E+10 | 3.10E+11 | 230 E+11 |3 3¢ E+10 { 3.12E+10 | 1.20 E+09 | 1.34 E+09
pH {unidades) 7.4 7.6 7.7 7.7 7.8
COD 6 6 6 6 6
STT 840 860 800 880 760 740 740 700 740 680
STV 320 300 280 300 220 200 200 140 160 140
C":l';“" STF 520 560 520 580 540 540 540 560 580 540
ineulo N-NH, 11.24 11.24 9.18 7.56 9.70 9.10 11.10 11.10 10.20 10.05
N-NO; (ug/L) 45 30 40 50 70 75 50 50 80 80
N-NO, 3.0 2.8 3.4 3.2 2.2 2.8 2.6 2.2 2.4 2.2
P-PO,*> 100.6 108.6 103.2 102.0 102.4 100.6 103.6 102.2 110.6 110.4

COD = Carbono orgénico disuelto, STT = Sélidos totales totales, STV = Sélidos
N-NO, = Nitrito, N-NOy™ = Nitrato, P-PO,}

Unidades: mg/L a menos que se especifique otra

= Ortofosfato y BHT = Cuenta de bacterias heterétrofas totales

totales voldtiles, STF = Séilidos totales fijos, N-NH; = Amoniaco,
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1. Laboratorio: PIQAyQA.
2. Fecha de inicio de la prueba: 3 de julio del 2000. IHAKIPCU 2.
3. Sustancia de prueba:
Nombre: IHAK
Concentracion en la solucion stock: 28,400 mgCOD/L aproximadamente,
Concentracion inicial en el medio (C,): 169 mgCOD/L.
Volumen en el matraz; 250 mL.
4. Inéculo:
Fuente: Tanque de aireacion de la planta de tratamiento de aguas, Ciudad Universitaria. México D.F
Tratamiento: Centrifugacién a 500 g por 5 minutos.
Pretratamiento; Aireacion a temperatura ambiente 24 horas antes de su uso.
Cuenta de BHT en la mezcla de reaccion: 9.40 E+08 UFC/L.
5. Consumo de oxigeno:
Tipo de respirometro: VOITH-Sapromat B-12

Tabla 27. Resultados de consumo de oxigeno PBAR IHAKIPCU 2

Tiempo (Dias) # 1 2 3 4 5 [ 7

al 6 | — | — [ =] =] =]
Consumo de O, | a2 22 1405 | - [ = [ = | = | -
IHAK (mg) a3 16 | 327 [ 498 | - | — | — | —
ad 18 | 370 | 507 | 534 | 552 | 563 | 569

Consumo de O, b1 0 o - i i - e

Inéculo (mg) h2 3 7 i == === i ===

b3 0 0 0

b4 0 0 0 2 2 3 5

Promedio bm i 2 0 2 2 3 5
5

Consumo de O, | _al

Sio|o|lo|o|o|lojo|o|lo|lololole

corregido (mg) al 21 | 403 | - --- e B
a3 15 [ 325|498 | --- | - | - | =
{ax-bm) ad 17 | 368 | 507 | 532 | 550 | 560 | sS64
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Tabla 28. Valores de los parimetros fisicoquimicos y microbiolégicos obtenidos de la aplicacion de la PBAR OECD 301-F

ANEXO A

IHAKIPCU 2
Relacion So/Xo= 3.57 E-07 mgCOD'UFC™
Muestra Pardmetro 0 dias 1 dia 2 dias 3 dias 7 dias
pH (unidades) 7.4 7.4 6.9 7.0 7.4
COD 175 155 20 16 15
STT 1140 1120 1200 1220 960 880 760 820 660 680
STV 620 560 660 640 420 300 200 280 100 140
STF 520 560 540 580 540 580 560 540 560 540
THAK N-NH, 7.74 7.06 10.54 9.48 41.64 40.28 49.98 50.14 48.8 52.20
N-NO, (pg/L) 20 20 55 60 25 20 20 25 140 140
N-NOy 0.8 1.0 1.0 2.2 3.2 3.6 2.6 2.8 1.6 1.8
P-PO 107.8 106.2 104.8 106.4 104.8 107.8 94.8 952 112.2 114.8
BHT (UFC/L) | 480 E+08 | 4 60 E+08 | 1.67E+10 | 1.41 E+10| 800 E+11 [ 1.06 E+12 | 1.12 E+11 | 9.30 E+10 | 5.60 E+09 | 6.90 E+09
H (unidades) 7.4 7.4 7.6 7.4 7.6
COD 6 6 6 6 6
STT 660 680 660 660 640 660 620 580 600 560
STV 100 140 120 80 80 100 80 80 40 40
Contral STF 560 540 540 580 560 560 520 500 560 520
i :c‘:"o N-NH, 6.88 7.36 7.18 9.18 8.92 9.68 8.12 8.82 9.48 9.18
N-NO; (ug/L) 35 30 40 45 60 65 45 50 50 50
N-NO, 1.4 ) 1.4 1.2 1.4 1.2 1.0 1.2 0.8 1.0
P-PO,” 105.8 1048 106.4 104 8 108.2 106.8 109.8 110.6 114.4 115.8

Unidades: mg/L a menos que se especifique otra

COD = Carbono orgénico disuetto, STT = Sélidos totales totales, STV = Sélidos totales voldtiles, STF = Sélidos totales fijos, N-NH,= Amoniaco,
N-NO; = Nitrito, N-NO,” = Nitrato, P-PO,* = Ortofosfato ¥ BHT = Cuenta de bacterias heterétrofas totales
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1. Laboratorio: PIQAYQA.

2. Fecha de inicio de la prueba: |1 de julio del 2000. IHAKIPCU 3.

3. Sustancia de prueba:
Nombre: IHAK
Concentracion en la solucion stock: 28,400 mgCOD/L aproximadamente.
Concentracion inicial en el medio (C,): 169 mgCOD/L.
Volumen en el matraz: 250 mL.

4. Inéculo:
Fuente: Tanque de aireacion de la planta de tratamiento de aguas, Ciudad Universitaria. México D.F.
Tratamiento: Centrifugacion a 500 g por 5 minutos.
Fretratamiento: Aireacion a temperatura ambiente 24 horas antes de su uso.
Cuenta de BHT en la mezcla de reacciéon: 3.97 E+08 UFC/L.

5. Consumo de oxigeno:
Tipo de respirdmetro; VOITH-Sapromat B-12

Tabla 29. Resultados de consumeo de oxigeno PRAR IHAKIPCU 3

1 2 3 4 5 [ 7
22 | 406 | 434 | 521 | 550 | 556 | 562

Tiempo (Dias) #
al

Consumo de O; | a2 16 | 411 | - - - - -
IHAK (mg) a3 N Y D e
ad 12 13571438 [ = | — | — | —

Consumo de O, |_bl 0 0 0 el e Bl e

In6culo (mg) b2 3 4 el Bl Bl Mt
b3 0 0 0 0 1 2 2

bd 0

Promedio bm ] I 0 0 1 2 2

Consumo de O, al

Clo|o|o|ojo|o|olo|oloic|o|e

corregido (mg) a2 15 | 410 | -- I N I
a3 13 | - | = | T ] <=1 =
(ax-bm) ad 11 356|438 | oo | - | - | -
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Tabla 30. Valores de los parimetros fisicoquimicos y microbioldgicos obtenidos de la aplicacion de la PBAR OECD 301-F

ANEXO A

IHAKIPCU 3
Relacion So/X.o0= 4,25 E-07 mgCOD'UFC"'
Muestra Parimetro 0 dias 1 dia 2 dias 3 dias 7 dias
pH (unidades) 7.4 7.4 6.9 7 7.4
COD 175 148 19 15 16
STT 1040 1100 1240 1200 960 980 880 880 800 820
STV 500 500 680 680 460 460 360 320 220 240
IHAK STF 540 600 560 520 500 520 520 560 580 580
N-NH, 6.22 712 10.54 11.22 38.58 38.60 40.72 43.42 48.72 46.0
N-NO; (ug/L) 15 20 30 30 35 35 25 20 130 130
N-NO, 1.2 1.0 1.2 1.0 1.4 1.2 2.0 1.8 2.2 22
P-PO,” 97 8 100.4 106.8 106.0 101.4 99.6 106.8 110.2 110.0 109.6
BHT (UFC/L) | 3.86 E+08 | .08 E+08 [ 5.50 E+09 [ 6.90 E+09 | 720 E+11 | 5.12 E+11 | 833 E+10 | 1.03 E+11] 1.99 E+09 | 2.02 EX09
pH (unidades) 74 7.6 7.6 7.6 7.7
COD 6 6 6 6 6
STT 730 720 680 760 680 700 680 700 640 660
STV 200 220 180 220 180 200 140 160 120 80
C";‘i""' STF 330 500 500 540 500 500 540 530 570 530
indeulo N-NH, 9.58 9.86 .98 7.08 6.70 582 3.04 8.14 4.40 5.34
| N-NO, (ug/L) 25 20 45 45 70 70 25 25 45 45
N-NO; 1.6 1.4 0.8 1.0 1.4 18 1.0 1.0 1.4 1.2
P-PO.> 92.4 96.8 103.8 984 994 102.4 106.2 102.4 110.8 111.8

Unidades: mg/L a menos que se especifique otra

COD = Carbono orgdnico disueltn, STY = Salidos totales totales, STV = Solidos totales volitiles, STF = Sdlidos totales fijos, N-NH, = Amoniaco,
N-NO; = Nitrito, N-NOy = Nitrato, P-PO,’ = Ortofosfuto ¥ BHT = Cuenta de bacterias heterdtrofas totales
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Tabla 31. Valores promedio de los pardmetros fisicoquimicos y microbiolégicos obtenidos de la aplicacion de la PBAR OECD
301-F a IHAKIPCE

Relacién So/No promedio= 2.62 E-07 mgCOD UFC™' + 9.58 E-08

ANEXO A

Muestra Pardmetro 0 dias 1 dia 2 dias 3 dias 7 dias
COD *+q 171 + 3 164 + 4 57+ 27 17 +7 15+8
% degradaciin + o 0 542 67 + 16 90+ 4 91+ 5
pH (unidades) + o 7440 76+0.1 6.8+0.2 7+0.1 7.3+0.1
STT +o 1277 + 135 1220 + 176 1007 + 30 827 + 39 767 + 128
STV + o 783 + 107 700 + 149 467 + 33 317 + 41 193 + 82
IHAK STF + o 393+ 45 520 + 33 557+ 29 533+ 27 553 + 43
N-NH, + o 718 + 148 4.72+2.18 31.78 +3.24 427 56.34 + 13.12
N-NO; (ug/L) + ¢ 10+5 15+ 10 5+2 5+3 20 £ 3
N-NO, + o 1.2+02 10+04 24404 28+ 14 2006
P-PO,  + o 116.6 + 2.4 116.8 + 2.0 116.4 + 1.0 1072 +66 1122+ 64
BHT (UFC/L)+o | 7.08E+08 + 2.35E+08 [ 2.32E+09 + 1.29E+09 | 4.35E+11+ 2.60E+11 | 3.[4E+11+ L.75E+11 | 1.76E400 + 1.06E+09
pH (unidades) + o 7440 7.7+0.1 77+0.1 78401 78+02
STT + o 687 + 59 663 + 39 647 + 4% 643 + 29 6RO + 62
STV + o 167 + 33 113 + 43 97 + 46 103 + 37 133 + 16
Control STF+a 530 + 27 550+ 11 550+ 17 530 + 55 547+ 52
im;’cfﬂo N-NH, + o 552+ 1.54 188 + 1.70 512 +0.50 196+ 1.60 19+ 198
N-NO,; (ug/L) + & 15+5 547 10+5 10 +2 5+2
N-NO, + o 1.6+ 04 l0+04 1.6+ 0.4 18 +0.6 L6 +04
P-PO +q 1176 + 1.6 116.6 + 3.0 1182+26 [14.6 + 4.2 1152 + 30

STT = Sélidos totales totales, STV = Solidos totales volatiles, STF = Sélidos totales fijos, N-NH;= Amoniaco, N-NQ; = Nitrite, N-NO; =

Unidades: mg/L a menos que sc especifique otra

P-PO,’ = Ortofosfato y BHT = Cuenta de bacterias heterétrofas totales

Nitrato,

COD*= Carbono orgdnico disuelto de los matraces con [HA (después de haber restado los valores de COD del control de indculo)

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

129




BIODEGRADACION AEROBIA DE INHIBIDORES ANEXO A

DE HIDRATACION DE ARCILLAS
M

1. Laboratorio: PIQAYQA.
2. Fecha de inicio de la prueba: 12 de septiembre del 2000. IHAKIPCE 1.
3. Sustancia d¢ prueba:
Nombre: THAK
Concentracion en la solucion stock: 28,400 mgCOD/L aproximadamente.
Concentracioén inicial en el medio (C,): 175 mgCOD/L.
Volumen en el matraz: 250 mL

4. Inéculo:
Fuente: Tanque de aireacion de la planta de tratamiento de aguas, Cerro de la Estrella. Iztapalapa, México D.F
Tratamiento: Dejar sedimentar de 10 a 15 minutos antes de ser empleado.
Pretratamiento: Refrigeracion a 7°C durante 7 dias. Aireacion a temperatura ambiente 24 horas antes de su uso.
Cuenta de BHT en la mezcla de reaccion: 9.20 E+08 UFC/L.

S. Consumo de oxigeno:
Tipo de respirémetro: VOITH-Sapromat B-12.

Tabla 32. Resultados de consumo de oxigeno PBAR IHAKIPCE 1

Tiempo (Dias) 0 1 2 3 4 5 6 7
al 0 0 223 | 434 | --- - - -
Consumo de O, al 0] 8 234 ) 497 | 534 | 567 | 586 | 610
IHAK (mg) a3 0 0 200 | - - . -—- -—-
ad 0 9 --- -— —- - .- -

Consumo de 0, b1 0 1 2 2 8 9 14 17
Indculo (mg) b2 0 3 7 --- ol Bl e
bl 0 8 .- --- - - -— —

b4 0 6 1 17 --- - - —

Promedio bm | 0 4 3 9 8 9 [ 14 [ 17
Consumo de 0; | al 0 0 220 | 425 | --- -—- —- -
corregido {(mg) al 0 4 231 | 488 | 526 | 558 | 572 | 593
al 0 0 197 | --- -en -—- - -

(ax-bm) ad 0 5 am. — - - -— -
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Tabla 33. Valores de los parametros fisicoquimicos y microbiolégicos obtenidos de la aplicacion de Ia PBAR OECD 301-F

IHAKIPCE 1
Relacién So/Xo= 1,90 E-07 mgCOD UFC!
Muestra Pardmetro 0 dias 1 dia 2 dias J dias 7 dias
pH (unidades) 7.4 7.4 6.6 6.9 7.3
COD 186 177 36 36 36
STT 1360 1480 1400 1480 1000 1060 840 800 680 680
STV 800 940 860 920 330 480 260 280 160 180
THAK STF 560 540 540 560 560 580 580 520 520 500
N-NH; 8.36 8.52 5.34 6.02 34.80 33.40 46.0 47.6 69.92 74,98
N-NO; (pg/L) 5 5 10 10 5 0 80 80 20 20
N-NQy 1.6 1.6 1.8 1.4 2.8 2.6 4.8 4.0 1.4 1.2
P-PQ,” 118.2 118.6 115.6 1172 116.4 117.8 109.6 108.4 1174 115.2
BHT (UFC/L) | 8.80 E+08 | 9.60 E+08 [ 1.34 E+09 | 146 E+09 | 320 E+11 | 240E+11 | 2.76 E+11 | 3.50 E+11 | 2.83 E+09 | 3.15 E+09
pH (unidades) 7.4 7.8 7.8 7.8 7.6
COD 11 11 10 11 11
STT 780 720 720 700 680 720 640 620 660 720
STV 200 180 180 140 140 160 140 160 120 160
C":;:""' STF 330 530 340 560 530 560 500 360 540 560
néculo N-NH, 442 4.50 4.56 434 4,98 4.64 5.02 4.88 4.98 5.32
N-NO; (ug/L) 20 20 5 5 5 10 10 5 10 5
N-NO; 2.0 2.0 1.8 1.6 2.0 2.0 3.0 2.6 2.0 1.6
P-PO> 119.8 119.4 116.4 118.6 117.4 120.2 117.8 120.2 112.8 110.6

Unidades: mg/L. a menos que se especifique otra

COD = Carbono orginico disuelto, STT = Sélidos totales totales, STV = Solidos totales volitiles, STF = Sdlidos totales fijos, N-NH; = Amoniaco,
N-NO; = Nitrito, N-NO," = Nitrato, P-PO,’ = Ortofosfato y BHT = Cuenta de hacterias heterétrofas totales
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1. Laboratorio: PIQAYQA.
2. Fecha de inicio de la prueba: 26 de septiembre del 2000. IHAKIPCE 2.
3. Sustancia de prueba:
Nombre: [HAK
Concentracion en la solucion stock: 28,400 mgCOD/L aproximadamente.
Concentracion inicial en el medio (C,): 170 mgCOD/L.
Volumen en el matraz: 250 mL.
4. Indculo:
Fuente: Tanque de aireacion de la planta de tratamiento de aguas, Cerro de la Estrella. Iztapalapa, México D F
Tratamiento: Dejar sedimentar de 10 a 15 minutos antes de ser empleado.
Pretratamiento: Refrigeracién a 7°C durante 21 dias. Aireacion a temperatura ambiente 24 horas antes de su uso.
Cuenta de BHT en la mezcla de reaccidn: 7.5E+08 UFC/L.
5. Consumo de oxigeno:
Tipo de respirometro: VOITH-Sapromat B-12.

Tabla 34. Resultados de consumo de oxigeno PBAR THAKIPCE 2

Tiempo (Dias) #
al LR e I I N e
Consumo de O, | a2 4 | 240 | 506 | 542 | 558 | 568 | 578

0 1 2 3 4 5 6 7

0

0
IHAK (mg) al 0 1303 - | — | | =

0

0

a4 10 | 225 | 501 | --- - - -
Consumo de O, |_bl g S T D B ST

Inbeulo {mg) h2 0 6 9 e e )
h3 0 0 0 0 R D S

b4 0 8 13 15 18 24 29 35
Promedio hm 0 13 7 7 I8 24 29 15
Consumeo de O, | al 0 - | e — - | -

1 .- - -
corregido (mg) | a2 0 0 2334 1499 | --- | o | o | —
aj 0 0 296 | - - - - -
{(ax-bm) ad | 0 0 | 218 | 494 | 524 | 534 | 539 | 54]
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Tabla 35. Valores de los pardametros fisicoquimicos y microbiolégicos obtenidos de la aplicacion de la PBAR OECD 301-F
IHAKIPCE 2

Relacion So/Xo= 2.26 E-07 mgCOD UFC"!

ANEXO A

Muestra Parametro 0 dias 1 dia 2 dias 3 dias 7 dias
'H (unidades) 7.4 7.6 6.9 7.1 7.4
COD 174 163 73 17 15
STT 1320 1220 1140 1040 1020 1000 900 840 630 700
STV 860 760 620 580 520 480 360 320 100 140
IHAK STF 460 460 520 460 500 520 540 520 580 560
N-NH; 7.60 8.06 7.04 5.98 33.16 34.0 43 56 44 88 52.54 51.52
N-NO, (ug/L) 20 15 30 30 40 40 5 5 25 25
N-NO,’ 1.4 1.1 1.1 1.2 2.6 3.0 2.8 3.0 2.8 2.2
P-PO;" 115.8 119.4 118.8 1194 117.2 115.6 114.2 113.4 116.4 116.8
BHT (UFC/L) | 8.00 E+08 | 700 E+08 | 1.99E+10 | 1,56 E+10 | 8 30 E+12 | 6 40 E+12 1.20E+11 | L60E+1]1 | 1.12 E+09 | .28 E+09
'H (unidades) 7.4 7.7 7.7 7.9 8
COD 4 4 4 4 2
STT 680 700 660 640 600 660 600 680 620 620
STV 160 200 126 80 80 160 80 80 120 120
Control STF 520 500 540 560 520 560 520 600 500 500
im‘:ict:lln N-NH, 7.28 7.74 704 6.90 592 5.52 6.74 6.84 6.74 7.20
N-NO, (ug/L) 20 20 30 30 40 40 60 60 5 5
N-NO; 1.6 2.0 1.0 1.0 2.0 1.8 I.4 1.4 1.2 1.4
P-PO.{“ 118.2 117.4 118.8 119.8 1202 120.4 116.8 113.4 118.2 117.8

COD = Carbono orgdnico disuelto, STT = Sélidos totales totales, STV = Sélidos totales volitiles, STF = Sdlidos totales
‘= Ortofosfato y BHT = Cuenta de bacterias heterdtrofas totales

N-NO;, = Nitrito, N-NO;" = Nitrato, P-PO,’

Unidades: mg/L a menos que se especifique otra

fijos, N-NH; = Amoniaco,
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1. Laboratorio: PIQAyQA.
2. Fecha de inicio de la prueba: 17 de octubre del 2000. IHAKIPCE 3.
3. Sustancia de prueba:
Nombre: IHAK
Concentracion en la solucion stock: 28,400 mgCOD/L aproximadamente.
Concentracion inicial en el medio (C.): 169 mgCOD/L.
Volumen en el matraz: 250 mL.
4. Inéculo:
Fuente: Tanque de aireacion de la planta de tratamiento de aguas, Cerro de la Estrella. Iztapalapa, México D F.
Tratamiento; Dejar sedimentar de 10 a 15 minutos antes de ser empleado.
Fretratamiento: Refrigeracion a 7°C durante 42 dias. Aireacion a temperatura ambiente 24 horas antes de su uso.
Cuenta de BHT en la mezcla de reaccion: 3.95 E+08 UFC/L.
5. Consumo de oxigeno:
Tipo de respirometro: VOITH-Sapromat B-12.

Tabla 36. Resultados de consumo de oxigeno PBAR IHAKIPCE 3

Tiempo (Dias) # 0 1 2 3 4 ) 6 7
al 0 12 | 331 | 481 | --- - - ---
Consumo de O, a2 0 37 | 352 ) 527 | 552 | 573 | 587 | 398
THAK (mg) a3 0 4 — .- —— —— - -
ad | O 8 [238 ] - | oo | <[ - | —

ConsumodeQ, [ bl | O 2 A Wl B e e
Inécuio (mg) b2 0 0 3 6 11 16 | 21 25
h3 0 1 o - --- --- - -

hd 0 1 4 6 - - .- -

Promedio bm | 0 1 4 6 1116} 21 ] 25
Consumo de O, | al 0 11 ] 327 | 475 | - - -- -
corregido (mg) a2 0 36 | 348 | 521 | 541 | 557 | 566 | 573
al 0 3 - - . . - -

(ax-bm) ad | 0 T 123 | e | o | e | - ]
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Tabla 37. Valores de los parametros fisicoquimicos y microbiolégicos obtenidos de la aplicacion de la PBAR OECD 301-F

IHAKIPCE 3
Relacién So/Xo= 3,71 E-07 mgCODUFC"’
Muestra Parimetro 0 dias 1 dia 2 dias 3 dias 7 dias
pH {unidades) 7.4 7.7 6.9 7 7.3
COD 172 166 75 12 )
STT 160 120 1140 1120 980 930 860 880 860 880
STV 680 600 620 600 440 440 320 360 320 260
STF 480 160 520 520 540 530 540 520 540 620
[HAK N-NH, 536 5.8 1.82 2.20 27.18 28.20 41.78 40.24 1733 3182
N-NO; (ug/L) 10 10 10 10 5 5 10 10 20 20
N-NO, 0 0.8 0.6 0.6 2.0 18 1.0 1.0 22 2.0
P-PO. 113.8 113.8 114.2 115.8 115.2 1164 98.6 99.8 103.2 1052
BHT (UFC/L) | 4.50 E+08 { 340 E+08 [ 3.90 E+09 | 3.70 E+09 | 295E+11| 285 E+11 | 5.60 E+11 | 420 E+11| 8.0E+11 | 1.30 E+09
H (unidadcs) 7.4 7.7 7.7 7.7 78
CcOD 3 0 0 0 0
STT 660 620 640 620 620 600 660 660 680 780
STV 140 120 100 60 60 40 80 80 140 140
C”:l‘:__m‘ STF 520 500 540 560 560 560 580 580 540 640
inbeula N-NH, 4.58 4.66 3.28 3.20 512 4.66 3.04 336 2.46 2.80
N-NO, (pg/L) 10 10 40 45 15 15 10 10 S 5
N-NO, 1.0 1.0 0.8 0.6 12 0.8 13 1.4 22 1.6
P-PO,” 1158 115.6 1114 115.6 113 8 1174 110.6 109.6 116.6 115.2

Unidades: mg/L 4 menos que se especifique otra

COD = Carbono orginico disuelto, STT = Sélidos totales totales, STV = Sélidos totales volitiles, STF = Sélidos totales fijos, N-NH; = Amoniaco,
N-NO; = Nitrito, N-NO;™ = Nitrato, P-PQ.* = Ortofosfato y BHT = Cuenta de bacterias heterdtrofas totales
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Tabla 38. Valores promedio de los pariametros fisicoquimicos y microbiolégicos obtenidos de la aplicacion de la PBAR OECD
301-F a IHAKISTJ

Relacién So/Xo promedio= 9.14 E-07 mgCOD'UFC '+ 1.37 E-07

ANEXO A

Muestra Parimetro 0 dias 1dia 2 dias J dias 7 dias
COD*+g 167+ 5 154 + 5 12+2 9+1 5+4
% degradacién + o 0 9+2 93+1 95 +0.6 97 +2
pPH (unidades) + o 7340 7.4+0.1 6.8+0.1 7+0.1 7.2+0.1
STT+o 1143 + 135 1103 + 117 920 + 89 847 + 55 843 + 71
STV+o 630 + 118 550 + 85 337t 61 307+ 37 267 + 35
THAK STF+o 513+ 21 553+ 43 583 + 46 540 + 28 577+ 39
N-NH; + o 6.34 +1.00 6.94 + 134 34.64 +2.74 44,004 2.22 48.40 + 2.32
N-NO; (ug/L) + & S+2 10+0 20+ 0 25+ 7 110 + 13
N-NO; +¢o 1.6 +0.2 1.8+0.2 28+0.1 28+06 28+04
P-PO,) + o 1124436 1138+28 1098+ 4.4 108.4 -+ 26 1124+26
BHT (UFC/L) + o LBGE+O8 + 3. 21E4+07 | 7.43E+09 + 751E+09 | 1HIE+ 10 + 6.28E+09 LOSE+10 4+ 787E+09 | 1.94E+09 + 1.32E+09
'H (unidades) + o 73+0 7.4+01 75101 7.5+0.2 76+0.1
STT +o 687 + 50 660 + 40 693 + 84 637+ 73 623 + 65
STV+ao 167 + 68 127+ 45 117 + 64 107 + 65 87 4+ 32
Control STF+o 520 ¢ 31 533+ 27 577+ 37 530+ 53 537+ 39
inéculo N-NH; +o 5.50+0.28 5.54 +0.32 548 +0.22 5.38+0.34 588 +0.42
N-NO; (ug/L) + o 10+0 10+2 10+0 10+4 10+2
N-NOy + o 1.8 +0.2 1.8+02 1.74+0.4 18+0.2 1.4+04
P-PO, + ¢ 113.0+3.2 1138+ 1.6 113.8+28 1104+ 3.0 1146+ 1.9

STT = Sélidos totales totales, STV = S¢lidos totales volatiles, STF = Sélidos totales
P-PO,’ = Ortofosfato y BHT = Cuenta de bact

COD*=

Unidades: mg/L a menos que se especifigue otra

fijos, N-NH; = Amoniaco, N-NOQ, = Nitrito, N-NO;" = Nitrato,
erias heterdtrofas totales

Carbono orgénico disueito de los matraces con IHA (después de haber restado los valores de COD del control de indculo)
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1. Laboratorio: PIQAYQA.

2. Fecha de inicio de Ia prueba: 6 de noviembre del 2000, IHAKISTJ 1.

3. Sustancia de prueba:
Nombre: THAK.
Concentracion en la solucidn stock: 28,400 mgCOD/L.
Concentracion inicial en el medio (C.): 176 mgCOD/L.
Volumen en el matraz: 250 mL,

4. Indculo:
Fuente: Sobrenadante de tierra de jardin. Casa habitacion. Coyoacan, México D.F.
Tratamiento: Filtracion a través de papel Whatman No. 1 antes de ser empleado.
Pretratamiento: Preparacion 24 horas antes de su uso y aireacién a temperatura ambiente.
Cuenta de BHT en la mezcla de reaccion: 1.65 E+08 UFC/L.

5. Consumo de oxigeno:
Tipo de respirometro: VOITH-Sapromat B-12.

Tabla 39. Resultados de consumo de oxigeno PBAR THAKISTJ 1

Tiempo (Dias) # 0 1 2 3 4 5 6 7
al 0 19 1328 | 446 | --- .- - -

Consumo de 0, a2 0 23 348 | 443 | --- - .- -—--
IHAK (mg) ad 0 18 | 456 | 443 | 455 | 471 | 489 | 503
a4 0 14 | - el il e

Consumode O, | b1 | 0 1 2 | = ] e p e | e | e
Indculo (mg) b2 0 | 3 3 - - - ---
b3 | 0 2 | e | e T T

h4 (0 0 0 1 4 7 7

Promedio bm 0 1 2 9 4 5 7 7
Consumo de O, | al 0 18 | 326} --- --- -~ o ---
corregido (mg) a2 0 22 | 346 | 444 | --- --- --- -
a3 0 17 354 | 441 | 451 | 466 ) 482 | 496

(ax-bm) ad 0 13 J o | o | e | e ] e ]
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Tabla 40. Valores de los parametros fisicoquimicos y microbiologicos obtenidos de Ia aplicaciéon de la PBAR QOECD 301-F

ANEXO A

IHAKISTJ 1
Relacién So/Xo= 1.03 E-06 mgCOD UFC"
Muestra Parimetro 0 dias 1 dia 2 dias 3 dias 7 dias
pH (unidades) 73 74 6.7 7 7.2
COD 176 164 2 11
STT 980 960 360 980 940 960 760 820 820 740
STV 500 360 480 440 360 320 240 320 240 220
STF 480 500 480 540 580 640 520 300 580 520
THAK N-NH, 782 740 6.72 6.90 3158 31.30 3182 4214 25.80 47.94
N-NO, (ng/L) 10 10 10 10 20 20 30 30 10 10
N-NO, 12 14 2 3 26 2.8 16 32 16 18
P-PO 113.8 1144 148 1132 1164 114.8 1132 112.8 1122 111.8
BHT (UFC/L) | 1.50 E+08 | 1.80 E+08 | 2.59 E+09 | 2.91 E+09 | 8.40 E+09 | 6.30 E+09 | 1.93 E+10 | 2.04 E+10 | 3.10 E+05 | 3.80 E+09
pH (unidadcs) 7.3 7.4 7.5 7.6 7.5
COD 6 5 3 3
STT 660 600 640 620 620 600 560 540 560 620
STV 80 80 80 80 60 30 60 80 30 80
C"(’I‘E“" STF 580 520 560 540 560 S60 500 460 520 540
nboulo N-NH, 526 544 532 5.98 508 5.63 532 5.52 6.06 5.70
N-NO, (ug/L) 10 10 10 10 10 10 10 10 [0 10
N-NO, 16 1.6 2 18 2 2 24 2.2 ) 0.8
P-PO. 113.6 113.2 [14.8 113.2 113.2 108.4 109.4 109.2 1154 116.8

Unidades: mg/L a menos gue sc especifique otra

COD = Carbono orginico disueito, STT = Sélidos totales totales, STV = S¢lidos totales volitiles, STF = Sélidos totales fijos, N-NH; = Amoniaco,
N-NO; = Nitrito, N-NO;" = Nitrato, P-PO,* = Ortofosfato ¥ BHT = Cuentz de bacterias heterdtrofas totales
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1. Laboratorio: PIQAYQA

2. Fecha de inicio de la prueba: 21 de noviembre del 2000 IHAKISTJ 2.

3. Sustancia de prueba:
Nombre: IHAK
Concentracién en la solucién stock: 28,400 mgCOD/L.
Concentracion inicial en el medio (C,): 162 mgCOD/L.
Volumen en el matraz; 250 mL.

4, Inéculo:
Fuente: Sobrenadante de tierra de jardin. Casa habitacion, Coyoacan, México D.F.
Tratamiento: Filtracion a través de papel Whatman No. | antes de ser empleado.
Pretratamiento: Preparacion 24 horas antes de su uso y aireacion a temperatura ambiente.
Cuenta de BHT en la mezcla de reaccion: 1.70 E+08 UFC/L.

3. Consumo de oxigeno:

Tipo de respirémetro: VOITH-Sapromat B-12.

Tabla 41, Resultados de consumo de oxigeno PBAR IHAKISTJ 2

Tiempo (Dias) # 1] 1 2 3 4 5 6 7
al 0 I e e e I

Consumo de O, | a2 0 33 [ 412 | - --- -—- -—- -—-
ITHAK (mg) a3 0 5 (4871527 - | o | - |
ad 0 5 1471 | 507 | 535 ] 544 | 556 | S64

Consumo de O, |_bl 0 3 7 il Bl Bl Ml B
Inéculo (mg) b2 0 4 10 12 el Bl Bl B
b3 | © 2 5 8 1L i3] 17|17

b4 0 8 ol e el P S

Promedio bm | 0 4 7 0 (1]l 17
Consumo de O, | al 0 ] - |- il Bt M -==
corregido (mg) a2 0 1 405 | - --- --- --- ---
al 0 29 1 480 | 517 | 524 | 531 | 539 [ 547

(ax-bm) a4 0 51 464 | 497 | - | oo | T
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Tabla 42. Valores de los parametros fisicoquimicos y microbiolgicos obtenidos de Ia aplicacién de la PBAR OECD 301-F
THAKISTJ 2
Relacién So/Xo= 9.52 E-07 mgCOD UFC’!
Muestra Parimetro 0 dias 1 dia 2 dias 3 dias 7 dias
yH (unidades) 7.3 7.4 6.9 7.1 ’ 7.3
COoD 169 156 17 16 13
STT 1220 1260 1240 1220 820 800 860 840 860 840
STV 700 740 660 0620 280 200) 300 300 280 260
IHAK STF 520 520 580 60() 540 540 560 540 580 580
N-NH, 5.94 5.46 5.70 5.38 314,94 36.74 43.60 43.04 46.42 48,26
N-NO, (pg/L) 5 5 10 10 10 10 20 20 120 120
MN-NO, 1.8 1.6 2.2 2 3.8 4 2.2 22 3 3.2
P-PO,> 106.8 109.2 109 .4 112.6 106.2 103 .8 104.2 106.6 i10.8 108.8
BHT (UFC/L) | 1.70 E+08 { 1.70 E+08 [ 3.40 E+09 | 3.50 E+09 6.00 E+09 | 9.00 E+09 | 7.60 E+09 | 7.40 E+09 | 9.70 E+11 1.08 E+(9
'H (unidades) 7.3 7.6 7.6 7.7 7.7
COD 7 6 5 6 4
STT 720 700 640 64) 660 700 640 660 560 600
STV 220 200 160 100 120 100 60 6() 80 80
C"(’:”" STF 500 500 480 540 540 600 580 600 480 520
indeulo N-NH; 5.44 5.94 5.70 5.38 5.52 5.32 5.02 4.96 5.64 5.46
N-NO, (ug/L) 10 10 5 5 5 5 25 25 10 10
N-NOy 2.2 2 2 2.2 1.8 1.8 1.4 1.8 1.8 1.4
P-PO," 109.4 109.4 110.8 114.4 110.8 109.8 105.6 107.6 112.6 112.2

Unidades: mg/L, a menos que se especifique otra

COD = Carbono orgdnico disuelto, STT = Sélidos totales totales, STV = Sélidos totales volatiles, STF = Sélidos totales fijos, N-NH; = Amoniaco,
N-NO;’ = Nitrito, N-NO;" = Nitrato, P-PO,’ = Ortofosfato ¥ BHT = Cuenta de bacterias heterétrofas totales
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1. Laboratorio: PIQAYQA

2. Fecha de inicio de la prueba: 5 de diciembre del 2000, [HAKISTJ 3

3, Sustancia de prueba:
Nombre: [HAK »
Concentracion en la solucidn stock: 28,400 mgCOD/L.
Concentracion inicial en el medio (C.,): 170 mgCOD/L.
Volumen en el matraz: 250 mL..

4, Inéculo:
Fuente: Sobrenadante de tierra de jardin. Casa habitacion. Coyoacan, México D.F.
Tratamiento: Filtracion a través de papel Whatman No. 1 antes de ser empleado.
Pretratamiento: Preparacion 24 horas antes de su uso y aireacion a temperatura ambiente.
Cuenta de BHT en la mezcla de reaccién: 2.23 E+08 UFC/L.

5. Consumo de oxigeno:
Tipo de respirometro: VOITH-Sapromat B-12.

Tabla 43. Resultados de consumo de oxigeno PBAR IHAKISTJ 3

Tiempo (Dias) # 0 1 2 3 4 5 6 7
al | 0 |10 | — | — ] | = -
Consumo de O, a2 0 37 | 479 | --- .ee --- o o
IHAK (mg) a3 0 29 1394 | 540 ) 544 [ 564 | 571 | 386
a4 0 29 1380 | 416 [ eer | aem | - | -
Consumo de O, | bl 0 0 1 il et B Mt M
Indculo (mg) b2 0 1 3 3 4 5 7 9
b3 | 0 0 | - | T ] T T
b4 0 3 2 il R B I
Promedio bm | 0 1 3 3 4 5 7 9
Consumo de 0, | al 0 9 el B il Bl Ml B
corregido (mg} a2 0 36 | 476 | --- e -
a3 0 28 | 491 | 537 | 540 | 559 | 564 | 577
(ax-bm) a4 0 28 13771413 | o | ce | e |
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Tabla 44. Valores de los parametros fi

ANEXO0 A

sicoquimicos y microbiolégicos ebtenidos de Ia aplicacion de la PBAR OECD 301-F

THAKISTJ 3
Reifacién So/Xo= 7.62 E-07 mgCODUFC
Muestra Parimetro 0 dias 1 dia 2 dias 3 dias 7 dias
H (unidades) 7.3 7.3 6.7 7 7.2
COD 170 158 20 15 9
STT 1220 1220 1100 120 1020 980 920 880 960 840
STV 680 700 520 580 380 420 340 340 320 280
HAK STF 540 520 580 540 640 S60 580 540 640 560
N-NH, 5.88 5.58 3.38 8.68 38.12 35.24 47.34 46.20 52.18 49.78
N-NO, (ug/L) 5 5 10 10 20 20 15 15 93 100
N-NO, 1.8 1.8 1.4 1.6 2 18 26 2.8 3 3
P-PO> 115.0 116.2 116.8 116.8 113.0 t14.4 111.2 110.4 114.8 115.8
BHT (UFC/L) | 222 E+08 } 2,25 E+08 | 1.5 E+10 | 1.67 E+10 | 1.74 E+10 | 1.93 E+10 | 4,70 E+09 | 5.50 E+09 | 130 E+09 | 1.50 E+09
PpH (unidades) 7.3 7.3 7.3 7.3 7.5
COD 0 6 6 6 7
STT 740 700 700 720 760 820 720 700 680 720
STV 220 200 160 180 200 180 180 200 100 140
C“(']‘;"“' STF 520 500 540 540 360 640 540 500 580 580
inéculo N-NH, 5.20 5.70 5.76 5.14 568 5.64 5.70 5.82 576 6.66
N-NO; (ug/L) 10 10 10 10 10 10 15 15 5 5
N-NO, 2 1.8 1.6 1.6 1.4 1.2 2 2 1.8 1.6
P-PO > 117.2 116.2 115.8 114.8 115.8 115.8 1112 111.8 116.2 115.4

COD = Carbono orginico disuclto, STT = Sélidos totales totales, STV = Sélidos totales voldtiles, N-NH; =
Nitrato, P-PO,’ = Ortofosfato ¥ BHT = Cuenta de bacterias heterotrofas

Unidades: mg/L a menos que se especifique otra

Amoniaco, N-NO, = Nitrito, N-NO;’
totales
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Tabla 45. Valores promedio de los pardmetros fisicoquimicos y microbiolégicos obtenidos de la aplicacién de la PBAR OECD
30t-F a IHAGIPCU

Relacion So/Xo promedio= 1.33 E-07 mgCOD UFC '+ 1.60 E-08

Muestra Parimetro 0 dias 2 dias 3 dias 7 dias 14 dias
COD*+go 86 + 2 67 + 2 48+ 9 36 + 4 10+3

% degradacion + o 0 22+13 44 + 11 59+5 86 +4

pH (unidades) + o 74+ 0 6.9+0.1 6.7+0.1 72+0.1 72+0.1

STT+o 747 + 30 1010 + 189 967 + 75 843 + 96 717 + 32

STV +a 217 + 39 460 + 206 310 + 69 290 + 88 190 + 43

IHAG STF + o 530 + 33 550 + 21 557+ 20 553 + 37 527 + 30
N-NH, + o 8.48 + 3.40 2.92+0.70 2.40 + 0.26 0.46+0.22 0.84 +0.48

N-NO, (ug/L) + o 35+ 10 25 + 4 20 + 4 15 +4 15+4

N-NO, + o 2+08 1.6 + 0.4 14+04 1.8+ 1.0 14+06
P-PO + o 113.64 038 1082+48 1048+ 4.2 1072+ 54 108.6 + 5.6

BHT (UFC/L) to | 647E+08+ 745E+07 | 1. I4E+11 + 9.68E+10 | 3.78E+11 % L70E+11 | 1.91E+11 % 1.32E+10 | 3.46E+09 + 6.65E+08

pH (unidades) + o 74+0.1 74402 76+03 7.5+ 0.3 76+03

STT +o 693 + 27 670 + 27 667 + 30 653 + 10 650 + 27

STV + o 163 + 50 120 + 28 110 + 37 110 + 24 107 + 30

C"SZ“" STF + o 530 £ 30 550+ 17 557 £ 20 547121 543+ 23
inéeulo N-NH; + g 7.94 + 3.44 764 +2.32 870+ 272 942+ 340 788 +2.90
N-NO, (ug/L) + & S0 + 4 45+ 3 15+7 45+ 5 30+ 12

N-NO, + o 2+ 14 14+04 1.6+08 18+10 [4+03

P-POS +o 1128+1.8 1122+42 1146+ 42 1164+58 1182452

STT = Sélidos totales totales, STV = Salidos totales volitiles, STF = Solidos totaies fijos, N-NH; =

Unidades: mg/L a menos gue se especifique otra

P-PO,*"= Ortofosfato y BHT = Cuenta de bacterias heterdtrofas totales

Amoniaco, N-NO; = Nitrito, N-NQO," = Nitrato,

COD*= Carbono orgdnico disuclto de los matraces con IHA (después de haber restado los valores de COD del control de indculo)
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I. Laboratorio: PIQAYQA.
2. Fecha de inicio de la prueba: 20 de junio del 2000. IHAGIPCU 1.
3. Sustancia de prueba:
Mombre: IHAG
Concentracion en la solucion stock: 72,000 mgCOD/L aproximadamente,
Concentracion inicial en el medio (C,): 88 mgCOD/L.
Volumen en el matraz: 250 mL,

4. Inéculo:
Fuente: Tanque de aireacion de la planta de tratamiento de aguas, Ciudad Universitaria. México D.F
Tratamiento: Centrifugacidn a 500 g por 5 minutos.

Pretratamiento: Aireacion a temperatura ambiente 24 horas antes de su uso.
Cuenta de BHT en la mezcla de reaccion: 6.70 E+08 UFC/L.

5. Consumo de oxigeno:
Tipo de respirémetro. VOITH-Sapromat B-12.

Tabla 46. Resultados de consumo de oxigeno PBAR IHAGIPCU 1

Tiempo (Dias) # 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 {12 13| 14
al | 0 | 0 |56 [136[174[1981222]235] cme | = | coe | oo | oo | o | —

Consumode O, [ a2 | 0 | O |40 [128]172[201[2331259] 281299317327 336 [ 344|352
[HAG (mg) a3 | O U I I e T I S (i [ AU R N N
ad | 0 [ 6 |57 [152] cf o= | e [ i [ eei  es [oe e | o [ | -

Consumo de O, | bl 0 0 4 4 i) S Sl Mt Bl Bt Bl Mol Bt Bt M
Indeulo(mg) [b2 | 0 | 2 | 2 | wee | oo | e | con | cci [ [ s o T oc e [ - [ —
b3lotojJotojojo]lolol -]l T~

b4t 00 jojofojolololJolTololololol o

Promedio bm| 0 josj 1 1jo0ofojo]Jololololololtotfo
Consumode Q, f al | O | O | 55 1135174 198]222[ 235 - [ == | - | = | = | - | —
corregido(mg) | a2 | 0 | 0 )39 1127]172][2011233]259]2811299] 317327336 | 3441 352
L U L A I T 0 I D S [ D i A B B

{ax-bm) ad | 0 155056 [151) e | e e | o o s T o
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BIODEGRADACION AEROBIA DE INHIBIDORES
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Tabla 47. Valores de los pardmetros fisicoquimicos y microbiolégicos obtenidos de la aplicacién de la PBAR OECD 301-F

IHAGIPCU 1
Relacion So/Xo= 1.31 E-07 mgCOD UFC"
Muestra Pardmetro 0 dias 2 dias 3 dias 7 dias 14 dias
pH (unidades) 7.4 7 6.6 7.2 7.2
COD 95 77 48 42 10
STT 780 760 1260 1220 1080 1030 960 940 740 740
STV 280 240 740 540 500 480 380 340 200 220
STF 500 320 520 680 580 560 580 600 540 520
THAG N-NH, 13.08 12.58 224 182 024 0.34 0.5 0.34 034 0.42
N-NO, (ug/L) 45 15 20 70 25 25 10 10 20 20
N-NO, 3.4 28 18 2.0 1.6 1.6 2.0 1.6 1.4 1.0
P-PO," 114.4 113.8 103.8 100.8 [01.4 100.8 102.0 99.2 102.0 1014
BHT (UFC/L) | 6. 10 E+08 | 730 E+08 [ 9.60 E+10 | 870 E<10 | 1.77E+11 | 19LE+11| 1.67 E+11] 1.85 E+11] 3.40 E+09 | 4.50 E+09
pH (unidades) 7.4 7.3 7.2 7.2 7.3
COD 7 10 R 7 3
STT 700 660 680 660 700 630 630 660 600 660
STV 160 130 140 120 120 100 80 120 80 100
C"{’;t"”' STF 540 520 540 540 580 540 560 540 520 560
in()ceulo N-NH, 12.58 12.08 8.02 764 10.08 10.60 12.74 11.70 1133 11,22
N-NO; (ug/L) 50 55 50 43 10 40 50 50 35 30
N-NO, 38 42 18 2.0 18 16 238 30 1.0 14
P-PO, 112.2 113.8 102.8 103.6 01,4 99.2 107.0 99.0 1028 1042

Unidades: mg/L a menos que se especifique otra

COD = Carbono orgdnice disuelto, STT = Sélidos totales totales, STV = Sdlidos totales voldtiles, STF = Sélidos totales fijos, N-NH;= Amoniaco,
N-NO, = Nitrito, N-NQ;" = Nitrato, P-PO,’ = Ortofosfato y BHT = Cuenta de bacterias heterdtrofas totales
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BlODEGRADAC[ON AEROBIA DE INHIBIDORES ANEXO A
DE HIDRATACION DE ARCILLAS
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1. Laboratorio: PIQAYQA.

2. Fecha de inicio de la prueba: 18 de julio def 2000, IHAGIPCU 2.

3. Sustancia de prueba:
Nombre: [HAG
Concentracion en la solucion stock: 72,000 mgCOD/L aproximadamente.
Concentracion inicial en el medio (C,): 85 mgCOD/L.
Volumen en el matraz: 250 mL.

4. Inéculo:
Fuente: Tanque de aireacion de la planta de tratamiento de aguas, Ciudad Universitaria. México D F
Tratamiento: Centrifugacion a 500 g por 5 minutos.
Pretratamiento: Aireacion a temperatura ambiente 24 horas antes de su uso.
Cuenta de BHT en la mezcla de reaccion: 5.65 E+08 UFC/L.

S. Consumo de oxigeno:
Tipo de respirometro: VOITH-Sapromat B-12.

Tabla 48. Resultados de consumo de oxigeno PBAR IHAGIPCU 2

Tiempo(Dias) | # [ 0 | 1 | 2 |3 [ 4] s5]6 7] 8] 9 [10]11]12]13]14
al | O [T IS8 | o Jcea [ [ e [ wce [ e [ ooe | o [ m e | o | -

Consumode O, [ a2 | 0 | 8 | 14 | 77 [118[145[ 167 [ 184|210 225|238 (250 | 2601 271 | 287
IHAG (mg) al | 0 | 6 | 14198 11490185 213|237 - o= | oo [ ooe | oon | ocm | i
ad O | L O] - | e [ T e ST s s - T

Consumode O, (b1 | 0 | 0 | 0 | - [ | oo J oo | e [ L0 ol o e [ e [ 2 ] -
Indculo(mg) | b2 | 0 | 2 | 2 | 4 | | coe fooc [ e [ e [ o o § i o [ omm [ -
b3 |0 jo0J ool 1222 - <<= "-XT-2

b4 6o jojololJolofJololololTololol o

Promedio bm| 0 o505 1 jos{ 1t 1 JoJolo ool ol o
Consumode O, fal | O [ 11 [ 58 | o | oo [ oo | o | e [ o [T 0] o [ 2 T
corregido(mg) | a2 | 0 | 8 | 14 | 76 [118]144]166]183[210]225 238|250 (2601271 | 287
a3 | 0 | 6 | 14 197 ]149(184[212{236| w== | === | == | <= | oo | = | —

{ax-bm) ad | 0 | 1 F UL 109 cmm [ wom | e foome ] ome [ e [ eee | 2o [ o oo | -
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Tabla 49. Valores de los parametros fisicoquimicos y microbiologicos obtenidos de Ia aplicacidon de ia PBAR OECD 301-F

IHAGIPCU 2
Relacién So/Xo=1.51 E-07 mgCOD UFC!
Muestra Parametro 0 dias 2 dias J dias 7 dias 14 dias
pH (unidades) 7.4 7 6.8 71 7.1
COD 89 69 62 44 16
STT 700 760 980 930 900 940 860 820 720 740
STV 180 200 420 380 320 300 330 320 200 240
STF 520 560 560 560 580 540 520 500 520 500
IHAG N-NH; 6.5 6.58 3.34 3.52 2.06 2.40 .74 (.66 10,82 [).98
N-NO, (ug/L) 45 45 20 20 20 15 15 15 20 20
N-NO; 1.4 1.3 1.6 1.0 2.0 2.0 0.8 0.6 1.0 1.0
P-PO,” [13.6 113.8 111.2 113.2 109.2 110.0 109.8 111.2 112.2 110.4
BHT (UFC/L) | 5.00 E+08 | 630 E+08 [ 2 I7E+I1 [ 223 E+11 | SOOE+I1 [4.60E+11] 189 E+11] 2.03 E+11 | 3.73 E+09 | 2.87 E<09
pH (unidades) 7.4 7.3 7.7 7.6 7.7
COD 4 4 4 2 3
STT 680 680 640 660 640 640 660 640 660 640
STV 140 100 100 30 80 60 120 80 80 100
C"(’;:’""' STF 540 580 540 380 360 530 540 560 580 540
inéeulo N-NH, 5.34 514 10.54 9,68 10.64 10.44 1.58 1.26 7.50 7.58
N-NO, (ug/L) 45 50 50 45 50 55 40 45 55 50
N-NO, 1.1 1.4 1.0 1.0 1.4 1.4 0.6 0.6 1.6 2.0
P-PO,” 115.4 112.8 L1114 112.8 104.0 110.8 110.8 1118 [12.4 112.8

COD = Carbono orginico disuelto, STT = Sélidos totales totales, STV = S6lidas totales volitiles,
N-NO; = Nitrito, N-NO;' = Nitrato, P-PO;

Unidades: mg/L a menos que se especifique otra

STF = Sélidos totales fijos, N-NHs= Amoniaco,
‘= Ortofosfato y BHT = Cuenta de bacterias heterétrofas totales
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BIODEGRADACION AEROBIA DE INHIBIDORES ANEXQ A
DE HIDRATACION DE ARCILLAS
m%
1. Laboratorio: PIQAYQA.
2. Fecha de inicio de la prueba: 15 de agosto del 2000. IHAGIPCU 3.
3. Sustancia de prueba:

Nombre: THAG

Concentracion en la solucidn stock: 72,000 mgCOD/L aproximadamente.

Concentracion inicial en el medio (C,): 84 mgCOD/L.

Volumen en el matraz: 250 mL.
4, Inéculo;

Fuente: Tanque de aireacion de la planta de tratamiento de aguas, Ciudad Universitaria. México D.F.

Tratamiento: Centrifugacion a 500 g por 5 minutos.

Pretratamiento: Aireacion a temperatura ambiente 24 horas antes de su uso.

Cuenta de BHT en la mezcla de reaccion: 7.1 E+08 UFC/L.
5. Consumo de oxigeno:

Tipo de respirometro: VOITH-Sapromat B-12.

Tabla 50. Resultados de consumo de oxigeno PBAR IHAGIPCU 3

Tiempo (Dias) # 0 1 2 3 4 ) 6 7 5 9 [10 |11 }12 13|14
al | 0 | 6 |79 [138[120]146 149160 —= | - | == | o= | oo | oo | v

ConsumodeQ; | a2 | 0 | 9 [ 69 | 95 | <o | cor [ eme [ wee [ o [ e [ ccn [ eec | = | oo | —
ITHAG (mg) al | 0 1 |66 90 1131144 188/195[209]223]{236]252(260] 286307
ad 01 9163 ] - el o | S i S - [ e T o

Consumo de O, | bl 0 0 3 hll el Bl el e el el el N S S
In6eulo (mg) b2 | O 0 0 0 1 | 1 | 2 2 3 4 4 4 4
b3 | 0 1 J 1 | -l T o e | o

b4 | 0Ot 0|01 1 12 1 2 1 3 ]| oee]ome]wan | ome | ame | omn

Promedio bm| 0 J o (1 {11t Jr]2l2T213 144 ala
Consumode O, [ a1 | 0 | 6 [ 78 [ i37[119] 145[ 148 158 = | = | = | — | oo | oo | v
corregido(mg) [ a2 | 0 | 9 (68 [0 [ oo [ wee [ oo [ i [ Z | = | = | oo [ = | - | =
a3 | 0 | 1 65|89 [1121143]187[194]{207]221]233] 2487256282 [303

(ax-bm) ad | 0 | 9 ] 62 - | - | e | cd [T 2 i e [ [ o o | —
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DE HIDRATACION DE ARCILLAS
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Tabla 51. Valores de los parametros fisicoquimicos y microbioldgicos obtenidos de l1a aplicacién de la PBAR OECD 301-F

IHAGIPCU 3
Relacién So/Xo= 1.19 E-07 mgCOD UFC’'
Muestra Parametro 0 dias 2 dias 3 diag 7 dias 14 dias
pH (unidades) 7.3 6.9 6.7 7.3 7.3
COD 90 72 51 37 14
STT 760 720 800 860 940 900 720 760 700 660
STV 180 220 220 320 400 360 160 200 120 160
HAG STF 580 500 580 540 540 540 560 560 580 500
N-NH; 5.90 0.20) 1.42 3.12 2.40 2.82 0.18 0.28 0.78 0.64
N-NO; (ug/L) 25 25 5 5 0 5 0 5 5 5
N-NOy 1.4 1.4 1.6 2.0 1.0 1.0 3.0 2.8 24 2.0
P-PO,.” 112,1 113.2 111.4 108.8 105.6 1008 111.6 109.8 112.2 113.8
BHT (UFC/L) | 6.90 E+08 | 7.30 E+08 [ 3.26 E+10 | 2.80 E+10 [ 320 E+11 [4.90 E+11 | 198 E+11 | 2.03 E+11 | 3.90 E+09 3.40 E+09
'H (unidades) 7.3 7.7 7.8 7.8 7.8
COD 6 3 5 5 4
STT 700 740 720 660 700 680 660 660 680 660
Control STV 200 240 160 120 160 140 120 140 160 120
de STF 500 500 560 540 540 540 540 520 520 540
inéeulo N-NH, 5.82 6.66 5.02 4.96 5.64 4.82 5.50 4,74 4.64 4.96
N-NO; (ug/L) 20 20 5 5 10 10 5 10 15 20
N-NOy 1.0 1.0 1.2 1.6 1.0 1.4 1.8 24 1.4 1.6
P-PO,” 112.8 109.8 108 .4 110.2 107 .4 104.8 111.8 112.1 114.6 113.8

Unidades: mg/L a menos que se especifique otra

d = dias, COD = Carbono organico disuelto, STT = S6lidos totales totales, STV = Sélidos totales volatiles, STF = Sélidos totales fijos, N-NH;=
Amoniaco, N-NO; = Nitrito, N-NO;" = Nitrato, P-PO,’ = Ortofosfato ¥ BHT = Cuenta de bacterias heterdtrofas totales
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Tabla 52, Valores promedio de los pardmetros fisicoquimicos y microbioldgicos obtenidos de la aplicacion de ta PBAR OECD
301-F a IHAGIPCE

Relacién So/Xo promedio= 1.90 E-07 mgCOD'UFC '+ 1.65 E-07

Mugestra Parimetro 0 dias 2 dias J dias 7 dias 14 dias
COD*+o 80 +4 64 +20 56 +24 29+ 11 9+6
% tlegradacién + o 0 20+ 20 32+25 65+13 89+7
pH (unidades) + o 74+0 7.3+0.1 7.5+0.1 7.5+0.1 7.6+0.2
STT +o 767 + 87 680 + 58 703 + 41 733 +47 730 + 82
STV + o 240 + 75 150 + 45 177 + 44 187 + 37 180 + 92
IHAG STF+o 523+ 23 530+ 21 533+ 33 563 + 15 550 +21
N-NH, + o 3480+ 1.68 0.66+0.10 0.80+0.12 0.34 +0.36 0.28+0.12
N-NO; (pg/l)+o 10+2 0 0 0 5+1
N-NO; +¢o 0.8+04 20+08 1.4+04 08+02 20+08
P-PO +q 1168 +3.2 1188 +2.4 118.2 +3.4 FIB.6+3.0 120.0+ 2.4
BHT (UFC/L)+ o | 6.28E+08 + 3.68E+08 | 1.91E+09 + 1.04E+09 | 1.90E+09 + 2.65E+08 | 7.03E+Q09 + 2.53E+09 | 1.22E+10 + 4 83E+09
pH (unidades) +o 74+0 7.83:_0.1 7.8+0.1 78+0.1 79402
STT+o 723 + 83 647 + 68 620 + 50 633 +41 633 +57
STV+ao 197 + 81 103 +29 90 + 41 90 +27 117 + 46
C"(‘i‘z"" STF + o 527 + 30 553 + 45 530+ 27 543 + 48 517 + 44
in6culo N-NH; + o 464 +132 5.08 +0.40 4,54+ 1,16 6.50+ 1.58 5244+ 1.54
N-NO; (ug/L)+ o 10 +3 15+3 15+3 30+9 40+ 10
N-NOy + o 1.0+ 0.6 1.0+ 0.4 1.0+ 0.4 1.8+0.2 20406
P-PO + 1174+ 14 1202 +44 1194+ 1.4 118.4 + 0.0 120.6 ; 2.4

Unidades: mg/L a menos que se especifique otra

STT = Sélidos totales totales, STV = Slidos totales voldtiles, STF = Sélidos totales fijos, N-NH; = Amoniaco, N-NO, = Nitrito, N-NO; = Nitrato,
P-PO,’ = Ortofosfato y BHT = Cuenta de bacterias heterotrofas totales

COD*= Carbono organico disuelto de los matraces con IHA (después de haber restado los valores de COD del control de indculo)
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BIODEGRADACION AEROBIA DE INHIBIDORES ANEXO A

DE HIDRATACION DE ARCILLAS
m

1. Laboratorio: PIQAYQA.

2. Fecha de inicio de la prueba: 5 de septiembre del 2000. IHAGIPCE 1.

3. Sustancia de prueba:
Nombre: IHAG
Concentracion en la solucién stock: 72,000 mgCOD/L aproximadamente.
Concentracion inicial en el medio (C,): 84 mgCOD/L.
Volumen en el matraz: 250 mL.

4. Indculo:
Fuente: Tanque de aireacion de la planta de tratamiento de aguas, Cerro de la Estrella, 1ztapalapa. México D.F
Tratamiento: Dejar sedimentar de 10 a 15 minutos antes de ser empleado.
Pretratamiento: Aireacion a temperatura ambiente 24 horas antes de su uso.
Cuenta de BHT en la mezcla de reaccion: 2.20 E+08 UFC/L.

S. Consumo de oxigeno;
Tipo de respirometro: VOITH-Sapromat B-12.

Tabla 53. Resultados de consumo de oxigeno PBAR IHAGIPCE 1

Tiempo(Dias) | # | 0 | 1 | 2 [ 3|4 {56 |7 ]8]o0lw{11]12]13]14
al | 0 ] o] 8 20 [8il117]146]167]185]197][204]211(225]236]246

Consumode O | a2 | 0 3 I I B e Bl Rl el e P e e e
IHAG (mg) a3 | 0 0 R U R A BTN BT (IC (SR Ry [RSOUN R, I i G .
ad [ 0 [ 0] 6 [24]356[118[150[166] - | | = [ ==- [ ooe [ our | —

Consumo de O, | bl 0 1 [ Bl Bl Ml Ml Ml el HRtlt Bl Ml Ml MRl
Inéculo (mg) b2 | 0 | 6 } 6 | 9 || |mmm | omm j e [ e | oo L een [ e [ ee | e
b3 | 0134|569 |12]12] ]| -] |-7]-—

b4l 036 7loelwoln|{n[n2la{1a{4{14]13] 14

Promedio bmi{ 0 [ 3 14 |7 [ 7 [9fn2nr{n2{i4ji4{t4f(14]147] 14
Consumode O, [al | 0 | 0 | 4 [ 13] 74 [108[134] 155} 1731831190 197]211]222] 232
corregido(mg) | a2 | 0 | 0 ] 12} - | —oc [ wor | oom fmmn | coe fwme | o [ e f e [ e | e
a3 | 0 | 0| 710 e f e e [ [ ame | e [ e [ e [ e [ e |

(ax-bm) ad | 0 | 0| 2 [14]49]109[138[ 154 coa [ - | wee | = | = [ - T —
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DE HIDRATACION DE ARCILLAS
R |

%

Tabla 54, Valores de los parametros fisicoquimicos y microbiologicos obtenidos de la aplicacién de la PBAR OECD 301-F

ANEXO A

IHAGIPCE 1
Relacién So/Xo= 3.81 E-07 mgCOD'UFC™!
Muestra Parimetro 0 dias 2 dias 3 dias 7 dias 14 dias
H_(unidades) 7.4 74 75 7.4 7.4
COD 88 86 86 34 21
STT 660 660 620 600 700 780 780 780 680 720
STV 140 160 120 80 140 260 220 220 120 180
HAG STF 520 500 500 520 560 520 560 560 560 540
N-NH, 4.20 4.84 0.66 0.68 0.70 0.68 0 0 0.34 0.40
N-NO; (ug/L) 10 15 35 35 10 10 0 0 5 5
N-NO;’ 0.6 0.6 2.6 3.4 1.6 1.6 1.0 0.8 30 3.0
P-PO,> 112.8 116.6 117.2 118.6 118.6 114.2 113.8 1144 119.4 119.0
BHT (UFC/L) | 207E+08 | 2 33 E+08 | 1.08 E+09 | I.12E+09 [ 1.79 E+09 | 1.41 E+09 | 9.70 E+09 | 8.90 E+09 | .16 E+10 9,80 E+09
'H (unidades) 7.4 7.7 76 7.8 7.7
COD 4 4 4 6 6
STT 640 620 560 580 580 530 580 620 560 580
STV 140 80 80 40 60 10 80 80 80 120
C“g“’“] STF 500 530 180 540 520 500 500 540 480 460
inéccum N-NH, 3.38 4.60 4.88 434 4.12 4,98 4.42 4.50 334 3.90
N-NO; (ug/L) 15 15 20 20 20 20 35 35 55 45
N-NO, 0.6 0.6 1.2 1.2 1.4 1.6 1.6 1.6 3.0 2.6
P-PO,” 114.8 117.4 1258 122.8 119.0 116.8 118.2 117.8 119.4 118.8

COD = Carbono orgdnico disuelto, STT = Sélidos totales totales, STV = Sélidos totales volatiles,
N-NO; = Nitrito, N-NO;™ = Nitrato, P-PQ}"

Unidades: mg/L a menaos que se especifique otra

STF = Solidos totales fijos, N-NH,= Amoniaco,
= Ortofosfato y BHT = Cuenta de bacterias heterétrofas totales
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BIODEGRADACION AEROBIA DE INHIBIDORES ANEXO A

DE HIDRATACION DE ARCILLAS
1
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1. Laboratorio: PIQAYQA.
2. Fecha de inicio de la prueba: 19 de septiembre del 2000. IHAGIPCE 2.
3. Sustancia de prueba:
Nombre: IHAG
Concentracién en la solucién stock: 72,000 mgCOD/L aproximadamente.
Concentracion inicial en el medio (C,): 76 mgCOD/L.
Volumen en el matraz; 250 mL.
4. Indculo:
Fuente: Tanque de aireacion de la planta de tratamiento de aguas, Cerro de la Estrella, 1ztapalapa. México D.F.
Tratamiento: Dejar sedimentar de 10 a |5 minutos antes de ser empleado.
Pretratamiento: Refrigeracion a 7°C durante 14 dias. Aireacion a temperatura ambiente 24 horas antes de su uso.
Cuenta de BHT en la mezcla de reaccion: 7.30 E+08 UFC/L.
5. Consumo de oxigeno:
Tipo de respirémetro: VOITH-Sapromat B-12.

Tabla 55. Resultados de consumo de oxigeno PBAR IHAGIPCE 2

Tiempo (Dias) | #
al
Consumo de O, | a2

IHAG (mg) a3
ad
Consumo de Q, | bl

112345 e6]7]8]9 1011121131 1a
0 | 87 [140[ 168 188|204 | 2121226 [ 240 [ 250 | 260 | 268 | 274 | 282
0 |61 [120] - | [ o [ = | o | = T T T T
49 80 ——
38 | 96 1128148167 181188 - | = | = | on | oo | o | —

Inéculo (mg) | b2 51151 1812413030 30[31131[31]32]32]32]32
b3 [N Il el el el e e = I S T e e
b4 10710710 [ 16222630 - | = | == ] = | oo | e | =

Promedio bm 9 1121412026 (283013131 |31(32132]321]32

Consumo de O; |_al 0 |75 1126|148]1621176[182[195]209]219[228] 2362421250

oio|o|o|o|o|s|o|olae|c|o|o|e
)

corregido (mg) | a2 0 49 J106] wne [ woe [ e [ e [ [ [l [ [ = |
a3 40 | 68 | on | e | con [ [ [ i [T e T | o [ = [
{ax-bm) ad 29 | 84 [ 114128 [ 141 [155[ 158 - | - = | om [ oo [ oo | i
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BIODEGRADACI;ON AEROBIA DE INHIBIDORES
DE HIDRATACION DE ARCILLAS
- ]

%

Tabla 56. Valores de los parametros fisicoquimicos y microbioldgices obtenidos de la aplicacion de la PBAR OECD 301-F

ANEXO A

IHAGIPCE 2
Relacién So/Xo= 1.04 E-07 mgCODUFC"
Muestra Pardametro 0 dias 2 dias 3 dias 7 dias 14 dias
pH (unidades) 7.4 7.3 7.5 7.5 7.6
COD 80 48 39 22 7
STT 800 780 720 740 680 700 660 740 680 640
STV 240 280 200 180 160 140 180 200 100 100
IHAG STF 560 500 520 560 520 560 580 540 580 540
N-NH, 6.98 6.58 0.64 0.80 0.68 0.86 0.24 0.32 0.18 0.12
N-NO, (ug/L) 10 10 0 0 0 0 0 0 0 0
N-NOy 1.4 1.4 1.8 1.8 2.0 2.0 0.6 0.6 1.0 1.0
P-PO,” 114.2 117.2 115.6 117.8 115.6 117.4 119.4 120.2 120.8 123.2
BHT (UFC/L) | 6.80 E+08 | 78 E+08 | 2.00 E+09 [ 1.10 E+09 | 2.22 E+09 | 1.98 E+09 | 8.00 E+09 | 7.00 E+09 | 1.34 E+10 | 1.70 E£10
pH (unidades) 7.4 7.9 7.9 7.9 7.9
COD 4 5 3 4 4
STT 780 720 720 640 640 640 680 680 640 640
STV 200 220 100 30 30 80 100 60 60 100
C“(';;""‘ STF 580 500 620 560 560 560 580 620 580 540
inbealo N-NH, 5.90 6.50 5.42 5.06 5,64 5.94 7.82 7.52 6.88 7.20
N-NG; (ug/L) 10 10 15 15 15 15 20 20 40 30
N-NO,’ 1.6 18 14 1.6 1.2 1.2 1.4 1.8 2.0 1.8
P-PO,” 1174 117.4 1172 112.8 120.1 120.4 118.2 119.8 118.8 121.6

COD = Carbonao crganico disuelto, STT = Sélidos totales totales, STV = Sélidos totales volatiles,
N-NO; = Nitrito, N-NQ;" = Nitrato, P-PQ,’

Unidades: mg/L a menos que se especifique otra

STF = Sélidos totales fijos; N-NH,= Amoniaco,
= Ortofosfato y BHT = Cuenta de bacterias heterétrofas totales

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

154



BIODEGRADACION AEROBIA DE INHIBIDORES ' ANEXO A

DE HIDRATACION DE ARCILLAS
S |

1. Laboratorio: PIQAYyQA
2. Fecha de inicio de la prueba: 10 de octubre del 2000. IHAGIPCE 3
3. Sustancia de prueba:
Nombre: IHAG
Concentracion en la solucion stock: 72,000 mgCOD/L aproximadamente.
Concentracion inicial en el medio (C,): 80 mgCOD/L.
Volumen en el matraz: 250 mL
4, Indculo:
Fuente: Tanque de aireacion de la planta de tratamiento de aguas, Cerro de la Estrella, [ztapalapa. México D.F
Tratamiento: Dejar sedimentar de 10 a 15 minutos antes de ser empleado.
Pretratamiento: Refrigeracion a 7°C durante 35 dias. Aireacion a temperatura ambiente 24 horas antes de su uso.
Cuenta de BHT en la mezcla de reaccion: 9.50 E+08 UFC/L.
S. Consumo de oxigeno:
Tipo de respirometro: VOITH-Sapromat B-12.

Tabla $7. Resultados de consumo de oxigeno PBAR IHAGIPCE 3

Tiempo (Dias) # 0 1 2 3 4 5 6 7 8 O 1111213 14
al | 0 | 0 ] 6 |40 |68 ] 70 [153[160]160]167] 1811922042161 225

ConsumodeQ, a2 | 0 | 0 [ 24 |67 | |~ | [ o o ] ol = [ o Vo [ o [ —
[HAG (mg) a3 | 0} O 36| - | mmm | wem [ oom | e [ | oo | 2 | cm | e [ — | —
ad | 0 | 0 [ 42731788198 [105] | = | = [ oee | oo | oo ¥ —

Consumo de O, | b1 0 0 0 0 it iuiell et il it Wit Miuiettl Mol Bl Mt M
Indculo(mg) [ b2 | O | 0] 0| | 2 )58 (8| 818 ]8]|8[8[8]s
b3 ] 0 | 0 | O | emm| e [ eee [ oo [ eee e [ e | o T [ [ oo

bd | O [ 6 | 14120020/ 20[20] 20 e [ = | o= | oo | oo | = | —

Promedio bm| 0 1 1 /3 |7 (12414888 81138188
Consumode O, [al | 0 | 0 | 3 134 [ 57 [58[139]146|152[159] 173 184196208217
corregido (mg) [ a2 | O O 12160 ) oo [ | e [ - [ e [ o P T
a3 | 0 | 0 |33 [ emn | oo | e | e [ e [t | T T ST T

{ax-bm) ad | 01 039166671698 |91 o] o | oo [ 2o T o | —
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Tabla 58, Valores de los pardmetros fisicoquimicos y microbiolégicos obtenidos de la aplicacién de la PBAR OECD 301-F
THAGIPCE 3
Relacion So/Xo= 8.55 E-08 mgCOD'UFC
Muestra Parfmetro 0 dias 2 dias 3 dias 7 dias 14 dias
'H {unidades) 7.4 7.2 7.4 7.6 7.8
COD 84 71 55 44 13
STT 840 860 680 720 660 700 700 740 840 820
STV 300 320 140 180 180 180 120 180 320 260
HAG STF 540 540 540 540 480 520 580 560 520 560
N-NH, 2.98 3.20 0.48 0.70 0.98 0.90 0.60 0.90 0.28 0.36
N-NO; (ug/L) 55 50 0 0 0 0 0 0] 5 5
N-NOy 0.4 0.4 1.0 1.2 1.0 0.6 1.2 2.2 1.8 1.6
P-PO,” 1202 1212 121.8 121.6 123.6 119.8 121 8 122.0 116.4 121.8
BHT (UFC/L) | 860 E+08 | 1.01 E+09 | 3.02 E+09 | 3.15 E+09 | 1.90 E+09 ] 2.10 E+09 | 3.30 E+00 15 30 E+00 8.00 E+09 | 8.60 E+09
pH (unidades) 7.4 78 7.8 7.8 8.1
COD 4 3 4 4 3
STT 840 740 660 720 640 680 640 600 660 720
STV 320 220 100 160 140 140 140 80 160 180
Contral STF 530 520 560 560 500 540 500 520 500 540
inéeulo N-NH, 3.12 4.20 5.44 5.28 3.20 1.34 7.28 7.42 5.14 .94
N-NO, (ug/L) 70 65 70 70 80 80 5 5 10 10
N-NOy 0.4 0.4 0.4 1.0 0.4 1.2 0.4 22 1.4 1.4
P-PO,> 117.8 119.4 121.2 121.6 120.2 120.4 118.2 118.6 125.2 119.6

COD = Carbono organico disuelto, STT = Sélidos totales totales,

Unidades: mg/L a menos que se especifique otra

N-NO, = Nitrito, N-NO, = Nitrate, P-PO "=

Ortofosfato y BHT = Cuenta de bacterias heterdtrofas totales

STV = Sélidos totales voldtiles, STF = Sélidos totales fijos, N-NH;= Amoniaco,
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Tabla 59. Valores promedio de los parametros fisicoquimicos y microbiolégicos obtenidos de la aplicacién de la PBAR OECD
301-F a IHAGISTJ

Relacion So/Xo promedio= 4.53 E-07 mgCOD UFC'+ 2.14 E-07

Muestra Parimetro 0 dias 2 dias 3 dias 7 dias 14 dias
COD * +o 83 +2 78 + 56 + 22 31+ 1 23+ 9
% degradacién + o 0 5+ 3 33 + 29 50+ 13 72+ 12
pH (unidades) + o 7340 71+01 7+0.1 72+0.1 72401
STT+o 670 + 65 730 + 63 737 + 34 733 + 55 687+ 111
STV+o 143 + 50 180 + 52 200 + 22 217+ 53 160 + 52
IHAG STF + & 527 + 27 550 + 24 537 + 34 533 + 53 527+ 91
N-NH, + o 6.52+0.56 3.98+2.72 2.02+2.84 0.44 +0.12 0.34 +0.04
N-NO, (ug/L) + o 10 + 2 10+0 0 0 0
N-NO, + o 10+02 1.0+02 1.0+ 0.4 1.0+0.2 1.4+02
P-PO,> +q 1148+24 1128+ 16 1108+ 2.6 113.8+38 116.6 + 3.0
BHT (UFC/L)+o | 200E+08 + 7.71E+07 | 6.33E+09 + 4.79E+09 | 6.36E+10 + 7.13E+09 | 3.60E+09 + 3.97E+08 | 2.84E+09 + 7.036+08
pH (unidades) + o 73401 74+0.1 75+0 75+0 75401
STT+o 660 + 87 706 + 52 730 + 24 700 + 38 700 ¥ 38
STV + o 133 + 53 133 + 57 137 + 43 177 + 20 137 + 46
C"(';é""' STF+o 527 + 47 547+ 43 570 + 63 553+ 39 547+ 35
inbeulo N-NH; + o 5.76 + 0.66 5.16+0.74 4.78 + 0.64 484 +0.76 58+0.56
N-NO; (ug/L) + o 10 +2 10 +2 15+2 10+2 10+0
N-NO, +o 14+06 16+06 16+06 14+06 18406
P-PO + o 1134+14 F128+1.0 114.8+22 1124 +22 1126+238

Unidades: mg/L a menos que se especifique otra

STT = Sélidos totales totales, STV = Sélidos totales voldtiles, STF = S6lidos totales fijos, N-NH; = Amoniaco, N-NO; = Nitrito, N-NO;" = Nitrato,
P-PO,’ = Ortofosfato ¥y BHT = Cuenta de bacterias heterdtrofas totales

COD*= Carbono orgdnico disuelto de los matraces con IHA {después de haber restado los valores de COD del control de inéculo)
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L. Laboratorio: PIQAYQA.
2. Fecha de inicio de Ia prueba: 31 de octubre del 2000. IHAGISTJ |.
3. Sustancia de prueba;
Nombre: IHAG
Concentracion en la solucion stock: 72,000 mgCOD/L aproximadamente.
Concentracion inicial en el medio (C,): 85 mgCOD/L.
Volumen en el matraz: 250 mL

4. In6culo:
Fuente: Sobrenadante de tierra de jardin. Casa habitacion. Coyoacan, México D.F.
Tratamiento: Filtracion a través de pape! Whatman No. | antes de ser empieado.
Pretratamiento: Preparacion 24 horas antes de su uso y aireacion a temperatura ambiente.
Cuenta de BHT en la mezcla de reaccion: 2.05 E+08 UFC/L.

3. Consumo de oxigeno;
Tipo de respirometro: VOITH-Sapromat B-12.

Tabla 60. Resultados de consumo de oxigeno PBAR THAGISTJ 1

TiempoDias) | # o] 1] 2] 37 4 S | 617|819 10111211314
al } 0 | 2 1 8 11985 [122}152]163| 181191198 205219[2307 240

Consumode Q, | a2 | 0 0 116 e | e f e T e o T T e T
THAG (mg) 0 IR I D VI Y-S I S 0 I i e s M o
a4 | 0 [0 16 2060 [ e [ [ o | o T T T T—

Consumode O, | b1 | 0 | 3 [ 5 [ . o T T 1T
Inéculo(mg) [ b2 0 | 3 [ 711116122138 28 | woo | oo | e | e [ T
b31 02 2471788873 8 18! 8 (8T s

b4 OO 2 2 [ T T T

Promedio bm| 0 12 4|6 11| 4]18] 81818 35 8 | 8818
ConsumodeQ, [al | 0 [0 [ 3 [ {3 [ 74108134 15511731183 | 1901972111222 232
corregido (mg) | a2 | O U P I 0 S S S e el T B
a3 | 0 07 J10] | T T T — -

{ax-bm) ad 1 0 01 2 [ 13 [ 49T109]13RT834) — [ o T
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Tabla 61. Valores de los parimetros fisicoquimicos y microbiolégicos obtenidos de la aplicacion de la PBAR OECD 301-F

IHAGISTJ 1
Relacién So/Xo= 4.14 E-07 mgCOD UFC"*
Muestra Parimetro 0 dias 2 dias 3 dias 7 dias 14 dias
VH (unidades) 7.3 7.2 6.9 7.1 7.2
COD 85 8] 85 57 20
STT 680 720 720 740 780 680 800 760 500 600
STV 140 560 180 160 200 180 280 260 120 100
STF 540 160 540 580 580 500 520 500 380 500
THAG N-NH, 6.18 5.08 5.04 6.22 5.9 5.46 058 0.56 0.30 0.38
N-NO; (ug/L) 10 10 10 10 10 10 0 0 10 10
N-NO, 10 08 1.0 0.8 1.2 1.0 0.8 0.8 1.2 1.2
P-PO.” 118.8 115.8 118 1130 110.8 110.8 118 8 1176 120.0 120.4
BHT (UFC/L) | 1.70 E+08 | 2 40 E+08 [ 2 36 E+09 | 2.14 E+09 | 5.50 E+09 | 4.40 E+09 | 7.00 E+08 | 1.00 £+09 2.51 E+09 | 2.36 E+09
pH (unidades) 7.3 7.3 7.5 7.5 7.5
COD 0 0 8 5 2
STT 620 700 700 640 660 700 740 740 640 760
STV 160 140 180 160 160 180 160 200 80 120
C"(’I‘;”" STF 460 560 520 480 500 520 580 540 560 540
inbeulo N-NH, 6.12 5.04 4.90 4.78 4.50 4.84 422 3.74 6.12 S 76
N-NO, (ug/L) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
N-NO, 1.0 1.0 1.0 1.2 1.2 12 0.8 0.8 1.0 1.0
P-PO,> 1148 1148 113.8 1.4 1122 1184 109 8 109 4 111.6 112.6

COD = Carbono orgdnico disuelto, STT = Sélidos totales totales,
N-NO; = Nitrito, N-NO; = Nitrato, P-PO,*

Unidades: mg/L a menos que se especifique otra

STV = Sélidos totales volitiles, STF = Solidos totales fijos, N-NHy= Amoniaco,
= Ortofosfato ¥y BHT = Cuenta de bacterias heterétrofas totales
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1. Laboratorio: PIQAyQA

2. Fecha de inicio de la prueba: 14 de noviembre del 2000. IHAGIST] 2

3. Sustancia de prueba:
Nombre: IHAG
Concentracion en la solucién stock: 72,000 mgCOD/L aproximadamente.
Concentracién inicial en el medio (C,): 80 mgCOD/L.
Volumen en el matraz: 250 mL.

4. Inéculo:
Fuente: Sobrenadante de tierra de jardin. Casa habitacion. Coyoacan, México D.F.
Tratamiento: Filtracion a través de pape! Whatman No. 1 antes de ser empleado.
Pretratamiento: Preparacién 24 horas antes de su uso y Aireacidn a temperatura ambiente,
Cuenta de BHT en la mezcla de reaccion: 2.75 E+08 UFC/L.

§. Consumo de oxigeno:
Tipo de respirometro: VOITH-Sapromat B-12.

Tabla 62. Resultados de consumo de oxigeno PBAR IHAGISTJ 2

Tiempo (Diag) | # | 0 1 2 (3|4 slej78]oTwlaliz]13]14
al | 0 12 180 |134)156]170]185[ 193] wee | oon | com | oo | com | oo [ o

ConsumodeO; [ a2 | 0 [ 2 |54 [IM]| | - | oo [on | o | on | i [ T =TT
[HAG (mg) N U A I e e Y I T S S e e
a4 | 0 |31 )89 )122]1361149[164[169]21)1]225]235[244 252 259|367

ConsumodeO, [ b1 | O | 2 | 4 | 8 [ 12 (02 (1466|1616 16 17117117
Inéculo (mg) b2 0 [ 0 j O | 51 51 S| 5] 6 [we|oe]|om]|omlom]om]om
b3 [ 0 | 6 [ 1010w | om [ e | oo [ i [T i o o T T

UL U U I R I e I I 0 ™ D S P e e

Promedio bm) 0 | 2 | S| 8 8 8 [o[wf16|[16]16(16] 1701717
Consumo de O, | at | 0 0 175 1126)1481162[176]182] e [ v | o= | oom [ oon | oo | o
corregido{mg) | a2 | 0 0 149 J106| =onj = | mmm [ oo | mme [ oom [ om [ i [ o [ o
a3 | 0 140 |68 | wo | oo [ coc [ e | i [ o [ [ | o | o T T

(ax-bm} ad | 0 | 29 ) 84 [1144128[141[155[158]195[209]| 219 2281236242250
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Tabla 63. Valores de los parametros fisicoquimicos y microbioldgicos obtenidos de la aplicacién de la PBAR OECD 301-F

IHAGISTJ 2
Relacién So/Xo= 2.61 E-07 mgCOD UFC"'
Muestra Pariametro 0 dias 2 dias 3 dias 7 dias i4 dias
pH (unidades) 7.3 7.1 7.2 7.3 7.3
COD 83 82 61 48 41
STT 580 600 660 660 720 740 660 700 740 740
STV 60 120 120 140 200 240 240 200 200 240
IHAG STF 520 480 540 520 520 500 520 500 540 500
N-NH, 6.18 6.54 5.64 5.02 0 0 0.40 0.38 0.38 0.30
N-NO; (pg/L) 10 10 10 10 0 0 0 0 0 0
N-NO; 0.8 0.8 1.4 1.0 0.6 0.6 0.8 0.8 1.4 1.2
P-PO,” 1148 113.2 111.2 111.6 109.4 107.2 113.6 110.2 116.8 116.2
BHT (UFC/L) | 3.00E+08 | 2 50 E+08 | 1.39 E+11 | 1.43 E+11 | 5.90 E+09 | 4.40 E+09 | 1.50 E+09 | 2,10 E+09 | 3.40 E+09 | 3.90 E+09
pH (unidades) 7.3 75 7.5 7.5 7.6
COD 3 10 3 6 7
STT 580 560 600 620 660 680 700 700 700 700
STV 80 60 60 60 80 120 180 200 180 200
C":;"‘" STF 500 500 540 560 580 560 520 500 520 500
inéeulo N-NH, 5.70 5.44 6.06 6.12 4.10 4.28 5.26 4.64 5.14 5.82
| N-NO; (ug/L) 10 10 10 10 15 15 10 10 10 10
N-NO, 1.0 1.4 1.4 1.2 1.0 1.0 1.0 1.0 2.0 2.2
P-PO,> 113.0 113.6 113.2 1116 112.8 5.4 114.0 114.4 115.8 115.0

Unidades: mg/L a menos que se especifique otra

COD = Carbono orgdnico disuclto, STT = Sélidos totales totales, STV = Sélidos totales voltiles, STF = Sélidos totales fijos, N-NH;= Amoniaco,
N-NQ,; = Nitrito, N-NO; = Nitrato, P-PO.* = Ortofosfato ¥y BHT = Cuenta de bacterias heterdtrofas totales
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L. Laboratorio: PIQAyQA

2. Fecha de inicio de la prueba: 28 de noviembre del 2000, [HAGIST]J 3

3. Sustancia de prueba:
Nombre: [HAG
Concentracién en la solucién stock: 72,000 mgCOD/L aproximadamente.
Concentracion inicial en el medio (Co): 83 mgCOD/L.
Volumen en el matraz: 250 mL.

4. Inéculo:
Fuente: Sobrenadante de tierra de Jjardin. Casa habitacién. Coyoacan, México D F.
Tratamiento: Filtracién a través de papel Whatman No. | antes de ser empleado.
Pretratamiento: Preparacion 24 horas antes de su uso y Alreacion a temperatura ambiente.
Cuenta de BHT en la mezcla de reaccion: 1.21 E+08 UFC/L.

5. Consumo de oxigeno:
Tipo de respirémetro: VOITH-Sapromat B-12,

Tabla 64. Resultados de consumo de oxigeno PBAR IHAGISTJ 3

Consumo de O, | al 3134157158 [139]146]152[159[173 184 | 196[208{217

TiempaDias) | # | 0 [ 1 [2 [ 31485161713 Y w213 ] 14
al 1 0 ] O 115145166 |67 [148]155]161]174]188]199]211]223 232
ConsumodeO; [a2 | 0 | 0 [ B[ 71 [ [ [ ol il T T T
HAGme) [a3] 0 [0 [as| — o] ol o T T =
ad | 0 | 2 |51 17576178 9100] | | T T 07—
ConsumodeO, | b1 1 0 | 2 | 6 |2 | | [ | [ T T T —
Inculo(mg) | b2 0 |0 418 15{15] 15115 15113 151151 15]15] 15
b3 01010 | BIBBIBB]IB] - T
b4 0 [ 8 M4 ) o |- [ [T T T
Promedio bm) 0 12 J12 1[99 159199 15115115 151 15[ 15
ol o
corregido(mg} | a2 | 0 | O [ 21 [ 60 | coe [ oo | = | o | = | T e I e
a3 | 0 J O )33 | - [ | - e T T

(ax-bm) a4 | 0 | 0 [39]164]67[69 8491 ] o | ] —T T
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Tabla 65. Valores de los parémetros fisicoquimicos y microbiolégicos obtenidos de la aplicacion de la PBAR OECD 301-F
IHAGISTJ 3
Relacién So/Xo= 6.85 E-07 mgCOD'UFC"!
Muestra Parametro 0 dias 2 dias 3 dias 7 dias 14 dias
pH (unidades) 7.3 6.9 7 7.1 7.2
COD 91 89 39 37 24
STT 700 740 800 800 740 760 700 780 760 780
STV 180 200 260 220 180 200 180 140 LG 140
HAG STF 520 540 540 580 560 560 520 640 600 040
N-NH, 6,60 7.58 0.50 .48 0.36 0.4 0.38 0.28 0.30 0.32
| N-NO; (ug/L) 15 15 0 0 0 0 0 0 0 0
N-NO; 1.0 1.0 1.0 1.2 1.4 14 1.2 14 1.6 1.6
P-PO,” 112.2 114.6 115.0 113.8 112.2 115.0 109.8 112.8 1138 112.8
BHT (UFC/L) | 1.18 E+08 | 1.25 E+08 | 9.70 E+09 | 1.36 E+10 | 4. 10 E+08 | 4.60 E+08 9.00 E+08 | 7.30 E+08 | 2.32 E+09 | 2.54 E+09
H (unidades) 7.4 7.4 7.5 7.5 7.5
COD 3 7 6 7 6
STT 780 720 760 760 780 760 740 760 700 700
STV 200 160 160 180 100 180 160 160 140 100
C";’;’ of STF 580 560 600 580 680 580 580 600 560 600
indeulo N-NH, 6.70 5.38 4.60 4.48 5.82 5.14 5.52 5.64 5.02 4.66
N-NO, (ug/L) 15 15 15 15 15 15 15 15 10 10
N-NOy 2.0 2.2 2.4 2.2 2.2 2.4 2.2 2.2 2.2 2.4
P-PQ,” 1136 110.8 1136 1132 114.8 114.4 1132 113.2 108.0 1128

COD = Carbono orgdnico disuelto, STT = Sélidoy totales totales,

Unidades: mg/L a menos que se especifique otra

N-NO; = Nitrito, N-NO;" = Nitrato, P-PO,’

STV = Sélidos totales voidtiles, STF = Solidos totales
= Ortofosfato y BHT = Cuenta de bacterias heterdtrofas

fijos, N-NH;= Amoniaco,
totales
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Anexo A.2. Tablas de parimetros cinéticos y calculos de indices de actividad

microbiana
Tabla 66. Datos cinéticos para las PBAR con IHAK
Prueba y | Tiempo t 50% t70% 2 b r 2
fecha ()] (h) ¢(h)
30-38 7.8 13.5 2,185 0.089 0.9935 | 0.9870
ITHAKIPCU 1 28-34 74 12.9 2.259 (.093 0.9970 | 0.9940
(13/06/00) 28-36 7.3 12.7 2.107 0.095 0.9951 | 0.9903
Promedio | 7.5+03 [ 13.0+04 0.092 + 0.003
3240 5.5 9.5 0.333 (.126 0.9940 | 0.9880
3642 6.5 113 0.884 0.106 0.9945 | 0.9892
l}:&lﬁgf(?(}; 2 34-46- 6.7 11.7 1.081 0.103 09942 | 6.9884
Promedio | 6.2 +0.6 109+ 1] 0.112+0.012
20-26 4.7 82 1.299 0.147 0.9923 | 0.9846
IHAKIPCU 3 20-26 53 9.2 2,166 0.131 0.9930 | 0.9861
(11/07/00) 20-26 517 9.9 2.262 0.122 0.9969 | 0.9938
Promedio | 5.2+05 { 9.07+08 0.133 +0.013
Promedio 6.3 10.9 0.112
IHAKIPCU + 11 + 1.9 +0.019
38-4 6.5 11.2 0.846 0.107 0.9958 | 0.9917
36-44 6.3 10.9 0.177 0.110 0.9897 | 0.9795
“:ﬁlﬁ]l;;gg 1 3844 5.7 99 0.042 0.122 0.9980 [ 0.9960
Promedio | 6.2+04 | 10.7+0.7 0.113 + 0,007
40-46 6.8 11.8 0.607 0.102 0.9975 | 0.9950
3642 7.1 12.4 1.290 0.097 0.9942 | 0.9885
H:g}fg;g;; 2 40-48_ 6.7 11.6 0.469 0.104 0.9982 { 0.9965
Promedio | 6.9+02 [ 11.9+04 0.101 + 0.003
3446 6.9 12.0 1.055 0,100 0.9956 | 0.9912
IHAKIPCE 3 34-42 83 14.5 2.066 0.083 0.9907 | 0.9815
(17/09/00) 38-46 6.0 10.5 0.118 0.115 0.9949 | 0.9898
Promedio | 7.1+ 1.1 | 123+20 0.099 +0.016
Promedio 6.7 11.6 0.115
IHAKIPCE +0.7 + 1.3 +0.011
3644 8.1 14.2 1744 0.085 0.9932 | 0.9865
IHAKISTJ 1 3644 7.4 12.8 1.393 0.094 0.9941 | 09383
(06/11/00) 3644 6.7 11.6 0.981 (.104 0.9907 | 0.9815
Promedio | 74+0.7 ] 12.9+32 0.094 + 0.009
28-40 5.8 10.0 (0.812 0.120 0.9944 | 0.9888
THAKISTJ 2 28-40 3.0 8.6 6.419 0.139 0.9941 | 0.9882
(21111/00) 26-38 87 15.0 2.855 0.080 0.9943 [ 0.9886
Promedio | 6.5+1.9 | 11.2+3.4 0.113 +0.030
22-32 8.0 13.9 2,844 {.086 0.9942 | 09885
IHAKIST) 3 28-38 5.9 10.3 1359 0.117 0.9905 | 0.9810
(05/12/00) 28-38 11.2 19.4 3.392 0.062 0.9956 | 0.9912
Promedio | 84 +2.7 [ 14.6+46 0.088 + 0.027
Promedio 74 129 0.098
1HAKIST) +1.9 + 3.2 +0.023
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Tabla 67. Datos cinéticos para las PBAR con [HAG

Prueba Tiempo t sou t 70
v fecha (h) () ) a b S
4860 98 169 | 0.681 0.071 0.9999 | 0.9999
4860 10,5 182 | 0614 0.066 | 0.9851 | 09706
HEAG?JZOC‘}; 1 8%0 10.7 185 | 0747 0.065 0.9894 | 0.9790
Promedio | 103305 | 17.9+ 08 0.067 + 0.003
6376 16.5 286 | 1438 0.042 0.9913 | 0.9827
5668 12.6 219 0727 0.055 0.9932 | 0.9865
"%fs%’:}go‘; 2 5608 126 219 | 0744 0.055 0.9927 | 0.9855
Promedio | 139+ 22 | 241+39 0.051 + 0,007
16-23 2.7 129 | 3482 0.028 0.9970 | 0.9941
36-60 308 708 | 3.303 0.017 0.9945 | 0.9890
":fsﬁgfog 3 I 3%0 346 60.1 | 2.986 0020 | 0.9933 | 09866
Promedio | 3348 | 57.9 + 140 0.022 + 0.006
Promedio 19.2 + 33.3+ 0.045 +
IHAGIPCU 1.5 20.0 0.021
8396 12.8 223 13609 0.054 0.9932 | 0.9865
82-96 124 215 | 2.783 0.056 0.9885 | 0.9771
“i&%';% Ty 1.4 197 | 1973 0.061 0.9983 | 0.9967
Promedio | 122+07 | 212+ 13 0.057 + 0.004
3664 357 346 3196 0.027 09936 | 0.9873
28-56 6.6 63 | 3.008 0026 | 0.9933 | 09867
'%%I;OCJ;' ) 157 273 1974 0.044 0.9983 | 0.9967
Promedio | 23.7+ 60 | 39.4 % 105 0.0321 0010
56-72 277 381 | 2329 0025 0.9940 | 0.9831
5268 315 547 [ 2.69 0.022 | 0.995 | 09913
11:;&05:11(:;50!): 3 5% 8.9 501 [ 2516 0024 | 0.9932 | 09833
Promedio | 294+ 19 52+ 5 0.024 +0.001
Promedio 1+ 372+ 0,042+
IHAGIPCE 8.5 t4.1 0.018
6372 239 115 1.532 0.029 09848 | 0.9700
64-80 16.2 802 1302 0.015 [ 0.9946 | 0.9843
]}(lﬁﬁ:)%;f) T 577 1003 | 3.481 0.012 0.9929 | 0.9858
Promedio | 42.6+ 172 | 561+ 234 0.019 + 0,009
52-76 710 365 | 2974 0.033 0.9933 | 0.9876
5676 315 547 | 2274 0022 | 0.9927 ] 0.9853
'?ﬁﬁﬁ,ﬂ;’) 2 5658 331 20,1 3.054 0.030 | 0.9952 ] 0.9903
Promedio | 252+ 355 | 438496 0.028 + 0.006
$4-56 113 752 | 3.609 0016 | 09965 | 09930
4048 231 20.1 2,695 0.030 | 0.9894 | 0.9790
"{’gﬁﬁ;}‘; 3 3336 210 365 | 2.706 0033 | 0.9954 | 0.9909
Promedio | 2914 123 | 30.6 = 214 0.026 + 0.009
Promedio 323+ 561+ 0.024 +
IHAGIST) 13.5 234 0.008
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Tabla 68. Datos requeridos para analizar la actividad enzimatica

IHAKIPCU 2 (03/07/00)
t= Od =2d t=7d
Enzima| Nivel | pi (Iogl:.:pi) Enzima | Nivel{| pi (Iog:j.: pi) Enzima | Nivel | pi (log?ul pi)
PAL 4+ (013331 0.1166 PAL 5 10.1388] 0.1190 PAL 5 §01219] 01114
EST 3 31000 0.1000 EST 3 [0.0833| 0.0899 EST 4 10.0975] 00985
LEST 2 10.0666( 00783 | LEST 2 |0.0555} 0.0696 | LEST 4 10.0975] 0.0985
LIP 1 10.0333] 0.0492 LIP 2 [0.0555( 0.0696 LIP 2 10.0487| 0.0639
LeuA 3 1010004 01000 | LenA 4 J0.1111| 0.1060 LeuA 5 [0.219] 01114
ValA 2 | 0.0666| 0.0783 | ValA 3 |0.0833( 0.0899 ValA 4 |0.0975] 0.0985
CisA 1 10.0333} 0.0492 | CisA I 10.0277{ 0.0431 CisA 1 {0.0243] 00392
TRIP 1 |0.0333( 0.0492 | TRIP 1 00277 0.043] TRIP 1 [0.0243 | 0.0392
aQUIM{ 1 |0.0333| 0.0492 {aQUIM| 1 (00277 0.043} aQUIM 1 10.02431 0.0392
PAC 4 |0.1333] 0.1166 | PAC 5 10.1388) 0.1190 PAC 5 10.1219] 01114
aGal b {00333 0.0492 INAFPH| 4 {01111 0.1060 |NAFPH| 5 |o0.1219] 0.1114
fGal 1 [0.0333] 0.0492 | aGlc 3 |0.0833( 0.0899 | BGal 2 |10.0487( 0.0639
aGle 2 [0.0666F 0.0783 pGlc 1100277 0.0431 | GieNAc| 2 |0.0487] 0.0639
BGle 2 10.0666 [ 0.0783 |GleNAc| 1 |0.0277] 0.0431
GlecNAe| 2 | 0.0666( 0.0783
Total 30 09999 1.1199 | Total 36 10.9992| 1.0749 Total 41 10.9991] 1.0508
HAKIPCU 3 (11/07/00)
t=0d t=2d (=7d
Enzima | Nivel | pi (logl:g:pi) Enzima | Nivel | pi (Iog::.l pi) Enzima | Nivel | pi (logf::pi)
PAL 4 [0.12901 0.1147 | PAL 5 |0.1388( 0.1190 | PAL 5 10.09091 0.0947
EST 3 10.0967] 0.0981 EST 3 ]0.0833] 0.0899 EST + | 0.0727] 0.0828
LEST 2 [0.0645] 0.0767 | LEST 2 005551 0.0696 | LEST 4 [6.0727] 0.0828
Lip 1 ]0.0322] 0.0480 LIP 2 {0.0555] 0.0696 LIP 4 {0.0727] 0.0828
LeuA 3 j0.097] 0.098]1 | LeuA 4 [0.1111] 0.1060 | LeuA 5 [0.0909] 0.0947
ValA 2 | 0.06453 00767 | ValA 3 10.0833] 0.0899 ValA 3 10,0909 0.0947
CisA 1 [0.03221 0.0480 | CisA 1 10.0277] 0.0431 CisA 3 [0.0545] 0.0689
TRIP 1 10.0322] 0.0480 | TRIP I 1002771 0.0431 | TRIP 4 10.0727{ 0.0828
cQUIM| 1 10.03221 0.0480 |aQUIM| 1 [00277{ 0.0431 [aQUIM| 5 |0.0909| 0.0947
PAC 4 10.1290| 0.1147 | PAC 5 0.1388] 0.1190 | PAC ¥ 10.0909] 0.0947
NAFPH| 3 [0.0967| 0.0981 [NAFPH| 4 [0.1111) 0.1060 |NAFPH| 5 |0.0909 0.0947
aGal 1 |0.03227 0.0480 | aGlc 3 |0.0833] 0.0899 BGal 2 10.0363| 0.0523
BGal 1 [0.0322( 0.0480 | PGlec 1 JG0277| 0.0431 {GleNAc| 4 |0.0727| 0.0828
aGlc 1 1003221 0.0480 |GicNAc| 1 [0.0277] 0.0431
BGlc 1 10.0322] 0.0480
GlcNAc| 2 [0.0645] 0.0767
Total 31 [0.99%6| 1.1378 | Total 36 [0.9992] 1.0744 | Total 35 10.9997] 11030
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Tabla 69. Datos requeridos para analizar la actividad enzimdtica

IHAKIPCE 1 ( 12/09/00)
=0d = 2d t=T7d
Enzima { Nivel | pi (]0;); pi) Enzima | Nivel pi (Iog:): pi) Enzima | Nivel | pi (Iog:: pi)
PAL 4 |0.1142| 0.1076 PAL I 100623 0.0752 PAL 5 (01162 0.1086
EST 3 01142 00914 EST 2 0.125 1 0.1128 EST 4 0.093 | 0.0939
LEST 3 |0.0857( 00914 | LEST I [0.0625| 0.0752 | LEST 4 0.093 1 0.0959
Lp 3 100857 0.0914 Lip 1 10,0625 0.0752 LIP I [0.0232] 0.0379
LeuA 4 101142} 0.01076 | LeuA 5 10.3125( 0.1578 | LeuA 5 (01162 0.1086
ValA 3 |0.0857{ 0.0914 | valA P [0.0625| 00752 | ValA 4 0093 | 0.0959
CisA 1 (0.0285| 0.044 PAC 3 10.1875] 0.1363 CisA I 10.0232] 0.0379
TRIP I [0.0285| 0.044 [NAFPH| 1 [0.0625{ 00752 | TRIP 3 (.069 | 0.0801
PAC 4 01142 0.1076 BGlke I 006251 0.0752 |aQUIM| 3 0.069 | 0.0801
NAFPH| 3 |0.0857| 0.0914 PAC 5 Joal62| 0.1086
fiGal 2 100571 | 0.0709 NAFPH{ 4 0.093 | 0.0959
BGic 1 100285} 0.044 aGlc 1 ]0.0232} 0.0379
aGlc 1 10.0285| 0.044 BGlc 1 [00232] 0.0379
GlcNAc| | [0.0285] 0.044 GIcNAc| 2 |0.0465] 0.0619
Total 35 [0.9996{ 1.0869 | Total 16 1 0.8586 | Total 43 |0.9979 ] 1.0835
IHAKIPCE 2 (26/09/00)
= 0d t=2d t=7d
. . . -pi . . . -pi . . . -
Enzima { Nivel | pi (Iog?o pi) Enzima | Nivel pi (log:: pi) Enzima | Nivel | pi (Iog{o pi)
PAL 4 10,1538 0.1250 PAL, 5 0.119 1 0.1100 PAL 5 01162 0.1086
EST I 1003841 0.0543 EST 3 10.0714] 00818 EST 4 0.093 | 0.0959
LEST 1 00384 0.0543 | LEST 3 10.0714| 00818 | LEST 4 0.093 { 0.0959
LeuA 3 01133} 0.1081 LIP 1 10.0238| 0.0386 LIP I 100232 0.0379
ValA 2 [0.0769] 0.0856 | LeuA 5 0.119 | 0.1100 | LeuA 3101162 0.1086
CisA I 100384] 003543 | VvalA 3 {0.0714] 0.0818 | ValA 4 0.093 | 0.0959
TRIP 1 0.03841 0.0543 CisA 1 |06.0238) 00386 | CisA I 10.0232] 0.0379
PAC 5 10.1923]| 0.1376 | TRIP 3 |0.0714] 0.0818 | TRIP 3 0.069 | 0.080]
NAFPH| 4 (0.1538] 0.1250 [aQUIM| 3 {0.0714| 0.0818 aQUIM| 3 0.069 1 0.0801
BGal 1 ]0.0384 [ 0.0543 PAC 5 0119 | 0.1100 | PAC 5 101162 0.10%6
aGle I 10.0384| 00543 |NAFPH| 5 0.119 1 01100 [NAFPH| 4 0.093 | 0.0939
BGle 1 100384 0.0543 BGal 1 10.0238] 0.0386 | aGlc 11002321 0.0379
GlcNAc| 1 [0.0384] 0.0543 aGlc 1 100238 0.0386 BGlc 1 {0.0232] 0.0379
BGlc 2 100476 | 0.0629 |GlkNAc| 2 [0.0465| 0.0619
GlcNAc| | ]0.0238] 0.0386
Total 26 {09979} 0.9071 Total 42 10.99%96 | 1.1054 Tatal 43 109979} 10823
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iHAKIPCE 3 (17/10/00)
t=td t=2d =7d

Enzima | Nivel pi (Iog::: pi) Enzima | Nivel | pi (Iog:)ol pi) Enzima | Nivel [ pi (Iogf:: pi)
PAL 4 10,1428 0.1207 PAL 3 ]012| 0.1105 PAL 5 0.147 | 0.1224
EST 2 100714 00818 EST 2 008 0.0878 EST 3 106882 0.0930
LEST 2 {0.0714| 0.0818 | LEST 2 |0.08] 0.0878 | LEST 3 100882 0.0930
LiP 100357 0.0516 LIP 1 (0.04] 0.0559 | LeuA 5 0.147 | 0.1224
LeuA 4 [0.1428{ 01207 | LeuA 4 016 0.1273 ValA 3 10.0882 | 0.0430
ValA 3101071 01039 ValA 2 [0.08] 00878 CisA I {0.0294] 0.0450
PAC 4 (0.1428] 0.1207 CisA 1 [0.04] 0.0559 { TRIP 2 J0.0388[ 0.0724
NAFPH| 3 {0.1071| 0.1039 PAC 5 021 01398 |aQUIM| 1 [0.0294] 0.0450
3Gal I 10.0357( 0.0516 {NAFPH|{ 3 012 0.1105 PAC 3 0147 | 0.1224
aGlc 1100357 00516 pGal I 1004 00559 |NAFPH| 2 {00588 0.0724
pGlc 1 |0.0357] 0.0515 BGlc 1 10.04] 0.0559 aGle I 10,0294 ] 0.04350
GlcNAc| 2 [0.0714]| 0.0818 BGlc I {00294 0.0450
GlcNAc| 2 [00588] 00724
Total 28 10.9996 | 0.0818 | Total 25 1 0.9751 Total 34 10.9996 | 1.0434

IHAKISTI 1 (06/11/00)
=0d t=2d t=7d
. . - 1} . . . =-p1 . . . -p1

Enzima | Nivel | pi (Iogl:upi) Enzima | Nivel | pi (Iog::, pi) Enzima | Nivel | pi (Iog?o pi)
PAL 3 |0.2307( 0.1469 PAL 5 0.2 ] 0.1398 PAL 5100136 0.1073
EST 3 10.2307] 0.1469 EST 3 |02 0.1105 EST 5 101361 01073
LEST 3 1023071 0.1469 | LEST 2 10.08) 0.0878 | LEST 2 100454 00610
LeuA 1 [0.0769 | 0.0856 | LeuA 5 .2} 0.1398 LiP 2 |0.04541 0.0610
ValA i (00769 0.0856 | ValA 2 10.08| 00878 | LeuA 4 10.0909] 0.0947
PAC 2 0.1538} 0.1250 CisA 1 0.04{ 0.0559 ValA 3 100681 0.0795
PAC 4 1016} 0.1273 CisA 2 004541 00610
NAFPH| 1 |[0.04]| 00559 | TRIP 3 |0.0681] 0.0795
aGlc I ]0.04]| 00559 [aQUIM| 2 [0.0454] 006 10
pGle b r0.04¢ 0.0559 PAC 5 101136 ] 01073
NAFPH 4 100991 0.0947
pGal 1 10.0227] 0.0373
aGlc 3 0.0681 ] 0.0793
BGle 1 10.6227| 0.0373
GicNAc | 2 | 0.0454] 0.0610
Total 13 ]10.9997| 0.7369 | Total 25 1 0.9166 Total 44 109993 | 1.1291
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Tabla 71. Datos requeridos para analizar la actividad enzimaitica

IHAKISTJ 2 (21/11/00)

=0d t=2d =7d

Enzima| Nivel| pi (logl:[:pi) Enzima [ Nivel [ pi (Iogf::pi) Enzima | Nivel | pi (IOg:)o lpi)

PAL 3 102307 0.1469 | pAL 5 (0.102 { G.1011 PAL 5 Joarnn| 01060

EST 1 [0.0769] 00856 | EST 4 100816 0.0888 EST 3 (0111 0.1060

LEST I [0.0769] 0.0856 | LEST 4 [0.0816| 0.0888 | LEST 2 10,0444 0.0601

LeuA 3 10.2307] 0.1469 LiP I 10.0203| 0.0345 LIP 3 10.0666] 0.0784

ValA I |0.0769] 0.0856 | Leua 5 0.102 [ 0.1011 LeuA 1100222 0.0367

PAC 3 10.2307] 0.1469 | valA 35 0.102 | 0.1011 ValA 5 01111 0.1060

NAFPH| 1 [0.0769] 0.0856 CisA 2 [0.0408| 0.0567 | CisA 2 10.0444} 0.0601

TRIP 3 00612 0.0743 | TRIP 3 |10.0666| 0.0784

aQUIM| 3 |0.0612{ 0.0743 aQUIM| 2 {[0.0444] 0.060]

PAC 5 0.102 | 0.1011 PAC 5 J01111 0.1060

NAFPH| 5 0.102 | 0.1011 {NAFPH| 5 |0.1111 0.1060

BGal 1 10.0204] 0.0345 BGal 1 002221 0.0367

aGle 4 |0.0816| 00888 | «Gk 3 | 0.0666| 0.0784

BGic I 10.0204] 0.0345 BGic 1 {00222 0.0367

GIkcNAc| 1 10.0204] 0.0345 GkNAci 2 100444 0.0601

Total 13 10.9997| +.7831 | Total 49 10.9996) 1.1152 | Total 45 [0.9995! 1.1155
IHAKISTJ 3 (05/12/00)

=0d =2d =7d

Enzima| Nivel pi (log?.:pi) Enzima | Nivel pi (log-:, lpi) Enzima | Nivel pi ﬂog-:,lpi)

PAL 3 10.2307] 01469 | PAL 5 10.1785( 0.1336 PAL 3 0.102 | 0.1011

EST 3 102307 0.1469 | EST 3 101071 0.1039 EST 4 10.0816| 0.0888

LEST 3 10.23077 0.1469 | LEST 3 |0G.1071) 0.1039 | LEST 4 |0.0816| 0.0888

LeuA 1 |0.0769] 0.0856 | LenA 3 [0.1785( 0.1336 LIP 2 10.0408| 0.0566

ValA 1 10.0769| 0.0856 | ValA 2 10.0714| 00818 | LewA 5 0.102 | 0.1011

PAC 2 01538 01250 | CisA 1 10.0357] 0.0517 | Vala 4 10.0816| 0.0888

PAC 4 [0.1428] 0.1207 | CisA I ]0.0204) 0.0344

NAFPH| 3 10.1071| 0.1039 | TRIP 4 [0.0816] 0.0888

aGle I 10.0357] 0.0517 aQUIM| | 10.0204| 0.0344

Gl 1 100357 0.0517 PAC 5 0.102 | 0.1011

NAFPH| 4 |0.0816| 00888

pGal 3 10.0612| 0.0742

aGlc 4 10.0816| 0.0888

BGlc I ]0.0204] 0.0344

CleNAc! 2 180408 0.0566

Total 13 [0.9997} 0.7369 | Total 28 10.9996| 0.9365 | Total 49 10,9996 | 1.1267
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Tabla 72. Datos requeridos para analizar Ia actividad enzimatica

IHAGIPCU 2 (18/07/00)

= 0 dias t= 3 dias t= 14 dias
Enzima | Nivel | pi (log:)ol i | Encima | Nivel | pi (mg::: iy | Enzima | Nivel | pi (logi' o
PAL 4 01481 0.1228 PAL 4 0.2 (0.1398 PAL 4 0.1290 0.1147
EST 3 j011H| 0.106 EST 3 013 | 01236 EST 3 100967 | 0.0981
LEST 2 0.074 | 0.0836 LEST | 0.05 0.0651 LEST 2 0.0645 | 0.0768
LIP 1 0.037 | 0.0529 | LeuA 4 0.2 0.1398 LIP 1 ]6.0322] 0.0480
LeuA 3 011 0.106 ValA 2 0.1 0.1000 LeuA 5 ]0.1612| 0.1278
ValA 2 0.074 | 0.0836 PAC 5 0.25 | 0.1505 ValA 3 |0.0967} 0.0981
CisA 1 0.037 | 0.0529 | NAFPH 1 (.05 0.0651 CisA i 0.0322 | 0.0480
TRIP 1 0.037 | 0.0529 TRIP | 0.0322 | 0.0480
aQUIM 1 0.037 | 0.0529 aQUIM 1 0.0322] 0.0480
PAC 3 0111 0.106 PAC 5 0.1612] 0.1278
BGal ] 0.037 | 0.0529 NAFPH| 3 ]0.0967| 0.0981
aGle 2 0.074 | 0.0836 GlcNAc 2 0.0645] 00768
BGle 2 0.074 | 0.0836
GlcNAc 1 0.037 | 0.0529
Total 27 10.9996] 1.0926 Total 20 i 0.7838 Totat 31 |0.9993] 1.0104
IHAGIPCU 3 (15/08/00)
= 0 dias t=3 dias t= 14 dias
Enzima | Nivel pi (Iogl:pi) Enzima | Nivel pi (Iog:)o ! pi) Enzima | Nivel pi (Iﬂg:)olpi)
PAL 3 101811 0.106 PAL 4 10.2222( 0.1452 PAL 4 10.1111] 0.1060
EST I 10 0106 EST 1 10.0555] 0.0697 EST 3 10.0833] 0.0899
LEST 1 0.037 | 0.0529 | LEST I 1003555 0.0697 | LEST 4 (01111 0.1060
LIP i 0037 | 00529 LenA 4 10.2222] 0.1452 LIP i 0.0277| 0.0431
LeuA 3 01111 0.106 ValA i 0.0555§ 0.0697 LeuA 5 0.1388 | 0.1190
ValA 3 G111} 0.106 PAC 5 027771 0.1545 ValA 3 0.0833 | 0.0899
CisA 1 0.037 | 00529 INAFPH| 2 |o0.1111] 0.1060 CisA I 10,0277 | 0.0431
TRIP 1 0.037 | 0.0529 TRIP 1 10.0277| 0.043]
PAC 4 0.1481| 0.1228 aQUIM 1 0.0277} 0.0431
NAFPH 3 0.1111] 0.106 PAC 5 0.13881 0.1190
BGal | 0.037 | 0.0529 NAFPH)] 5 |0.1388 0.1190
aGlc 1 0.037 | 0.0529 GlcNAc| 3 [0.0833| 0.0899
BGlc 1 0.037 | 0.0529
GicNAc 1 0.037 { 0.0529
Total 27 [0.9996| 1.076 Total 18 |0.9997; 0.7599 Total 36 09993 1.0115
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Tabla 73. Datos requeridos para analizar la actividad enzimatica

—
IHAGIPCE 1 (05/09/00)
=0 dias t= 3 dias t= 14 dias
Enzima | Nivel | pi (logI:pi) Enzima | Nivel | pi (log?o : pi) Enzima | Nivel | pi (Iog{’nl pi)
PAL 4 011428 01076 PAL 4 [0.26661 01531 PAL 3 |0.1428] 0.1207
EST 3 |0.0857] 0.0914 EST I 10.0666| 0.0784 EST 3 101428 0.1207
LEST 3 |0.0857] 00914 | LEST 1 [0.0666] 0.0784 LEST 2 1009321 0.0972
LIP 3 | 0.085771 0.0914 | LeuA 3 0.2 0.1398 | LeuA 5 10238 | 01484
LeuA 4 {01142 1076 ValA 1 0.0666| 00784 ValA 1 0.0476{ 0.0629
ValA 3 0.08571 0.0914 PAC 5 [0.3333] 0.1590 TRIP ; 0.0476 1 0.0629
CisA | 00285 0044 PAC 3 01428 0.1207
TRIP ] 0.0285{ 0.044 NAFPH 1 |0.0476| 0.0629
PAC 4 (01142 0.1076 aGlc 1 100476 0.0629
NAFPH 3 |0.0857] 0.0914 GlcNAc 1 0.0476 { 0.0629
aGal 1 0.0285( 0.044
BGal | 2 [0.0571{ 00709
aGlc 1 100285 0.044
BGlc bo[0.0285] 0.044
GlcNAc 1 0.02851 0.044
Total 35 (099921 1.1147 Total 15 10,9997 0.6870 Total 21 | 0.9996| 0.9225
IHAGIPCE 2 (19/09/00)
=0 dias = 3 dias t= 14 diag
Enzima | Nivel| pi (Iogf’o' piy | Ezima | Nivel | pi (Iog:::pi) Enzima | Nivel | pi (logﬂ' i)
PAL 3 104034 01018 PAL 4 ]0.2352( 0.1478 PAL 4 (01111 0.1060
EST 4 (01379 0.1186 EST 1 ]0.0588| 0.0724 EST 4 ]0.1111] 0.1060
LEST 1 100344 00503 | LEST 1 [0.0588] 0.0724 LEST 4 |0111t] 0.1060
LIP ! 0.0344 1 0.0503 LeuA 5 10.2941| 0.1563 LIP 1 00277 00431
LeuA 3 101034 01018 ValA I 10.0588; 0.0724 LeuA 5 |0.1388] 0.1190
ValA 3 |0.1034( 0.1018 | PAC 5 ]0.2941| 0.1563 | Vala 3 [0.0833] 0.06899
CisA 1 100344} 00503 CisA I 0.0277{ 0.0431
TRIP 1 0.0344 1 0.0503 TRIP 1 0.0277 0.0431
PAC 35 10.1724¢ 0.1316 aQUIM | | 0.0277] 00431
NAFPH 3 01034 0.1018 PAC 5 10.1388( 0.1190
pGal 1 0.0344| 0.0503 NAFPH 5 01388 ( 0.1190
aGle 1 {00344 | 0.0503 GleNAc| 2 {0.05551 0.0697
BGle I [0.0344| 0.0503
GlcNAc 1 [0.0344] 0.0503
Total 91 [ 0.9996 | 1.0598 Total 17 [ 0.9998| 0.6776 Total 36 |0.9993| 1.0073
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Tabla 74. Datos requeridos para analizar la actividad enzimstica

-
IHAGIPCE 3 (10/10/00)
=0 dias = 3 dias = 14 dias

Enzima | Nive) pi (Iog:).: pi) Enzima | Nivei pi (Iog::: pi) Enzima | Nivel pi (Iog:)ol pi)
PAL 3 ]0.1304) 0.1153 PAL I 01| 01060 PAL 5 015151 0.1242
EST 2 1008690 0.1153 EST 2 0.074 | 0.0837 EST 3100909 0.0947
LEST ] 0.04341 0.0921 LEST 2 0.074 | 0.0837 | LEST 2 [G0606| 0.0738
LeuA 3 10,1304 0.0591 LiP 1 0.037 | 0.0530 LIP | 0.0303 ] 0.0460
ValA 2 10.0869| 0.1153 LeuA 5 |0.1851] 0.1356 LeuA 5 01515 0.1242
PAC 4+ 101739 0.0921 ValA | 0.037 | 0.0530 ValA 1 0.0303 | 0.0460
NAFPH 3 10.1304] 0.1321 PAC 5 |0.1851] 0.1356 CisA i 0.0303 ] 0.0460
BGal I 0.0434| 0.1153 |NAFPH| 4 |0.1481} 0.1228 TRIP 3 10.0909 | 0.0947
aGle 1 10.0434| 0.0591 BGal | 0.037 | 0.0530 | aQUIM | 0.0303 1 0.0460
BGlc 1 [0.0434] 0.059] aGle 1 0.037 | 0.0530 PAC 5 |0.1515] 0.1242
GleNAc| 2 100869 0.0921 BGlc 1 0.037 | 0.0530 | NAFPH| 2 [0.0606] 0.0738
GlcNAce I 0.037 | 0.0530 BGal | 0.0303 | 0.0460
aGle 2 1006061 0.0738
GlcNAc 1 0.0303 | 0.0460
Total 23 {0.9999( 0.9907 Total 27 10,9994 ] 0.9853 Total 33 [6.9999 | 1.0593

IHAGISTJ 1 (31/10/00)
t= 0 dias t= 3 dias t= 14 dias

Enzima | Nivel| pi (log:’o' piy | Enzima | Nivel|  pi ﬂogz' piy | Enzima | Nivel | pi (mg::,l i
PAL 3 |0.1875] 0.1363 PAL 5 101666 0.1297 PAL 5 0,147 | 0.1224
EST 3 10.1875] 0.1363 EST 3 0.1 0.1000 EST 4 40.1176) 0.1093
LEST | 0.0625 | 0.0752 LEST 2 |0.0666] 00784 | LEST 4 [0.1176] 0.1093
LeuA 2 0.125 | 0.1128 LeuA 5 |0.1666| 0.1297 LIP 1 0.0294 | 0.04350
ValA 1 0.06251 0.0752 ValA 1 {0.0333] 0.0492 LeuA 5 0147 | 01224
CisA 1 |0.0625] 0.0752 TRIP 1 10.0333| 6.0492 ValA 3 10.0882( 0.0930
aQUIM | 3 10.1875| 0.1363 PAC 3 (01666 0.1297 PAC 5 0137 [ 0.1224
PAC 2 0.125 } 0.1128 | NAFPH 5 [0.0666] 0.1297 | NAFPH| 3 |0.0882 0.0930
pGal 1 [0.0333]| 0.0492 BGal 1 0.0294 | 0.0450
aGle 1 10.0333 1 0.0492 aGlc | 0.0294 | 0.0450
BGlc I [0.0333| 0.0492 [HEN | 0.0294 1 0.0450
GlcNAc 1 0.0294 | 0.0450
Total 16 1 0.8601 Total 30 |0.9995] 0.9430 Total 34 |0.9996| 0.9970
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Tabla 75. Datos requeridos para analizar la actividad enzimitica

THAGISTJ 2 (14/11/00)

= 0 dias t= 3 dias = 14 dias

Enzima | Nivel| pi (Iogl::pi ) Enzima | Nivel | pi (log: pi) Enzima | Nivel | pi (Iog:): pi)
PAL 3 10.2307| 0.1469 | PAL 5 o562 01259 PAL 4 101111 | 0.1060
EST 3 102307) 0.1469 | EST 2 [0.0625] 0.0753 EST 3 100833 0.0899
LEST 1 0.0769) 0.0856 i LEST 2 10.0625| 00753 LEST 3 00833 0.0899
LeuA 2 101538 0.1250 LIP 1 0.0312] 0.0470 LIP ] 0.0277 ] 0.0431
ValA 1 10.0769| 00856 | LeuA 5 101562 0.12539 | LeuA 5 01388 0.1190
PAC 3 {02307 0.1469 | ValA 3 10.0937 0.0963 | ValA 3 10.0833| 0.0899
TRIP 1 100312 0.0470 | CisA I 1002771 0.0431
PAC 5 [0.1562] 01259 TRIP 2 [0.0355 0.0697
NAFPH| 3 10.0937! 00963 [aQUIM| 1 ]0.0277| 0.0431
BGal I ]0.0312] 00470 PAC 5 |0.1388] 0.1190
aGle 1 0.0312] 0.0470 [NAFPH| 4 [0.1111] 0.1060
pGlc i 0.03121 0.0470 aGlc 2 [0.0555( 0.0697
GleNAc| 2 [0.0625( 00753 BGlc 10,0277 0.0431
GleNAc I (0.0277 ] 0.0431
Total: 6| 13 |0.9997| 0.7369 | Total 32 [0.9995] 1.0312 Total 36 10.9992| 1.0749

IHAGISTJ 3 (28/11/00)
t={ dias t= 3 dias = 14 dias

Enzima | Nivel | pi (Iog‘:c:pi} Enzima | Nivel | pi (Iogz: pi) Enzima | Nivel pi (Iog::,l pi)
PAL 3 (0.1875| 0.1363 PAL 4 101666 0.1297 PAL 5 [0.1470] 0.1224
EST 3 | 01875 0.1363 EST 3 1012507 0.1129 EST 4 1011761 0.1093
LEST 1 0.0625( 0.0752 | LEST 3 10.1250) 0.1129 LEST 3 0.0882} 0.0930
LeuA 2 0125} 0.1128 | LeuA 5 |0.2083] 0.1419 LIP 1 0.0294 1 0.0450
ValA 1 10.0625| 0.0752 ValA 1 0.0416| 00573 LeuA 5 |01470| 0.1224
CisA 1 100625] 00752 | PAC 5 (02083 0.1419 | ValA 3 10.0882] 0.0930
aQUIM 3 |0.1875] 0.1363 | NAFPH 2 |0.0833; 0.0899 PAC 3 (01470} 0.1224
PAC 2 0125 1 0.1128 | aGlc I 0.0416| 0.0574 | NAFPH 3 0.0822( 0.0892
AGal I (0.0294] 0.0450
aGle 11002941 0.0450
BGlc 100294 0.0450
GlcNAc 2 0.05881 0.0724
Total 16 1 0.8601 | Total 24 109997 0.8441 Total 34 [0.9936 | 1.0042
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ANEXO B. TABLAS DE RESULTADOS DEL ANALISIS ESTADISTICO

B.1. Anilisis multivariado de parametros

Tabla 76. Anilisis de los factores entre PBAR para los valores promedio de los parimetros monitoreados (o= 0.05)

MAESTRIA EN CIENCIAS BIOQUIMICAS

Fuente de Lambda de Fuente de Lambda de
Parimetro variacién g.l Wilks Fexacta | Prob>F | Parimetro variacién gl Wilks Fexacta | Prob>F
Modelo 5 0.1087 19.6865 0.0000 Modelo 5 0.3031 25,3353 0.0000
Constante | 0.0054 21997457 0.0060 Constante l 0.0059 S018 4884 0.0000
IHA | 0.1268 ¥2.0455 0.0000 IHA | 0.2300 10G.3810 0.0000
CoD Fuentede | 0.8263 12613 | 0.1792 STT Fuentede | , | o0 71527 | 0.0029
in6culo indculo
* *
THA * Fuente |, | 150 6.6321 | 0.1100 THA * Fuente § | 5104 14950 | 0.2405
de indculo de inéculo
Error 1 Error 19
Modelo 5 0.1268 15,5269 0.6001 Modelo 5 0.1684 26.6289 0.0000
Constante | 0.0000 314232.25 7.0000 Constante | 0.0277 1051.1423 0.0000
IHA | 0.7847 3.2910 0.0947 IHA 1 0.1918 126.4080 0.0000
pH Fuentede | , 0.1982 24.2687 | 0.0001 STV Fuentede | , | 5 oq¢ 7.9463 | 0.0017
in6culo indculo
* L
THA * Fuente | , 1,00, 154030 | 0.0005 WA * Fuente | , | o, 29219 | 0.0693
de indculo de indculo
Error 1 Error 19
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Tabla 77. Andlisis de los factores entre PBAR para los valores promedio de los parametros monitoreados (= 0.05)

Fuente de Lambda de ) Fuente de Lambda de
Pardmetro variacién gl Wilks Fexacta | Prob> F | Pardmetro vagiacion gL Wilks Fexacta | Prob>F
Modelo 5 0.9155 0.5536 | 0.7344 Modelo 5 0.4606 70275 | 0.0002
Constante 1 0.0015 18781.015 0.0000 Constante | 0.0556 509.3973 0.0000
THA i 09502 15705 | 02198 HA 1 0.5296 266503 | 0.0000
STF Fuentede |, | 9910 0.1357 | 08736 | N-Noy | Fuentede oo, l00, 18661 | 0.1792
indculo in6culo
THA * Fuente | , | 0.0, 0.4630 | 06338 THA * Fuente | , | 0., 23775 | 0.1100
de indeulo de indculo
Error 19 Error 19
Modelo 5 0.0172 330.7134 | 0.0000 Modelo 5 0.2409 18.8983 | 0.0000
Constante | | 00128 | 2281714 | 0.0000 Constante | 1 0.0004 | 65137.113 | 0.0000
THA 1 00174 | 1639.3494 | 0.0000 THA 1 0.6601 154416 | 0.0005
- 3.
N-NH, | Fuentede | o000 | 23208 | o162 | P-POs foentede | 5 | 02779 | 389716 | o000
indculo indculo
THA * Fuente | , | .., 08547 | 0.4358 IHA * Fuente | ) | o400 05333 | 0.5808
de indculo de indculo
Error 18 Error 19
Modelo 5 0.0572 98.8328 | 0.0000 Modelo 5 0.6146 3.7629 | 0.0092
Constante | 1 0.0341 843.7044 | 0.0000 Constante | 1 0.8069 71788 | 0.0119
THA [ 0.1118 | 2382586 | 0.0000 THA 1 0.8428 5.5921 0.0247
N-No; | Fuemtede |, 1 g1179 | 1122652 | 00000 | BRT Fuentede | 5 | g5 | 31475 | 00574
inéculo indculo
THA * Fuente | , | 000 156875 | 0.0000 IHA * Fuente | , | g, 34636 | 0.0443
de indculo de indculo
Error 19 Error 19
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Tabla 78. Anilisis de perfiles con ajuste de Bonferroni para los valores promedio de los pardmetros monitoreados (interaccion
IHA-fuente de in6culo)

pH N-NOy BHT
Muestras | Lambda | gl | gl Lambda | gl | gl Lambda | g! | gl
de Wilks | num | dem Fexacta | Prob>F de Wilks | num | dem Fexacta | Prob>F de Wilks | num | dem Fexacta | Prob>F
00-01 0.9834 1 12 0.6615 0.2015 0.1315 I 30 198.0899 02.0000 0.8069 l 30 7.1753 0.0119
00-02 (.8687 1 12 1.8134 0.2030 0.3197 1 30 63.8378 0.0000 0.9797 | 30 0.6186 0.4378
00-10 0.6496 1 12 6.4701 0.0258 0.1742 1 30 | 142.1657 0.0000 0.9859 1 30 0.4284 0.5177
00-01 0.2707 1 12 32,3284 0.0001 0.0805 1 30 | 342.2350 0.0000 0.9791 1 30 0.6373 0.4310
00-12 0.9370 i 12 0.8060 0.3870 0.0815 1 30 337.7021 0.0000 09815 1 30 0.5637 0.4586
01-02 (.7882 1 12 3.2239 0.0978 0.4476 1 30 37.0222 0.0000 0.7141 1 30 12.0074 0.0016
01-10 0.5726 1 12 8.9552 0.0112 0.8663 i 30 4.6273 0.0366 0.7297 | 30 11.1104 0.0023
01-11 0.3043 1 12 27.4254 0.0002 0.6050 1 30 19.5820 2.0001 0.7127 1 30 12.0896 0.0016
01-12 0.8087 ] 12 1.8134 0.2030 0.6184 1 30 18.5092 0.0002 0.7183 1 30 11.7613 0.0018
02-10 0.8933 1 12 1.4328 0.2544 0.6597 1 30 15,4722 0.0005 0.9994 1 30 0.0174 0.8959
02-11 0.1952 1 12 49,4552 0.0000 0.2135 I 30 110.4545 0.0000 0.9999 1 30 0.6001 0.9906
02-12 0.9834 1 12 0.2015 0.6615 0.2175 1 30 107.8859 8.0000 0.9999 1 30 0.0013 09718
10-11 0.1505 1 12 67.7239 3.0000 0.4095 1 30 43.2473 0.0000 0.9993 l 30 .0207 0.8866
10-12 0.8158 1 12 2.7090 0.1257 0.4187 1 30 41.6757 0.0000 0.9996 1 30 0.0093 0.9240
11-12 0.2168 1 12 43.3433 0.0000 0.9994 | 30 0.0151 0.9030 0.9999 1 30 0.0023 0.9624
o= 0.0033
00= IHAKIPCU; 01= IHAKIPCE; (2= THAKISTJ; 10= IHAGIPCU; 11= [HAGIPCE y 12=1HAGISTJ
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Tabla 79. Efecto dentro de las PBAR para los valores promedio de los pardametros monitoreados (o= 0.05)

COD STV
Lambda | gl | gl Lambda | gl gl
Factor de Wilks | num | dom Fexacta | Prab>F Factor de Wilks | oum | dem Fexacta | Prob>F
Tiempo 0.0017 4 9 1285.3443 0.0000 Tiempo 0.1103 4 27 54.4300 0.0000
Tiempo * THA 0.0081 4 9 276.4008 0.0000 Tiempo * THA 0.1640 4 27 3404170 3.0000
Tiempo * Fuente [ 00 1] o 18514 | o0.324 | Tiempo® Fuente |0 T T 10.2261 | 0.0000
de in6eulo de indculo
Tiempo * IHA * Tiempo * THA *
Fuente de indculo 0.4327 8 18 1.1705 0.3681 Fuente de inéeulo 0.4466 8 54 3.3501 0.0035
pH STF
Lambda | gL | gl Lambda | gl | gl
Factor de Wilks | num | dom Fexacta | Prob>F Factor de Wilks | num | demt Fexacta | Prob> F
Tiempo 0.0324 4 9 67.0098 3.0000 Tiempo 0.7550 4 27 2.1903 0.0970
Tiempo * [HA 0.0249 4 9 87.7640 0.0000 Tiempo * THA 0.8460 4 27 1.2285 0.3221
Tiempo * Fuente Tiempo * Fuente :
de inéculo 0.0867 8 18 5.3877 0.0015 de inéculo 04161 8 54 3.7135 0.0016
Tiempo * THA * Tiempo * IHA *
Fuente de indculo 0.0502 8 18 7.7909 0.0062 Fuente de inéculo 0.6122 8 54 1.8766 0.0829
STT N-NH,
Lambda | gL gl Lambda | gL el
Factor de Wilks | num | dem Fexacta | Prob>F Factor de Wilks | num | dem Fexacta | Prob>F
Tiempao 0.1303 4 27 45.0414 0.0000 Tiempo 0.0118 4 26 543,7862 0.0000
Tiempo * IHA 0.1772 4 27 31,3274 0.0000 Tiempo * IHA 0.0084 4 26 759.0484 0.0000
Tiempo * Fuente | o, 1 " 71156 | o.0000 | Tiempo* Fuente |, oo =T "1 27944 | 90119
de indculo de indculo
Tiempo * [HA * Tiempo * IHA *
Fuente de inéculo 0.4246 8 54 3.6093 0.0020 Fuente de indeulo 0.4951 8 52 2.7369 0.0134
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Tabla 80. Efecto dentro de las PBAR para los valores promedio de los pardmetros monitoreados (o= 0.05)

N-NO, P-PO,>
Lambda | gl | gl Lambda | gl | gl
Factor de Wilks | num | dem Fexacta | Prob > F Factor de Wilks | num | dem F exacta | Prob>F
Tiempo 0.0314 4 27 207.8503 0.6000 Tiempo 0.0033 4 27 23.4820 0.0000
Tiempo * THA 0.0209 4 27 | 316.6058 0.0000 Tiempo * IHA 0.4942 4 27 6.9074 0.0006
Tiempo ® Fuente | cos 1 ¢ | 55 | 31900 0.0000 | Tiempo* Fuente | o o007 T 21112 | 0.0504
de indculo de inbeulo
Tiempo * [HA * Tiempo * IHA *
Fuente de inéculo 0.0414 8 54 26.4141 ¢.0000 Fuente de indculo 0.3967 3 54 3.9669 0.0009
N-NO, BHT
Lambda | gl | gl Lambda | gl | gl
Factor de Wilks | num | dem Fexacta | Prob>F Factor de Wilks | num | dem Fexacta | Prob>F
Tiempo 0.3109 4 27 14.9616 7.0000 Tiempo 0.1117 4 27 53.6502 0.0000
Tiempo * THA 0.2695 4 27 18,2970 0.0000 Tiempo * THA 0.1543 4 27 36.9844 0.0000
Tiempo * Fuente | )0 [ o7 1.1605 | 03398 | Tiempo* Fuente '\ .00 [ 142117 | 0.0000
de indculo de indculo
Tiempo * THA * Tiempo * THA *
Fuente de inéculo 0.5162 8 54 2.6447 0.0160 Fuente de indculo 0.0946 g 54 15,1894 0.04000
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Tabla 81. Anilisis de perfi

les con ajuste de Bonferroni para los valores promedio de los pardmetros
tiempo-fuente)

ANEXO B

N

COD STV

IHA | Fuente :I;“"“V?!‘:; ngl;:'n dge':'n Fexacta | Prob>F | IHA | Fuente ";e“"‘;fi’l‘:; Bl EL | Fexacta | Prob>F
0-1 0.2049 4 3 2.9087 0.2035 0-1 0.3033 4 12 6,8897 8.0040
THAK 0-2 0.4580 4 3 0.8874 0.5620 IHAK 0-2 0.2012 4 12 11,9089 0.0004
1-2 0.2646 4 3 2.0841 0.2363 1-2 0.3576 4 12 5.3872 0.0102
0-1 0.6034 4 3 1.9716 0.1632 0-1 0.1637 4 12 15.3203 0.0001
IHAG 0-2 0.6244 4 3 1.8043 0.1929 IHAG 0-2 0.2619 4 12 8.4507 0.0018
1.2 0.5876 4 3 2.1048 0.1431 1-2 0.5884 4 12 2.0983 0.1440

pH STF

IHA | Fuente (I];awi)&: ngu:n (ige; Fexacta | Prob>F | IHA | Fuente (I;:?V?S: ngu:n dge.; Fexacta | Prob>F
0-1 0.2905 4 3 1.8317 0.3232 0-1 0.6440 4 12 1.7965 0.1897
IHAK 0-2 0.0243 4 3 30.0000 0.0094 THAK 0-2 0.3523 4 12 59743 0,.0059
1-2 0.0318 4 3 22.8317 7.0139 -2 0.3086 4 12 7.2784 0.0026
0-1 0.0224 4 3 32.6870 0.0083 0-1 0.8045 4 12 0,7287 0 5894
IHAG 0-2 0.0559 4 3 11.7628 0.0354 1HAG 0-2 0.8870 4 12 0.3814 0.8177
1-2 0.1182 4 3 5.5936 0.0944 1-2 0.7478 4 i2 1.0117 0.4395

STT N-NH,

THA | Fuente ;‘:&?ﬂ; ngt'n:n dge:ll;n Fexacta | Prob>F | IHA | Fuente ;‘:&?ﬂ; ngu:n dgé:;] F exacta | Prob > F
0-] 0.4010 4 12 4 4800 0.0191 0-1 0.1728 4 12 14.3559 4.0002
IHAK 0-2 0.3676 4 12 5.1606 0.0118 IHAK 0-2 0.4607 4 12 35110 0.0405
1.2 0.5888 4 12 2.095] 0.1445 1-2 0.4078 4 12 43563 0.0209
0-1 0.1623 4 12 15.4757 0.0001 0-1 0.3087 4 12 6.7152 0.0045
IHAG 0-2 0.2806 4 12 7.6896 8.0026 IHAG 0-2 0.4509 4 12 3.6521 0.0361
1-2 0.6212 4 12 1.8273 0.1881 1-2 0.4808 4 12 3.2389 0.0509

o= 0, 0166; 0= [PCU, 1=IPCE y2=IS8TJ
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Tabla 82. Analisis de perfiles con ajuste de Bonferroni para los valores promedio de los parametros monitoreados (interaccion
tiempo-fuente)

N-NO,° P-PO”
THA | Fuente clldeawi)lt::: n%:]m dge: :‘n Fexacta | Prob>F | IHA | Fuente ;-‘eawi)l(::; ng1;11;1 dge:n F exacta | Prob>F
0-1 0.0259 4 12 1 12,8146 | 0.0000 0-1 (.3493 4 12 5.5871 0.0089
THAK 0-2 0.2327 4 12 9.8913 0.0009 | THAK 0-2 0.5961 4 12 2.0323 0.1537
1-2 {}.0380 4 12 75.7605 0.0000 -2 0.5783 4 12 21875 0.1321
0-1 0.3384 4 i2 5.8644 0.0075 0-1 0.3261 4 12 6.1982 0.0061
IHAG 0-2 0.3615 4 12 5.2986 0.0108 | THAG 0-2 0.4983 4 12 3.0197 0.0614
1-2 0.9022 4 12 0.3250 (.8559 1-2 0.7115 4 12 1.2162 0.3544
N-NOy BHT
IHA | Fuente ;‘:&?ﬂ(’; [f:’:n dg;:;l Fexacta { Prob>F | IHA | Fuente 5“:&?&1 ngu:n dgé:;l F exacta | Prob>F
0-1 0.4789 4 12 3.2641 0.0498 0-1 0.1376 4 12 18.7986 0.0000
IHAK 0-2 0.7503 4 12 0.9984 0.4457 | IHAK 0-2 0.6291 4 12 1.7681 0.2001
1-2 0.5242 4 12 2.7220 0.0801 1-2 0.0957 4 12 28.3447 0.0000
0-1 0.4487 4 12 3.685] 0.0352 0-1 0.1168 4 12 22.6666 0.0000
IHAG 0-2 0.6309 4 12 1.7545 0.2028 | IHAG 0-2 0.5059 4 12 2.9291 0.0665
1-2 06113 4 12 1.9074 0.1739 1-2 0.2215 4 12 10,5399 0.0007

a=10. 0166; 0= IPCU, 1=IPCE y 2= ISTJ
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Tabla 83. Anailisis de perfiles con ajuste de Bonferroni para los valores promedio entre tiempos

ANEXOB

pH STT
Tiempo | Muestras ;‘:&?ﬂ; n%l:n dg:;:;l Fexacta { Prob>F Tiempo | Muestras ;a‘[;?ﬂ:; ngt; :;1 dgéll:.q Fexacta | Prob > F
00-01 0.5614 6 4.7865 0.0736 00-01 0.5522 15 12,1597 0.0033
0-1 00-02 0.8888 1 6 (.7500 0.4198 0-1 00-02 0.9900 1 15 0.1501 0.7039
01-02 0.7804 1 6 1.6875 0.2416 01-02 0.9900 1 15 0.1501 0.7039
00-01 1.0000 I G 0 1.0000 00-01 0.9754 ! 15 0.3779 0.5480
1-2 00-02 0.9565 1 6 0.2727 0.6202 1-2 00-02 0.9998 1 15 0.0017 0.9679
01-02 {.9565 1 6 0.2727 0.6202 01-02 0.9785 1 15 0.3292 0,5747
00-01 1.0000 1 6 0 1.0000 00-01 0.845) 1 15 2.7491 0.1181
2-3 00-02 0.5000 1 6 6.0000 0.0498 2-3 00-02 0.9946 1 15 0.0808 0.7801
01-02 0.5000 1 ] 6.0000 0.0498 01-02 0.7990 1 15 3.7724 0.0711
00-01 0.6666 | 6 3.0000 0.1340 00-01 0.9964 1 15 0.0527 0.8215
34 00-02 0.6666 1 6 3.0000 0.1340 34 00-02 0.8576 i 135 2.4904 0.1354
01-02 1.0000 1 6 0 1.0000 01-02 0.8211 1 15 3.2676 0.0908
10-11 0.3305 1 6 12.1500 0.0131 10-11 0.3229 1 15 31.452] 4.0000
0-1 10-12 0.6153 1 6 3.7500 0.1009 0-1 10-12 0.5855 | 15 10.6153 0.0530
11-12 0.7142 1 6 2.4000 0.1723 11-12 0.7308 1 15 5.5230 0.0329
10-1] 0.0902 1 6 60.5000 0.0002 10-11 0.3206 ] 15 31.7815 0.0000
1-2 10-12 0.2500 | 6 18.0000 0.0054 1-2 10-12 0.6170 I 15 9.3079 0.0081
11-12 (0.3243 ] 4] 12,5000 0.0123 11-12 0.6915 1 [5 6.6906 0.0206
10-11 0.4666 | 6 6.5871 0.0397 10-11 07117 ! 15 6.0743 0.0263
2-3 10-12 0.9824 ] 6 0.1071 0.7545 2-3 10-12 0.9740 1 15 0.3994 0.5369
11-12 0.5333 1 6 5.2500 0.0618 11-12 0.8170 I 15 3.3586 0.0868
10-11 0.3980 1 6 9.0750 0.0236 16-11 0.9989 1 15 0.0152 0.9035
3-4 10-12 0.8988 1 6 0.6750 0.4427 34 10-12 0.9527 I 15 0.7443 0.4019
11-12 0.5555 1 6 4.8000 0.6710 11-12 0.939} i 15 0.9722 0.3398
a=0.0041. 00= [HAKIPCU; 01= IHAKIPCE; 02= IHAKISTJ; 10= IHAGIPCU; 11= IHAGIPCE ¥ 12=IHAGISTJ
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Tabla 84. Anlisis de perfiles con ajuste de Bonferroni para las concentraciones promedio entre tiempos

STV N-NH,
Tiempo | Muestras ;’:&?&2 n%; :n dgé.l;] Fexacta | Prob > F Tiempo | Muestras ;’:a?;:(‘: ngu‘ :;1 (ﬁ; :“ Fexacta | Prob>F
00-01 0.4165 1 15 ] 210074 | o0.0004 00-01 0.2448 1 15 | 46.2677 | 0.0000
0-1 00-02 0.4243 1 15 | 203458 | ¢0.0004 0-1 00-02 0.6336 | 15 8.6733 0.0100
01-02 0.9996 ] 15 0.0053 (.9430 01-02 0.5020 ] 15 14.8764 0.0016
00-0t 0.8378 [ i5 2.9029 0.1090 00-0] 0.3935 l 15 23,1100 0.0002
1-2 00-02 0.9931 1 15 1.9084 0.1874 1-2 00-02 0.6925 1 15 6.6000 0.0209
01-02 0.6398 1 15 0.1039 0.7516 01-02 0.7515 1 15 4.9577 0.0417
00-01 0.9671 1 15 8.4433 0.0109 00-01 0.9966 1 15 0.0301 0.8258
2-3 00-02 0.7573 ) 15 0.5094 0.4864 2-3 00-02 0.9962 1 15 0.0559 0.8162
01-02 0.9387 1 15 4.8051 0.0446 01-02 0.9860 1 5 0.2120 0.6518
00-01 0.8381 1 15 2.8975 0.1093 00-01 0.9924 1 15 0.1136 (.7407
3-4 00-02 0.9387 1 15 0.9794 0.3380 3-4 00-02 0.9296 1 15 1.1355 0.3035
01-02 0.6742 i 15 7.2461 0.0167 01-02 0.8840 | 15 1.9676 0.181!
10-11 0.3367 | 15 | 29.5392 | 0.0001 10-11 0.9599 1 IS 0.6252 0.4414
0-1 10-12 0.5691 1 15 11.3549 | 0.0042 0-1 10-12 0.8437 ! 15 2.7769 0.1164
11-12 0.7785 1 15 4.2655 0.0506 11-12 0.9513 1 5 0.7669 0.3950
10-11 0.2724 1 15 | 40.0608 | 0.0000 10-11 0.8804 I 15 2.0371 0.1740
1-2 10-12 0.5690 1 15 11.3581 0.0042 1-2 10-12 0.9165 1 15 1,3665 0.2607
11-12 (0.6313 I 15 8.7568 0.0097 11-12 0.9955 1 i5 0.0667 0.7997
10-11 0.7579 1 15 5.6056 0.0318 10-11 0.6695 1 15 7.4039 0.0158
2-3 10-12 1 I 15 0 ! 2-3 10-12 0.8737 1 15 2.1676 0.1616
11-12 0.7279 | 15 5.6056 0.0318 11-12 0.9058 | 15 1.5573 0.2309
10-11 0.9632 | 15 (.9632 0.4608 10-11 0.9330 1 5 1.0771 0.3158
3-4 10-12 0.9393 | 15 0.9393 0.3407 3-4 10-12 0.9330 i 15 1.0771 0.3158
11-12 0.8319 1 15 0.8319 0.1022 11-12 0.9120 1 15 1.4473 0.2476

o= 0.0041. 00= [HAKIPCU; 01= IHAKIPCE; 02= [HAKISTJ; 10= IHAGIPCU; 1 1= IHAGIPCE ¥y 12= [HAGISTJ
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Tabla 85. Andlisis de perfiles con ajuste de Bonferroni para las concentraciones promedio entre tiempos

N-NO, N-NOy
Tiempo | Muestras ;‘:wi’l‘:‘: ngl; :n dgé:;] Fexacta | Prob>F Tiempo | Muestras ;’:‘%?ﬁg ngu:n dg;:;] Fexacta | Prob>F
00-01 0.8620 1 15 2.4000 0.1422 00-01 0.6652 1 15 7.5490 0.0150
0-1 00-02 0.8000 1 15 3.7500 0.0719 0-1 00-02 0.9189 1 15 1.3228 0.2681
01-02 0.9900 1 15 0.1500 0.7040 01-02 0.8546 1 15 2.5517 0.1310
00-01 0.9972 1 15 0.0414 0.8414 00-01 0.9537 1 15 0.7280 0.4069
1-2 00-02 0.7494 1 15 5.0138 0.0407 1-2 00-02 0.9602 1 15 0.6203 0.4432
01-02 0.7835 1 15 4,1436 0.0599 01-02 0.9997 1 15 0.0043 0.9485
00-01 0.8554 1 15 2.5345 0.1322 00-01 0.9829 1 15 0,2609 0.6170
2-3 00-02 0.4723 1 15 16,7586 0.0010 2-3 00-02 0.9989 1 15 0.0163 0.9001
01-02 0.7055 1 15 6.2586 0.0244 01-02 0.9735 | 15 0.4076 0.5328
00-01 0.0279 1 15 | 521.6049 | 0.0000 00-01 0.9804 1 15 0.2990 0.5926
3-4 00-02 0.4576 1 15 17.7778 0.0007 3-4 00-02 0.8017 1 15 3.6628 0.0749
01-02 0.0414 1 15 | 346.7901 4.0000 01-02 0.8892 1 15 1.8688 0.1918
10-11 (.9985 1 15 0.0212 0.8861 10-11 0.5698 ] 15 11.3241 0.0043
0-1 10-12 0.8970 1 15 1.7210 (0.2093 -1 10-12 0.9322 I 15 1.0907 0.3129
11-12 0.9168 | 15 1.1598 0.2618 11-12 (0.7357 | 15 5.3860 0.0348
10-11 0.9677 1 15 0.5000 0.4903 10-11 0.5762 1 15 11.031 0.0047
i-2 10-12 0.8275 1 15 3.1250 0.0974 1.2 10-12 0.8560 1 15 2.5232 0.1330
11-12 0.9302 1 15 1.1250 0,3056 11-12 0.8330 1 15 3.0028 0.1036
10-11 0.8512 1 15 2.6073 0.1272 10-11 0.9840 1 15 0.2435 0.6288
2-3 10-12 0.7383 1 15 5.4399 0.0340 2-3 10-12 (0.9879 1 15 0.1829 0.6749
11-12 0.9668 | 15 0.5150 0.4840 11-12 0.9997 1 15 0.0043 0.0503
10-11 0.7768 1 15 4,3085 0.0555 10-11 0.6741 1 15 7.2494 0.0167
34 10-12 0.6252 1 15 8.9894 0.0090 34 10-12 0.8517 1 15 2.6098 0.1270
11-12 0.9463 1 15 0.8511 0.3709 11-12 0.9282 1 15 1.1599 0.2985

a=0.0041. 00= IHAKIPCU; 01= IHAKIPCE; 02= IHAKISTJ; 10= [HAGIPCU; 11= IHAGIPCE ¥ 12= [HAGISTJ
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Tabla 86. Analisis de perfiles con ajuste de Bonferroni para las concentraciones promedio entre tiempos

P-PO." BHT
Tiempo | Muestras (Iid:wi’sz ngu:‘n dgt;:.n F exacta { Prob>F | Tiempo | Muestras ;’:a‘i’&i ngu.:;t dgerl;l F exacta | Prob>F
00-01 0.9217 1 15 1.2733 0.2769 00-01 0.8792 1 15 2.0595 0.1718
0-1 00-02 0.9844 l 15 0.2366 0.6337 0-1 00-02 0.8898 | 15 1.8560 0.1932
01-02 0.9732 1 15 0.4122 0.5306 01-02 0.9996 1 15 0.0053 0.9430
00-01 0.9999 1 15 0.0014 0.9703 00-01 0.8472 1 15 2.7053 0.1208
1-2 00-02 0.8815 1 15 2.0156 0.1761 1-2 00-02 0.9848 1 15 0.2307 0.6379
01-02 0.8759 1 15 2.1245 0.1656 01-02 0.7686 1 15 4.5160 0.0506
00-01 0.7507 1 15 49811 0.0413 00-01 0.4557 1 15 17.9096 | o0.0007
2-3 00-02 0.9593 1 15 0.6364 0.4375 2-3 00-02 0.9193 | 15 1.3194 0.2692
01-02 0.8794 i L5 2.0566 0.1721 01-02 0.3413 1 15 | 28.9373 0.0001
0C-01 0.4065 | 15 21.8994 0.0003 00-01 0.9279 1 15 1.1645 0.2976
3.4 00-02 0.6282 1 15 8.8760 0.0094 3-4 00-02 0.9878 1 15 0.1844 0.6738
01-02 0.8383 ] 15 2.8914 0.1097 01-02 0.8682 1 15 22755 0.1522
10-11 0.5685 1 1S [ 11,3807 | 0.0042 10-11 0.6199 ] 15 | 9.1949 | 0.0084
0-1 10-12 0.8712 | 15 2.2165 0.1573 0-1 10-12 0.8422 1 15 2.8091 01144
11-12 0.8085 1 15 3.5522 0.0790 11-12 0.8907 1 15 1.8395 0.1951
10-11 0.4054 1 15 21.9972 4.0003 10-11 0.9165 1 15 1.3651 0.2609
-2 10-12 0.7441 ! 15 5.1560 0.0383 1-2 10-12 0.9340 1 15 1.0591 0.3197
11-12 0.7192 l 15 5.8537 0.0287 11-12 0.9987 1 15 0.0194 0.8911
10-11 0.5392 1 15 12.8182 0.0027 10-11 0.4298 | 15 19.8969 | 0.0005
2-3 10-12 0.7281 1 15 5.6008 0.0318 2-3 10-12 0.7105 | 15 6.1096 0.0259
11-12 0.9105 1 15 1.4729 0.2436 11-12 0.7913 1 15 3.9555 (.0653
10-11 0.6073 1 15 9.6957 0.0071 10-11 0.1371 1 15 | 94,3775 0.0000
34 10-12 0.6889 ! 15 6.7729 0.0200 3-4 10-12 0.6698 1 15 7.3925 0.0158
11-12 0.9828 | 15 0.2614 0.6166 11-12 0.2345 1 15 | 48.9427 | 0.0000

o= 0.0041. 00= [HAKIPCU; 01= [HAKIPCE; 02= IHAKISTJ; 10= [HAGIPCU; 11= IHAGIPCE y 12= THAGISTJ
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Anexo B.2. Anailisis para los comportamientos cinéticos de degradacién

Tabla 87. ANDEVA y andlisis de perfiles con ajuste de Bonferroni para los datos cinéticos

Pardmetio ANDEVA Contrastes del factor fuentede indculo
(o= 0.05) (@=0.0166)
Origen de las Fuente de
variaciones gl SC F P indculo gl 5C F p
Fuentede ' | 5000 | 49159 | 00112 0-1 1| 00006 |2.161101478
“max indculo
IHA 1| 00641 2159684 0.0000 0-2 1| 00029 [9.8192]0.0028
Error so| o0.0148 1-2 1{ 00008 [2.76720 1024
Total 53| 0.0819
Fi':]‘:j':‘:lge 2 | 1555029 | 3.7089 |g.031s 0-1 1| 460136 |0.2194 06441
t70% THA I | 12451852 | 59.3986 | 0.0000 0-2 1 113714677 6.5422 | 0.0136
Error 50| 104816 1-2 1 [ 915.0625 | 4.365 |0.0417
Total 53 | 24488481
Fuente de 2| 6880.88 | 06763 105131 0-1 1 | 6880.88 |0.6343]0.5811
indculo
1 50% THA 1 [ 17615.002 | 3.4628 |0.0680 0-2 1| 171002 |4.3628 | 0.6480
Error 50]25.4343.18 | 1.6052 1-2 1{ 43438 |1.6052
Total 53| 278839.06

0=1PCU; 1=IPCE y 2= ISTJ
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Tabla 88, ANDEVA y anilisis de perfiles con ajuste de Bonferroni para el factor fuente de inéculo
ANDEVA Contrastes del factor fuente de inéculo
= (.05) (&= 0,0166)
Pardmetro | IHA (o
Origen de las Fuente de
variaciones SC gl F p inéculo sC gl F L
Fi‘:f&‘l‘:lge 0.0008 | 2 [1.20890.3161 0-1 0.0002| 1 |0.79600.3811
IHAK Error 0.0086 |24 0-2 0.0008 1 [2.3994]0.1344
Total 0.0095 126 1-2 0.0001] 1 [04313[05175
pmix Fuente d
in"o"c:loe 0.0022 | 2 |4.4695 | 0.0224 0-1 0.0003| 1 |1.4263]0.2440
THAG Error 0.0059 |24 0-2 0.0022] 1 18.8260 | 0.0066
Total 0.0081 |26 1-2 0.0007] 1 |3.15610.0883
Fi':]"é"‘:‘:lge 16.3488 | 2 |1.5503 |0.2307 0-1 16,3488 2 {1.5503]0.2307
THAK Error 126.551 | 24 0-2 126.551] 24 [3.9948]0.1445
] 149.9 |26 1-2 1499 | 26 (0316305175
£70 % Tota
Fi':&'::‘lflge 2682.57 | 2 (3.4948 | 0.0466 0-1 6728 | 1 |0.1735]0.6791
THAG Error 9211.16 | 24 0-2 234156 1 |6.1010]0.0210
Total 11893.73 [ 26 1-2 1615.01] 1 142079000513
0=1IPCU; 1= IPCE y 2= ISTJ
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Tabla 89. ANDEVA (a= 0.05) para los datos cinéticos de Ias tres corridas con cada fuente de indculo

HRMAx t 70% t 50%
Prueba Fuente de Fuente de Fuente de
variacion | 81 | SC F P | variacion | 8 | SC F P | variacion | 8| SC F p
Corridas | 2 | 0.0032 45.5488 | 0.0002 Corridas | 2 | 2787.04 19.5527 | 0.0024 | Corridas 2 | 2787.04 | 27.5519 0.0456
THAGIPCU Error 6 | 0.0002 Error 6 | 427.82 Error 6 | 42782
Total 8 | 0.0034 Total 8 | 3214.66 Total 8 | 3214.66
Corridas | 2 | 0.0017 22.8782 | 0.0016 | Corridas 2| 1354.28 | 16.4147 | 0.0037 Corridas | 2 | 449.13% 16.4733 | 0.0037
IHAGIPCE Error 6 | 0.0002 Error 6 | 24751 Error 6 | 81.7933
. Total 8 | 0.0020 Total 8 | 1601.79 Total 8 | 530.928
Comidas | 2 | 0.0001 | 11.895 0.367% | Corridas | 2 | 150830 1.5677 | 0.2833 | Corridas | 2 1508.30 | 1.5677 | 0.2833
IHAGISTJ Error 6 | 0.0004 Emor 6 | 2886.38 Error 6 | 2886.38
Total 8 { 0.0005 Total 8 | 439469 Total 8 | 439469
Corridas | 2 | 0.0025 | 11.6145 0.0086 | Corridas | 2 | 23.3155 15.3616  0.0044 | Corridas | 2 23.3155 | 15.3616 | 0.2952
IHAKIPCU Error 6 | 0.0006 Error 6 | 45533 Error 6 | 4.5533
Total 8 | 0.0031 Total 8 | 27.8688 Total 8 | 27.8688
Corridas | 2 | 0.0003 1.5055 | 0.2952 | Corridas | 2 1508.30 | 1.5677 | 0.2833 Corridas | 2 | 150830 1.5677 | 0.2833
THAKIPCE Error 6 | 0.0006 Error 6 | 2886.38 Error 6 | 288638
Total 8 { 0.0009 Total 8 | 4394 69 Total 8 | 4394.69
Cormridas | 2 | 0.0009 0.8473 | 0.4741 | Corridas | 2 16.666 0.7349 | 0.5189 | Corridas | 2 16.666 0.7349 | 0.5189
IHAKISTJ Error 6 | 0.0035 Error 6 | 68.0333 Error 6 | 68.0333
Total 8 | 0.0045 Total 8 87.7 Total 8 87.7
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Tabla 90. Analisis de perfiles con ajuste de Bonferroni para los datos cinéticos de las tres corridas

ANEXO B

con cada fuente de inéculo

empleando IHAK e IHAG
THAKIPCU IHAGIPCU IHAGIPCE
Pardmetro Corridas | gl F p_|Corridas| gl SC F p | Corridas] gl 8C F p
0-1 1 0.0005 5.1595 | 0.0635 0-1 1 0.0004 | 12.6262 | o.0120 0-1 1 | 0.0009 |23.2691 | 0.0029
pEmaix 0-2 1 0.0025 | 23.2039 | 0.0029 0-2 1 0.0031 | 94.7929 | 0.0000 0-2 1 0.0016 | 42.4929 | 0.0006
1-2 i 3.0007 6.4800 [ 0.0437 1-2 1 0.0012 | 38.2272 | 0.0008 1-2 1] 0.0001 | 2.8725 | 0.1410
0-1 1 7.26 9.5666 | 0.0021 0-1 1 58.9066 | 0.8265 | 0.2983 0-1 1 1498.6816 [ 12.0886 | 0.0131
t 70 % 0-2 I | 23.2066 | 30.5797 | n.0014 0-2 1 2408.00 | 33.7871 | a.0011 0-2 1 | 1332.06 | 32.2906 | 0,0012
1-2 1 4.5066 5.9385 | 0.0506 1-2 1 1713.66 | 24.0446 | 0.0027 1-2 1 1200.6816 | 4.8647 | 0.0695
0-1 1 | 268.189 | 48.647 | 0.0864 0-1 1 2006.81 | 48.647 | 0.0695 0-1 1 |164.3266 | 12.0542 | 0.0132
t50 % 0-2 1 7534.9 64.800 | 0.0939 0-2 1 7534.9 | 64.800 | 0.0437 0-2 1 1442.0416 | 32.4262 | 0.0012
1-2 1 2834.3 51.595 | 0.0745 1-2 1 5234.3 | 51.595 | 0.0635 1-2 1 | 67.335 | 4.9394 | 0.0679
a=0.0166 0= Primer corrida; 1= Segunda corrida ¥ 2= Tercer corrida
Tabla 91. ANDEVA (a=0.05) para los datos cinéticos comparando IHAK con THAG con cada fuente de inéculo
Pardmetro Origen de las IPCU IPCE ISTJ
variaciones gl SC F p gl SC F p gl SC F
IHAK-IHAG 1 0.0195 47.5153 | 0.0000 | 1 0.02006 106.0251 | a.0000 | 1 0.0247 78.1776 | 0.0000
pmAix Error 16 0.0065 16 0.0030 16 0.0050
Total 17 0.0261 17 0.0230 17 0.0297
IHAK-IHAG 1 2242.2672 | 11.0643 | 0.0043 | | 2933.78 29.0513 | 0.0001 1 | 2787.5556 | 30.0694 | 0.0001
170 % Error 16 { 32425378 16 | 1615.7778 16 | 1483.2644
Total 17 | 5484.8050 17 | 4549.5578 17 | 4280.82
THAK-ITHAG 1 1212779845 | 1.3903 [ 02526 | 1 973.8755 29.104]1 | 0.0001 | 1 | 8419.6939 | 30.0744 | 0.0000
t50 % Error 16 | 244898.25 16 | 535.3889 16 | 4479.396
Total 17 | 266178.1 17 | 1509.2614 17 | 1289908
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B.3. Anilisis de los perfiles de actividad enzimdtica de las fuentes de inéculo

Tabla 92. ANDEVA y analisis de perfiles con ajuste de Bonferroni para la actividad enzimitica del inéculo a t= 0 dias

ANDEVA Contrastes del factor fuente de indculo
Pardmetro Origen de las (=009 o D.0166)
variaciones gl| SC F P | Fuente deinéeulo| gl | SC F p

Fuente de indculo | 2 13.3739 | 46.4116 [ g.0000 0-1 1 10.2759| 7.5917 [ 0.0174

IHA 1 10,1030 2.8553 |0.1180 0-2 1 12,9696 | 81,7009 | 6.0000

H Error 1210.4361 | 0.0363 1-2 1 [1.7939]49.3535 | 0.0000
Total 15]3.9131

Fuente de indeulo | 2 [3.9582 | 0.3262 [0.5785 0-1 1 10.0688 | 2.2845 |0.1565

Hmix THA 1 10.0098 | 65.7001 | 0.0000 0-2 1 {3.0103 | 99.944 | 0.0000

Error 12 1-2 1 12,7113 { 90.0097 | 0.0000

Total 15

Fuente de indculo | 2 [0.0063 | 3.5188 [0.0627 0-1 1 10.0055] 6.1427 | 0.0290

IHA 1 [0.0040| 44574 | 0.0564 0-2 1 10.0004 | 0.5332 | 0.4792

E Error 12 [ 0.0107 1-2 1 {0.0034 | 3.8201 |0.0743
Total 1510.0211

0=1PCU; 1= IPCE y 2= ISTJ
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Tabla 93. Anilisis de perfiles con ajuste de Bonferroni para la actividad enzimditica del inéculo a t= 0 dias {a=0.0166)

- THAK THAG
ar, etro Fu nte

in?&cul:)ie SC |st| F P Fit::%nct:l:e SC |gl| F P
0-1__|02862] 1 | 8497 [0.0332] 01 [0.0432] 1| L0527 (93519
H 02 _ | 1.8775[ 1 | 55,7392 | 0.0006] 02 |1.1381| 1 127.7190 | 0.6033
12 [08720] 1| 258889 |0.0038] 12 |09222] 1 |22.4595| 2.005]
0-1  [0.0785] 1| 63293 [0.0534] 01 ]0.0082| 1101826 106869
Hmiéx 02 [2.0104] 1 | 161.9751 | 0.0080] 02 |1.0731] T ]23.8222 | 0.0045
12 |16177] 1 [1303336 | 0.0000] 12 11.1168] 11247916 | 00041
0-1__ 10.0053] i | 3.4230 |0.1235] 01 [0.0010] 1 | 49773 106760
E 02 _ |0.0000] 1| 00543 [0.8249] 02 [0.0008] 1] 23133 |0.1887
12 [0.0051] 1] 32687 [0.1304] 12 |0.0001] 1 | 0.6301 (0463

Tabla 94, Andlisis de perfiles con ajuste de Bonferroni (a= 0. 0166), para la actividad enzim4tica del inéculo durante la
biodegradacién de los THA (interaccin tiempo-fuente de in6culo)

IHAK IHAG
Parimetro Fuente de Lambda Al L Fuente de Lambda Al gl | Fexacta | Prob>F
indculo de Wilks n%lm dgem Fexacta | Prob > F indculo de Wilks n%lm dem

0-1 0.6811 2 4 0.9362 0.4640 0-1 0.9640 2 4 0.0747 0.9293

H 0-2 0.1137 2 4 15.5891 0.0129 0-2 0.3483 2 4 3.7421 0.1213

1-2 0.1487 2 4 11.4476 0.0221 1-2 0.3658 2 4 3.4668 0,1338

0-1 0.5203 2 4 1.8437 0.2707 0-1 0.9398 2 4 0.1279 0.8834

Hmidx 0-2 0.0390 2 4 49,2302 0.0015 0-2 0.3423 2 4 3.8424 0.1172
1-2 0.0455 2 4 41,9249 0.0021 1-2 0.3401 2 4 3.8793 0.1157

0= IPCU, 1=IPCE y 2= ISTJ
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Tdbla 95. Anilisis de los factores entre las PBAR para la actividad enzima4tica del inéculo durante la biodegradacién de los

IHA (2=0.05)
Fuente de Lambda Lambda | g.l gl
Pardmetro variacién gl de Wilks Fexacta | Prob>F Factor de Wilks | num | dem Fexacta | Prob>F
Madelo 5 1 04051 29366 | 0.0692 Tiempo 01190 | 2 9 1333033 | c.0001
Constante 1 | 00017 | 5676.9033 | 0.0000 | Tiempo * IHA | 06255 | 2 9 1 26939 | 0.1211
HA 1| 06409 | 56014 | 0.0395 T“’a"‘;"i‘:‘ ;cf;‘l':““’ 01869 | 4 | 18 | 59067 | 0.0032
H Fuente de indeulo | 2 | 0.5745 3.7019 | 0.0626
IHA * Fuente Tiempo * IHA *
de inbenlo 2 | 07721 LATSL | 02745 | o e dendeulo | 03629 | 4 | 18 | 29698 | no47s
Error 19
Modelo 5 | 02738 53040 | 0.0123 Tiempo 0.1438 | 2 9 [276.7785 | o.0002
Congtante 1 [ 00008 | 11422541 ] 0.0000 | Tiempo* IHA | 05583 | 2 9 | 35574 | 0.0727
IHA 1| 04582 | 118222 | 0.0063 T'e';e"i‘:‘ ;cf:l‘;“‘e 01217 | 4 | 18 | 839%4 | 0.0005
Hmdx  ente de indealo | 2 | 04787 54436 | 0.0252
ITHA * Fuente Tiempo * THA *
de inbonto 2 | 06290 29485 | 0.0085 | o e inboule | 03316 | 4 | 18 | 33144 | o033
Error 19
Modelo S | 04101 28761 | 0.0729 Tiempo 03473 | 2 9 8.455 0.0086
Constante 1 | 00004 | 21608.401 | 0.0000 | Tiempo * IHA | 0.8649 | 2 9 | 0.7028 | 0.5205
IHA 1| 09992 | 00073 | 0.933¢ | Tiempo*Fuente | o, 00 | | 10| 1000 | 00732
E de indculo
Fuente de indculo | 2 0.5085 4.8325 0.0340
THA * Fuente Tiempo * [HA * 4 3 0.1669 0.9525
de inbouto 2 i 06815 23363 | 01470 | o PO | 0.9297 1 166 :
Error 19
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Tabla 96. Anilisis de perfi

'ACION DE ARCILLAS

%

ANEXO B

les con ajuste de Bonferroni para la actividad enzimatica del indculo durante la biodegradacién de

los THA
IHAK THAG
Parimetro Tiempo | Muestras n?uln dgell;l ;‘eawi]l‘}; Fexacta | Prob > F | Tiempo | Muestras nﬁ':n dgell;l ‘taa?::; Fexacta | Prob> F
00-01 1 5 0.9999 0.0001 0.9917 00-01 1 5 0.9658 0.1768 0.6916
0-1 00-02 1 5 0.6341 2.8844 0.1502 0-1 00-02 1 5 0.3853 7.9766 0.0369
H 01-02 1 5 0.5841 3.559 0.1179 01-02 1 5 0.409 7.223 0.0434
00-01 1 5 0.9414 0.3109 0.6012 00-0t ] 5 0.9054 0.1788 0.6900
1-2 00-02 1 5 0.2638 13.9513 0.0135 1-2 00-02 1 5 0.3487 9.3368 0.0282
01-02 1 5 0.3837 12.6210 0.0163 01-02 1 5 0.3659 8.6644 0.0321
0001 1 5 0.9959 0.0205 0.8917 00-01 1 5 0.9736 0.1351 0.7283
0-1 00-02 1 5 0.2726 13.3364 0.0147 0-1 00-02 1 5 0.3427 9.5898 0.0270
Hodx (1-02 1 5 0.2173 18.0035 0.0081 01-02 1 5 0.3493 9.3106 0.0284
00-01 1 5 0.5922 3.4430 0.1227 00-01 1 5 0.9919 0.0404 0.8487
1-2 00-02 1 5 0.0396 | 121.1648 | 0.0001 1-2 00-02 1 5 0.3636 8.7493 0.0316
01-02 1 5 0.0455 [ 104.6981 | 0.0002 01-02 1 5 0.3447 9.5014 0.0274
00-01 1 5 0.9999 0.0004 0.9846 00-01 1 5 0.9958 0.0207 0.8911
0-1 00-02 1 5 0.9995 0.0023 0.9638 0-1 00-02 1 5 0.9994 0.0029 0.9594
E 01-02 1 5 0.9998 0.0009 0.9768 01-02 1 5 0.9903 0.0487 0.8340
00-01 1 5 0.9983 0.0083 0.9310 00-01 1 5 0.7822 1,3922 0.2911
1-2 00-02 1 5 0.9978 0.108 0.9211 1-2 00-02 1 5 0.8723 0.7314 0.4315
01-02 1 5 0.9905 0.0476 0.8359 01-02 1 5 0.9743 0.1318 0.7314
a=0.0083. 00= IHAKIPCU; 01= IHAKIPCE; 02= IHAKISTJ; 10= [HAGIPCU; 11= [HAGIPCE ¥ 12= THAGISTJ
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