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RESUMEN
El objetivo principal de este proyecto fue, evaluar la degradacion de

fenol en aguas y aguas residuales de refineria, utilizando una cepa
bacteriana pura, con suministro continuo e intermitente de aire en
reactores de flujo cerrado. Lo anterior, con la finalidad de obtener
datos para el célculo de la cinética de remocion de fenol, bajo

condiciones experimentales previamente establecidas.

El plan de trabajo a desarrollar incluyo, la degradacion de diferentes
concentraciones de fenol por cada una de las seis cepas puras por
separado y en funcién de los resultados, elegir la cepa con mejor
actividad degradadora de fenol. En etapas subsecuentes,
empleando la cepa preseleccionada, a una temperatura constante
de 28 °C, se evalué durante un periodo de 24 horas la
biodegradaciéon de 100 mg/L fenol, teniendo como variable de
estudio el suministro continuo o intermitente de aire. También se
hizo la degradacion de fenoles contenidos en aguas residuales de
refineria, previa adicion complementaria de fenoles que permitiera
lograr una concentracion de 100 mg/L, los experimentos se
realizaron bajo condiciones experimentales similares a las descritas

anteriormente.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la primer parte
experimental, se observé que la cepa bacteriana que tuvo mejor
respuesta para la degradacién de fenol contenido en aguas
residuales de refineria fue la Pseudomonas fluorecens. Las

condiciones en las que se logré la mayor remocion, segun lo
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observado en la segunda y tercera etapas experimentales fueron,

en el reactor alimentado por lote con aguas de refineria sin
esterilizar y un suministro de aire intermitente a 28 °C. Por lo tanto,
se concluye que el tratamiento con cepas bacterianas puras en un
reactor a flujo cerrado con suministro de aire humedo intermitente
es un sistema que proporciona resultados altos de remocion de
fenol. El porcentaje de remocion de fenol en ARR sin esterilizar fue
de 98 %.
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Capitulo 1. INTRODUCCION

La demanda, la reutilizacion y las nuevas reglamentaciones
ambientales nacionales e internacionales, hacen necesaria la
modificacién de los tratamientos de aguas residuales. Asimismo, se
enfatiza la necesidad de contar con informacidn especifica referente a
la posibilidad o no de biodegradar ciertos compuestos contenidos en
esas aguas residuales, especialmente los de tipo aromatico. Por
ejemplo, benceno, tolueno, xileno, fenoles, cresoles, aminas,
naftalenos, antracenos, asi como sus derivados halogenados, nitrados
y sulfurados, que tienen como particularidad una elevada estabilidad y
toxicidad (Canul, 2006).

De manera particular, las aguas con contenidos fendlicos en diversas
actividades industriales y agricolas, debido a su toxicidad y a las
propiedades bactericidas, no pueden ser tratadas faciimente en
plantas depuradoras bioldgicas convencionales (Estrada, 2006). Por lo
anterior, con el presente trabajo, se pretende contribuir al
entendimiento del fenédmeno de biodegradacién de fenoles en
sistemas de tratamiento bioldgico de aguas residuales (Guillén, 2001)
como los actualmente empleados en refinerias nacionales. Ejemplo de
ello son las lagunas de oxidacion, las lagunas de estabilizacion y los
sistemas de lodos activados.
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Capitulo 2. OBJETIVOS Y ESTRATEGIA DE TRABAJO.

2.1 Objetivo General
« Evaluar la degradacién de fenol en aguas y aguas residuales de
refineria (ARR), utilizando una cepa bacteriana pura, con
suministro continuo y combinado de aire humedo, en reactores

de flujo cerrado.

2.2 Objetivos Particulares

% Seleccionar, de entre seis cepas bacterianas puras, la que
presente mejor actividad degradadora al fenol en solucion
acuosa.

« Evaluar, durante 24 horas, en agua corriente, la degradacién de
100 mg/L de fenol empleando la cepa preseleccionada, a una
temperatura de 28 °C, con aireacion humeda continua vy
combinada.

¢ Evaluar, durante 24 horas, la degradacion de fenoles contenidos
en aguas residuales de refineria ARR (esterilizadas y sin
esterilizar), previa adicion de fenol para lograr una concentracién
de 100 mg/L de fenol empleando la cepa preseleccionada, a una
temperatura de 28 °C, con aireacidbn humeda continua vy

combinada.
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2.3 Estrategia de trabajo
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Figura 2.1 Diagrama de flujo de la metodologia experimental
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Capitulo 3. MARCO TEORICO

Para un mejor entendimiento de la tesis; la problematica
seleccionada y los aspectos mas relevantes de la misma, se
presentan en este capitulo. En primer lugar, se abordara el tema de
la contaminacién del agua. En segundo lugar, se describira la
problematica asociada a la contaminacion del agua por fenoles,
derivado de las actividades de refinacion de petroleo. Asimismo, se
describiran los pardmetros mas importantes en el tratamiento
biolégico de las aguas residuales. Posteriormente, se abordaran de
manera breve los aspectos mas sobresalientes relacionados con

reactores y cinética quimica.

3.1 Importancia del agua

La generacion de residuos en un medio, que se introducen por
encima de la capacidad, de éste para eliminarlos, se llama en una
sola palabra “Contaminacion”. La contaminaciéon no depende del
tipo de residuo sino de la acumulacién de éste mismo, que supone
un desequilibrio grave en el biosistema, hasta el punto de llegar a
imposibilitar la vida de las especies existentes.

De manera particular, el agua es un recurso escaso, de importancia
vital para la sociedad y la naturaleza, ya que forma parte de la
estructura de todos los seres vivos. El agua es un recurso que
proporciona energia y vida. De todo lo disponible, el 80% del agua

se utiliza en la agricultura de riego, el 14% lo utiliza la industria y el
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6% restante se utiliza para consumo doméstico. Frecuentemente,

una parte importante del agua disponible se pierde a causa de su
mala conduccién. Se puede perder hasta el 40% del total
embalsado. El agua de las ciudades y de la industria, pero también
en algunos casos de la agricultura, estd contaminada por productos
dificilmente degradables, como los aceites o los detergentes.
Algunos de estos productos se vierten en los rios, con lo que se
disminuyen las proporciones de oxigeno; productos veneno para
algunas especies que viven en el agua, o que la utilizan, es el caso
de la contaminacion por mercurio y otros metales pesados. Debido
a las dimensiones de la contaminacion de agua, han llegado a
perjudicar gravemente, mares enteros, comprometiendo el equilibrio

ecoldgico de ellos, de su entorno y de todo el planeta.

3.2 Aguas Residuales en la Refinacion de Petréleo

La funcién del area de Refinacién de Petréleos Mexicanos, es la
produccién de carburantes para automotores, como gasolina,
turbosina y diesel, ademas de producir asfaltos, parafinas, azufre,
solventes, aceites y productos basicos para la Petroquimica. Todos
estos productos son extraidos del petréleo crudo.

En todas las instalaciones industriales, se usa agua en mayor o
menor cantidad para sus diferentes servicios, en PEMEX-

REFINACION se utiliza en los siguientes servicios:

a) Enfriamiento y condensacion de los productos,

AVENTMA DE 5
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b) Generacidn de vapor para proceso,

C
d
e) Proceso,

) Generacién de vapor para la produccion de energia eléctrica,
) Contraincendio,
f) Servicios sanitarios y otros usos.

En PEMEX-REFINACION se requiere siempre de grandes
volumenes de agua, teniendo una demanda de 1.7 barriles de agua
por cada barril procesado. Actualmente, el volumen que se procesa
es de 1.3 millones de barriles por dia (un barril es igual a 159 litros).
El agua que se utiliza en Refinerias, en su mayor parte es
superficial y procede de rios, lagunas y presas, también se utiliza
agua subterranea que se extrae por medio de pozos profundos. En
la actualidad se estan utilizando aguas negras tratadas y aguas
industriales de desechos de las mismas Refinerias, estas ultimas
son tratadas y regresadas al mar o a los rios.

Se debe mencionar que PEMEX-REFINACION es autosuficiente
con respecto a su consumo de energia eléctrica, para la operacién
total de sus plantas en la extraccibn de los productos antes
mencionados, asi como del movimiento de éstos hasta su entrega a

los centros de consumo.

El orden de importancia y la cantidad de agua que es utilizada en
las instalaciones de PEMEX-REFINACION, es la siguiente:
1.- Agua para enfriamiento 65 %

VNIVERADAD NACJONAL
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2.- Generacién de vapor 15 %

3.- Agua para proceso 10 %

4.- Contraincendio e hidrosanitarios 10 %

Las corrientes de agua de desecho que se producen, cuando no
son reutilizables, se tratan antes de enviarlas a los cuerpos
receptores para cumplir con las Normas Ecologicas que especifican
las Condiciones Particulares de Descarga fijadas para cada centro
de trabajo. Esto ha sido una tarea dificil y costosa para PEMEX-
REFINACION, ya que anteriormente toda el agua de desecho que
se producia en las instalaciones, como purgas tanto de torres de
enfriamiento como de calderas, agua de proceso, lavado de equipos
y aguas aceitosas, se recibian en los Separadores A.P.l. (American
Petroleum Institute), cuya funcién es la de separar y recuperar
aceite e hidrocarburos presentes en las corrientes para su
reproceso. Los Separadores A.P.l.,, son fosas especialmente
construidas y acondicionadas para que el agua de desecho pase a
una velocidad muy baja, que permite la separacién del aceite por
gravedad, ademas de contar con otros auxiliares que hacen mas
eficientes la separacion, hasta obtener valores menores de 100
partes por millon de aceite. Actualmente a los separadores A.P.I.
se les han acondicionado lagunas de oxidacion y de
estabilizacion, seguidas de Ilas plantas de tratamiento
secundatrio y terciario, en donde se eliminan sulfuros, fenoles e

hidrocarburos.

En los afos en que fueron disefiadas y construidas las Refinerias,
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en ningun otro lugar del mundo, existia la preocupacion por los

aspectos ambientales. PEMEX planteo Refinerias con base a las
Normas Ecoldgicas expedidas en el afio de 1973.

En 1980 se registraron las descargas de desechos, fijandose para
esta fecha solamente cinco parametros que deberian cumplirse,
éstos fueron:

1.- pH

2.- Temperatura

3.- Grasas y aceites

4.- Sélidos sedimentables

5.- Materia flotante

Para 1984, se fijaron condiciones particulares de descarga, en las
cuales ademas de los cinco Parametros ya fijados, se incluyeron los
siguientes:

6.- DBO-5

7.- Nitrbgeno amoniacal

8.- Plomo

9.- Mercurio

10.- Fenoles

11.- Conductividad

12.- Color

13.- Bacterias coliformes

Por la forma que se manejaban los efluentes de desecho, no era

VNIVERADAD NACJONAL
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posible cumplir con los valores fijados a los Parametros

establecidos, presentdndose la necesidad de aplicar tratamientos
especificos de acuerdo a las caracteristicas de cada corriente de
desecho, y de aqui surge la necesidad de separar las corrientes de
acuerdo a sus caracteristicas fisicoquimicas. De esta manera, se
puede implementar a cada corriente el tratamiento requerido, siendo
mas facil y menos costoso, que el tratamiento de la totalidad de las
corrientes para su reutilizacion o para que se viertan en los cuerpos
receptores, ya que es mas sencillo eliminar sulfuros o fenoles
en una pequena descarga, que en el conjunto de los efluentes;
también las instalaciones para separar aceite de las aguas
aceitosas seran mas pequefas, eficientes y menos costosas, si se
agrupan solamente a las corrientes que contienen aceite, debido a
que cuando todos los efluentes se reciben en los Separadores
A.P.l., se puede sobrepasar la capacidad de disefio, y con ello, se
dificulta la separacion y recuperacion del aceite, ocasionando que
se pase aceite hacia las fosas de oxidacidn y estabilizacién.

En el caso de las corrientes que se producen en la regeneracion de
las resinas de intercambio idnico de las plantas desmineralizadoras,
en donde se utiliza acido sulfurico y sosa caustica diluidos, parte de
los efluentes se neutralizan y se usan como repuesto para las
Torres de Enfriamiento, el restante que esta altamente concentrado
en sales con 4cido y sosa se neutraliza antes de ser desechado.

En la refinacion de los hidrocarburos, en algunos procesos, se

AVENTMA DE 9
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producen las llamadas aguas amargas, las que reciben ese nombre

por contener altos valores de acido sulfhidrico, sulfuros vy
mercaptanos, estas corrientes se someten a tratamientos en los que
se eliminan o reducen los compuestos de azufre contaminantes, y el
agua es reutilizada nuevamente en otros servicios, como el
desalado del petréleo crudo. Al separar y tratar a cada corriente de
desecho, se ha conseguido hacer menos costosos los tratamientos

y dar una mayor reutilizacion a las aguas tratadas.

Las corrientes principales que se han podido separar son las
siguientes:

1.- Purga de torre de enfriamiento

2.- Purga de calderas

3.- Enjuagues y retrolavados de plantas desmineralizadoras

4.- Regenerantes desgastados

5.- Retrolavados y enjuagues de filtros

6.- Aguas contaminadas de proceso

7.- Agua de lluvia

8.- Agua de servicios sanitarios

Es conveniente que toda instalaciéon industrial, deba contar con los
siguientes drenajes para poder desde un principio segregar sus
efluentes:

1.- Drenaje pluvial

2.- Aguas negras

3.- Desechos industriales y aceitosos

VNIVERADAD NACJONAL
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4.- Desechos peligrosos o corrosivos

En la actualidad se cuenta con la tecnologia para tratar cualquier
corriente de las que se han mencionado, para que ésta sea
reutilizada como agua de suministro o de la calidad deseada,
dentro de la tecnologia podemos mencionar a continuacion las mas
importantes o usuales.

a) Osmosis inversa

b) Electrodialisis

c
d

e) Intercambio idbnico

)
) Centrifugacion para eliminacidén de solidos del agua

) Centrifugacion para eliminacién de solidos y aceite del agua
)

f) Evaporacién

La razén que se argumenta es que los drenajes industriales no
pueden separarse, pero cada una de las plantas si esta separada y
puede en un momento dado enviar su corriente de agua a un
tratamiento especifico, permite lograr estudios de tratabilidad de
cada una de las corrientes para su reuso y no para dar un agua
dentro de los rangos establecidos en los parametros ecoldgicos, y
posteriormente se tenga que tirar a los cuerpos receptores.

La Segregacion de efluentes para su reuso, debe ser la meta de
todo centro de trabajo, dado que el agua es cada dia mas escasa y
ademas cara (Rodriguez, Errasquiny Pérez, 2002)
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El proceso intensivo de la industria petroquimica esta demandando
cambios en la gestion medioambiental, para proteger el agua, el
suelo y la atmédsfera de contaminantes procedentes de las
refinerias. Las refinerias de petréleo usan relativamente grandes
volumenes de agua, especialmente en procesos de refrigeracion.
De hecho, las aguas residuales de la industria petroquimica
contienen generalmente productos quimicos peligrosos, como los
hidrocarburos, el fenol o amoniaco entre otros que se muestran en
la tabla 3.1

Tabla 3.1 Cantidades aproximadas de productos quimicos peligrosos en
las descargas de aguas de refinerias de petréleo

Contaminacion Cantidades Aproximadas
Sistemas de 3,5-5 m3 de agua residual generada por tonelada de petroleo
refrigeracion bruto

aguas residuales | DBO 150-250 mg/L
contaminadas
COD 300-600 mg/L

fenol 20-200 mg/L

aceite 100-300 mg/L (agua del desalter)
aceite 5000 mg/L en el fondo del tanque

benceno 1-100 mg/L

metales pesados 0,1-100 mg/L

Residuos solidos | 3 a 5 kilogramos por tonelada de petréleo bruto (80 % se deberia
y lodos considerar como desechos peligrosos debido a la presencia de

metales pesados y sustancias organicas toxicas)

Emisiones de COV | 0,5 a 6 kg/ton petréleo bruto

Otras emisiones | BTX ( benceno, tolueno y xileno) 0,75 a 6 g/ton de petréleo bruto
Oxidos de sulfuro 0,2-0,6 kg/ton de petréleo bruto

Oxidos del nitrégeno 0,006-0,5 kg/ton de petréleo bruto

VNIVERADAD NACJONAL

AVEN"MA DE 12
Hermoso Berruecos Sandra MExICE




Capitulo 3. Marco Teérico W

3.3 Meétodos para el tratamiento de aguas residuales

De acuerdo con los principios basicos de purificacién, las sustancias

contaminantes se pueden eliminar mediante los siguientes métodos:

Mecanicos. Son los mas sencillos de realizar y se utilizan unicamente
para la eliminacion de particulas suspendidas, incluyendo operaciones
de filtracién y clarificacion.

Fisicoquimicos. Se usan en el tratamiento de aguas de desecho por
medio de flotacion, coagulacion y floculaciébn de particulas finas
suspendidas, asi como la extraccion con solventes y adsorcion.
Térmicos. Son empleados cuando se tienen flujos o cantidades
pequefias y concentraciones altas, también se le conoce como
incineracion.

Quimicos. Estan basados en la formacién de productos menos
toxicos, por medio de reacciones de oxidacion, reduccion,
condensacién y neutralizacién.

Biolégicos. Consisten en la degradacion organica e inorganica en
presencia o ausencia de oxigeno (proceso aerobio y anaerobio).
(Aguilar, 1998).

3.3.1 Tratamientos biolégicos

El tratamiento biologico ha sido utilizado eficientemente en la
depuracién de aguas residuales que contienen compuestos organicos
peligrosos. Sin embargo los compuestos toxicos como el fenol
contribuyen con la inestabilidad de los sistemas de tratamientos

bioldgicos de aguas residuales, ya que estos compuestos tambien son
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usados como fuentes de carbono y energia por ciertos grupos de
microorganismos (Ruiz-Ordaz, 2001).

La degradacién de los compuestos fenélicos puede ser llevada a cabo
por microorganismos procariotas y eucariotas, tanto en condiciones
aerdbicas (oxigeno como aceptor final de electrones) como
anaerdbicas (nitrato, sulfato, iones metélicos o diéxido de carbono
como aceptores finales de electrones). En este sentido, algunos
investigadores han demostrado que cultivos de Pseudomonas sp. y
Spirillum sp., degradan fenol en ausencia de oxigeno libre. También
ha sido reportada la fermentacion metanogénica de fenol bajo estas
condiciones de oxigenacién (Altamira, 2005).

Cultivos puros de Pseudomonas han mostrado crecimiento sobre
fenol, durante la reduccién de nitratos (desnitrificacién). Existe también
la transformacién de fenol bajo condiciones de reduccién de sulfatos.
Desulfobacterium phenolicum, por ejemplo, oxida el fenol a CO,
usando SO, como aceptor final de electrones. Las rutas de
biodegradacién de fenol pueden diferir con respecto a la temperatura a
la cual se realice el proceso (Altamira, 2005).

Los tratamientos biolégicos consisten en disminuir el contenido en
materia organica de las aguas residuales, el contenido en nutrientes y
eliminar los patégenos y parasitos. Una ventaja es que los costos
pueden ser menores que otras tecnologias, y una desventaja es la

duracién del tiempo experimental implicado (Guillén, 2001).
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La principal division entre los procesos bioldgicos para el tratamiento

de las aguas residuales, se hace con base en la forma en que los
microorganismos utilizan el oxigeno. Asi el proceso puede ser
aerobios (requieren oxigeno) o anaerobios (requieren ausencia total

de oxigeno).

Existen muchos reportes acerca del uso de la degradacién por
bacterias aerobias en la biorremediacion. Estas bacterias incluyen, la
bacteria metano-oxidativas, bacterias propano-oxidativas y bacterias
degradantes de tolueno y fenol (Canul, 2006). Las bacterias tienen el
potencial de degradar los agentes contaminantes, esta capacidad de
oxidar todo tipo de hidrocarburos, en forma liquida, gaseosa o sélida
de series alifaticas, olefinicas, aromaticas y nafténicas; facilita que el
compuesto sea removido del ambiente. La mayoria de los compuestos
organicos toéxicos pueden ser biodegradables, aunque algunos se
degradan lentamente. La biodegradacion se efectuara mas facilmente
si la biomasa se aclimata a los compuestos téxicos (Estrada, 2006).

En los ecosistemas, la degradacién completa de los contaminantes del
petréleo, generalmente se lleva a cabo por poblaciones microbianas
mixtas mas que por una sola especie, los comunmente usados son los
lodos activados. En la mayoria de los ecosistemas naturales, el
in6culo inicial de microorganismos que se utiliza para degradar los
hidrocarburos, limita la tasa de degradaciéon del mismo, aunque
después de un corto periodo de exposicion aumenta dicha tasa, ya
que las bacterias comienzan a utilizar su maquinaria bioquimica que

les permite metabolizarlos (Diaz-Borrego, 2005 ).
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3.3.2 Planta de tratamiento de aguas residuales.

Cuando las aguas residuales entran a una planta de tratamiento de
aguas residuales (PTAR), sufren un pre-tratamiento en el que se
retiran los sélidos de gran tamano, asi como las arenas y grasas.
Posteriormente, el agua pasa al denominado tratamiento primario,
donde se eliminan solidos en suspension facilimente sedimentables y

parte de materia organica.

La material organica que queda disuelta y en suspension asi como el
resto de las particulas solidas que no se han eliminado en los
tratamientos anteriores, son eliminadas mediante los denominados
“Procesos Biologicos”, estos pueden ser aerobios o anaerobios vy

comunmente son denominados como tratamientos secundarios.

Se puede definir a los “Procesos Bioldgicos Aerobios”, como aquellos
realizados por determinado grupo de microorganismos (principalmente
bacterias 0 protozoos) que en presencia de oxigeno, actuan sobre la
materia organica e inorganica disuelta, suspendida y coloidal existente
en el agua residual, transformandola en gases y materia celular que
puede separarse facilmente mediante sedimentacion. La unidén de
materia organica, bacterias y sustancias minerales forma los fléculos y

el conjunto de fléculos es lo que se conoce como lodo bioldgico.

Los objetivos que persigue este tipo de tratamiento son la
transformacién de la materia organica y la coagulacién y eliminacién

de los solidos coloidales no sedimentables.
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En el caso de algunas aguas residuales urbanas, también se persigue
la eliminacién de nitrégeno y de fésforo. Por ultimo, se consigue
también la disminucién de los microorganismos patdégenos y fecales

presentes en el agua residual.

Existen dos tipos de tratamiento biolégico aerobios: Procesos de
Biomasa en Suspensién (Lodos Activados) y Procesos de Biomasa
Fija (Biopelicula).

El sistema de tratamiento de aguas residuales con biomasa en estado
suspendido, llamado lodos activados, que utiliza una gran variedad de
microorganismos capaces de remover materia organica presente en el
agua, involucra la generacion de una masa suspendida de bacterias
en un reactor. El agua residual entra al reactor en el que se encuentra
un cultivo de microorganismos constituido principalmente por bacterias
en suspension, las cuales en conjunto se les conoce como licor
mezclado, y se mantienen un determinado tiempo, hasta que el licor
mezclado pasa a un tanque de sedimentacién secundaria, donde se
realiza la separacién del agua tratada. Esta sale por la parte superior
del tanque y los microorganismos y otros productos de la degradacion
se separan en forma de fléculos. Una parte de la biomasa
sedimentada se retorna al tanque de aireacion o reactor para
mantener una concentracion deseada de sélidos suspendidos totales
(microorganismos) en el licor mezclado, y la otra parte se retira del

sistema como desecho, denominado lodo residual (Canul, 2006).
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3.3.3 Proceso de oxidacion biologica

La oxidacion biolégica es el mecanismo mediante el cual los
microorganismos degradan la materia organica contaminante del agua
residual. De esta forma, estos microorganismos se alimentan de dicha
materia organica en presencia de oxigeno y nutrientes, de acuerdo

con la siguiente reaccion:

Materia organica + Microorganismos + Nutrientes + O, —

— Productos Finales + Nuevos microorganismos + Energia

Para que lo anteriormente expuesto se produzca, son necesarias dos
tipos de reacciones fundamentales totalmente acopladas: de sintesis o

asimilacién y de respiracién enddégena u oxidacion.

3.3.4 Reacciones bioquimicas

Reacciones de sintesis o asimilacion. Consisten en la incorporacion
del alimento (materia organica y nutrientes), al interior de los
microorganismos reproduciéndose rapidamente. Parte de este
alimento es utilizado como fuente de energia. La reaccién que ocurre
es la siguiente:

CHNO (materia organica) + O, + Bacterias + Energia —
—C5sH;NO, (sustancias del interior bacteriano)
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Reacciones de oxidacion y respiracion enddgena. Los

microorganismos al igual que nosotros, necesitan de energia para
poder realizar sus funciones vitales (moverse, comer etc.), dicha
energia la obtienen transformando la materia organica asimilada y
aquella acumulada en forma de sustancias de reserva en gases, agua

y nuevos productos de acuerdo con la siguiente reaccidn:
CsH;NO, (material celular) + 50, — 5CO, + 2H,0 + NH; + Energia

Como se puede observar, después de un tiempo de contacto
suficiente entre la materia organica del agua residual y los
microorganismos (bacterias), la materia organica del medio disminuye
considerablemente transformandose en nuevas células, gases y otros
productos. Este nuevo cultivo microbiano seguird actuando sobre el

agua residual.

A todo este conjunto de reacciones se les denomina oxidacion
biolégica, porque los microorganismos necesitan oxigeno para

realizarlas.

3.3.5 Factores que intervienen en la oxidacion bioldgica
Los factores principales que hay que tener en cuenta para que se
produzcan las reacciones biologicas y por tanto, la depuracién del
agua residual son:
1. Caracteristicas del sustrato. Las caracteristicas fisico-quimicas
del agua residual, determinan el mejor o peor desarrollo de los

microorganismos en este sistema, existiendo compuestos
o Ty

=23
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contaminantes que son degradables biolégicamente y otros que
no lo son.

2. Nutrientes. El interior celular, aparte de C, H y O, elementos
caracteristicos de la materia organica, contiene otros elementos
como son el N, P, S, Ca, Mg etc., denominados nutrientes y que
a pesar de que muchos de ellos se encuentran en el organismos
sblo en pequefas proporciones, son fundamentales para el
desarrollo de las sintesis biolégica. Se ha determinado a nivel
medio que los microorganismos para sobrevivir necesitan por
cada 1000 g de C, 43 de N y 6 de P, y que en las aguas
residuales urbanas existen por cada 1000 g de C, 200 gde Ny
16 g de P. Por lo que se puede concluir que los
microorganismos bien pueden desarrollarse en el agua residual
perfectamente.

3. Aportacion de oxigeno. Se ha visto que para el desarrollo de las
reacciones bioldgicas es necesario un medio aerobio, es decir,
con oxigeno suficiente para que permita el desarrollo y la
respiracién de los microorganismos aerobios.

4. Temperatura. A medida que aumenta la Temperatura, aumenta
la velocidad con que los microorganismos degradan la materia
organica, pero a partir de los 37°C dichos organismos mueren.

5. Salinidad. El contenido en sales disueltas no suelen ser
problematico para el desarrollo bacteriano en el proceso de
lodos activados hasta concentraciones de 3 a 4 g/L. En los
procesos de biomasa fija (biopelicula), la influencia es adn
menor, no afectando valores que no superen los 15 g/L. Sin

embargo, existen diversos grupos bacterianos capaces de vivir

0
o
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en aguas saladas, de forma que si a tu sistema de depuracién le
das tiempo de adaptaciéon, pueden desarrollarse bastante bien
dichos grupos microbianos a concentraciones salinas superiores.
6. Toéxicos o inhibidores. Existen una serie de sustancias organicas
e inorganicas que, a ciertas concentraciones, inhiben o impiden
los procesos bioldgicos, Este tipo de sustancias, entre las que se
encuentran los metales pesados, ejercen un efecto perjudicial
sobre los microorganismos encargados de depurar el agua y por
tanto, no deben de entrar en las plantas depuradoras con el
agua residual, o si entran deben de hacerlo en concentraciones

muy bajas.

Los anteriores factores son de gran importancia, y deben de ser
controlados si se desea obtener un rendimiento eficaz de depuracion
por parte de los microorganismos encargados de degradar la materia
organica y otros contaminantes del agua residual.

3.4 Aspectos microbiolégicos

Las pseudomonas son bacilos Gram negativos, de 0.5-1.0 x1.5-5.0
MM, aereobias estrictas, oxidasa positivas, catalasa positivas,
usualmente mdéviles (tienen flagelos polares), no forman esporas, no
fermentan carbohidratos, en general producen pigmento
hidrosoluble (Pseudomonas aerogenes, Pseudomonas fluorescens,
Pseudomonas putida), reducen nitratos a nitritos, oxidan glucosa y
se observa crecimiento tras 18 a 24 horas de incubacién en una
variedad de medios (Rojo, 2003).

AVENTMA DE 29
Hermoso Berruecos Sandra MERICO



Capitulo 3. Marco Teérico W

———

Tienen amplia distribucion en habitats huamedos, aire, suelo,
plantas, frutas, vegetales. La produccién de pigmentos es una de
las caracteristicas que agilizan el diagnostico diferencial de
Pseudomonas, pero es fundamental la eleccion correcta del medio
de cultivo mas adecuado para favorecer la pigmentacidon de ciertas
especies e inhibir esta caracteristica en otras. Se han estudiado
algunos aspectos metabdlicos en relacién a la cromogénesis, como
la influencia de los compuestos inorganicos, y la temperatura
ambiente, sobre la produccién de pigmentos fluorescentes en estas
bacterias (Rojo, 2003).

3.4.1 Pseudomona fluorecens

Es un bacilo Gram-negativo, recto o ligeramente curvado pro no
vibrioide, es saprdfito (todo lo que ingiere pasa a través de la pared
de su citoplasma). Se puede encontrar en suelo y agua. Es incapaz
de formar esporas y crece aerbbicamente. La temperatura éptima
para su funcionamiento es de 25-30 °C, aunque puede crecer desde
los 5 hasta los 42 °C aproximadamente. No crece bajo condiciones
acidas (pH < 4.5) y necesita preferentemente pH neutro. Tiene
movimiento activo en liquido por sus flagelos polares (mas de 1). Su
pigmento fluorescente (fluoresceina) la hace reaccionar frente a la
luz ultravioleta, aunque recién cultivada o después de varios cultivos
de laboratorio, puede ser que no reaccione.

Estas pseudomonas pueden crecer en un medio mineral con iones
de amonio o nitratos y un solo compuesto organico que funciona

como unica fuente de carbono y energia. La ganancia energética es
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obtenida por respiracion aerobia, no por fermentacion y su

crecimiento es rapido.

Abundan en la superficie de las raices, ya que son versatiles en su
metabolismo y pueden utilizar varios sustratos producidos por las
mismas, pero no establecen una relacion simbidtica con la planta.
Una de las caracteristicas de la Pseudomona fluorecens es su alta
capacidad para solubilizacidén del fésforo y la realiza por dos vias: la
primera es la produccion de acidos organicos (acido citrico, acido
oxalico, &cido glucénico), que actuan sobre el pH del suelo
favoreciendo la solubilizacion del fésforo inorganico y liberando el
fosfato a la solucion del suelo. La otra via de accion es a través de
las fosfatasas que son enzimas hidrolasas (Monoesterosas vy
Diesterosas fosféricas) que actian sobre las uniones ésteres
liberando los grupos fosfatos de la materia organica a la solucion
del suelo.

Ambas vias generan una mayor cantidad de fosfatos para ser
absorbido por las raices de las plantas.

Otro aspecto destacable es la posibilidad de que las Pseudomonas
fluorescens posea la virtud de producir sustancias estimuladoras del
crecimiento ya que las pseudomonas en general pertenecen a un
grupo llamado “estimuladores del crecimiento vegetal” que poseen
la propiedad de producir estas sustancias, cuyas principales
ventajas son las de estimular la germinacién de las semillas, acelera
el crecimiento de las plantas especialmente en sus primeros

estadios.
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Por ultimo, una propiedad complementaria de las Pseudomona

fluorecens es la de producir ciertas sustancias (antibidticos) que
actuan limitando el crecimiento y desarrollo de los patégenos que
puede afectar al cultivo.

3.5 Generalidades de los compuestos fendlicos

Los fenoles son compuestos aromaticos que se caracterizan por tener
uno o varios grupos hidroxilo unidos directamente al anillo aromético.
Por lo general, se nombran como derivados del miembro mas sencillo

de la familia, el fenol.

Los fenoles mas sencillos son liquidos o soélidos de bajo punto de
fusién, pero con puntos de ebullicion bastante elevados debido a su
facilidad para formar enlaces de hidrégeno. Son incoloros, salvo que
presenten algun grupo capaz de dotarles de coloracion.

La mayor parte de los fenoles, fundamentalmente los mas sustituidos,
son poco solubles en agua y su solubilidad se ve drasticamente
disminuida cuando aumenta la fuerza iénica del medio.

En cuanto a sus propiedades quimicas, los fenoles son compuestos
de caracter ligeramente acido, propiedad que los distingue de los
alcoholes.

La toxicidad de los compuestos fendlicos aumenta en los derivados
sustituidos (Merck, 1983). La toxicidad de los fenoles varia con la
posicién y el nimero de sustituyentes en el nacleo aromatico (Tabla

3.3). La toxicidad es mayor para los sustituyentes halogenados, siendo
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los yodofenoles y bromofenoles mas téxicos que los clorofenoles. En
cuanto a la posicion relativa, la toxicidad sigue el orden p- > m- > o-,
se produce un aumento de capacidad tdxica con el numero y el
volumen de los sustituyentes, ademdas de un mayor caracter téxico a
los sustituyentes aceptores de electrones frente a los donadores. Se
ha comprobado que el aumento de la toxicidad de los clorofenoles con
el numero de sustituyentes —Cl estd relacionado con la dificil
biodegradacidn de estos compuestos (Serra, 2002).

En la tabla 3.4 se observa el posicionamiento de los fenoles de
acuerdo a su toxicidad en una lista publicada por la Agencia de
Proteccion Ambiental Americana (EPA) en 1991, est4 agencia también
ha calificado a los compuestos fendlicos como quimicos persistentes y
bioacumulativos (PBT). Se ha comprobado que la intoxicacion por
fenol produce coma, convulsiones, hemodlisis, edema cerebral vy
pulmonar, provocando la muerte por falla respiratoria o shock. La
dosis de exposicidon maxima es 5 mg/L y la dosis letal es 1,5 mg/L.

Para los fenoles clorados resultantes de la cloracibn en Ia
potabilizacion de aguas para consumo humano, en particular para el
pentaclorofenol la dosis maxima de exposicion es 0.0005 mg/L y la
dosis fatal es 1 mg. Respecto a los efectos a largo plazo, en células in
vitro de mamiferos se han observado mutaciones, lesiones
cromosoémicas, y efectos en el ADN. Igualmente se encontré6 que el
fenol tiene efectos activadores del cancer.
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En la NOM-CCA-031-ECOL/1993, establece los limites maximos

permisibles de contaminantes en las descargas de aguas residuales

provenientes de la industria, actividades agroindustriales, de servicios
y el tratamiento de aguas residuales a los sistemas de drenaje vy

alcantarillado urbano o municipal que se muestran en la tabla 3.2.

Tabla 3.2 NOM-CCA-031-ECOL/1993

Parametros Limites Maximos Permisibles
Promedic Diarios Instantaneo

Temperatura (°C) 40°C (313°K)
pH {unidades de pH) 6ag Gadg
Solidos sedimentables (ml/L) g 10
Grasas y aceites (mg/L) 60 100
Conductividad eléctrica 5,000 8,000
(microhos/cm)
Aluminio (mgiL) 10 20
Arsénico (mg/L) 0.5 1.0
Cadmio {mg/L) 0.5 1.0
Cianuros (mg/L) 1.0 2.0
Cobre (mgfL) 5 10
Cromo hexavalente (mg/L) 0.5 1.0
Cromo total (mg/L) 2.5 5.0
Fluoruros (mg/L) 3 6
Mercurio (mg/L) 0.01 0.02
Miguel (mg/L) 4 8
Plata (mg/L) 1.0 2.0
Plomo (mgiL) 1.0 2.0
Zinc (mg/L) & 12
Fenoles (mg/L) a 10
Sustancias activas al azul de 30 60
metileno (mg/L)

Esta norma, aunque no esta vigente, permite darse una idea e los
requerimientos que durante algun tiempo le fueron exigidos a la
industria, antes de que se elaborara la actual NOM-001-SEMARNAT-
1996, en la cual este tipo de compuesto ya no figuran, a pesar de su
importancia.

Por otra parte, en la tabla 3.3, se pueden apreciar las constantes
fisicoquimicas de los principales compuestos fendlicos, a partir de las
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cuales se puede tener una idea clara de su comportamiento en el

agua.

Tabla 3.3 Constantes fisicoquimicas de los compuestos fendlicos.

Solubilidad en
Compuesto Estructura P.F., °C P.E, °C PR agia, % (w/w) fog &,
25°
Fenol oy 43 181.7 100 66 146
O_
e
Catecol @ H 105 2455 66.7
OH 2
2-clorafenol @ 9 175 8.48 <0.1 217
cl
3-clorofenal Gl O a3 214 9.02 0.26 2.49
—C f \@r o
d-clorofenol 5 r@fg 43 220 057 2.7 242
CH
24-diclorofenol P|@0| 45 210 7.85 25 3.1z
2 oH
2,4,6-triclorofenol @) i 70 246 6.00 PS5 3.38
cl
Cl,_L_OH
2.3,5,6-tetraclorofenol @ o 544
c
cl
Pentaclorofenol C'Kijc“ 101 310 5.26 2025 ppm 5.01
Cl cl
cl
d-cloro-2-metiffenol ik 46 223 0.12
~CLOTO-2-TE Hol piviss ] O.1e
CI’@CHa
. OH
4-cloro-3-metilfenol Cr’[g 67 235 02.55 0.4 3.10
CHs
S rmetitfencl e OH 3 2 5
2-metilfenol \C;LC 30.9 191 1026 5 1.95
Hs
S-metilfenol H:C, ® L 115 202 10.00 25 2.00
O_
d-metiffenol s @ 35 202 10.26 ®S 193
. OH
2, 3-dimetiffenol Ol 75 218 1050 25
CH;
2,4-dimetiffenol C@f' 27 210 1058 25 242
HiC™=CH:
CHs =
2,6-dimetilfenol @ 10.69 24)
CH:
O_
3,d-dimetilfenol H:C@r 67 227 1036 U
CHs
HiC._~ CH
3,5-dimetilfenol C@ 65 222 1019 Ps
CHz
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De manera complementaria, en la tabla 3.4, se pueden observar los
compuestos fendlicos acorde con la clasificacion proporcionada por la
EPA, los que estan considerados muy téxicos, siendo el
pentaclorofenol el mas toxico de ellos seguido del fenol.

Tabla 3.4 Compuestos fendlicos clasificados por la E.P.A.

PUESTO NOMBRE DEL COMPUESTO PUNTAJE TOTAL|
31 Pentaclorofenol 1028
85 fenol 804
94 2,4,6-triclorofenol 780
115 2,4,5-triclorofenol 754
121 2,4-dinitrofenol 735
130 2,4-dimetilfenol 708
143 Tetraclorofenol 662
243 2,4-diclorofenol 507
245 2-clorofenol 493

3.5.1 Fenol

El monohidroxibenceno, CgHsOH, conocido genéricamente como
fenol, es un compuesto cristalino blanco, que se funde a 41°C, es un
liquido incoloro que hierve a 182°C. Tiene un olor caracteristico, ataca
la piel humana y es un veneno muy potente. Encuentra su uso
principal en la fabricacién de resinas fendlicas por combinacién con
formaldehido. Es importante su uso como intermedio en la fabricacion

de medicamentos, colorantes, hormonas vegetales, entre otros.

El fenol, se puede formara a partir de la descomposicion de diversos
compuestos oxigenados. Se encuentra entre los productos de la
descomposicién natural de las proteinas y entre los productos de la
descomposicion térmica de la hulla, la madera y los esquistos
bituminososo. Muchos aceites del cracking del petréleo contienen
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fenol, y en la produccion de aceites por hidrogenacién de la hulla se
forma fenol en cantidad considerable. La descomposicion de las
cadenas laterales de un fenol sustituido, por ejemplo cresol,
CH3CeH4OH, bajo la influencia del hidrégeno da fenol. La accion de la
mayoria de las sustancias oxidantes sobre el benceno puede dirigirse
para formar fenol. Algunos hidroperéxidos se descomponen casi
cuantitativamente conformacion del fenol y un compuesto carbonilo.

La hidrdlisis de bencenos sustituidos negativamente, como bencenos
halogenados y acido bencenosulfonicos, forman fenol. La
descomposicidbn de compuestos diazoicos es un método muy
empleado en los laboratorios para preparar fenoles sustituidos. Se han
descrito otras muchas reacciones para la preparacion de fenol.

El fenol fue aislado del alquitran de hulla en 1834 por Runge, quien le
dio el nombre de "acido carbdlico”, nombre que todavia se usa
ocasionalemnete. Laurent lo obtuvo en forma cristalina en 1841,
determiné su composicion y le llamé "acido fendlico". EI nombre de
"fenol" fue introducido por Gerhardt. Antes de 1888, casi todo el fenol
se obtenia del alquitran de hulla, y su principal uso era como
desinfectante. En la ultima década del siglo XIX, el derivado trinitro del
fenol (acido picrico) adquirié importancia como explosivo. Después de
la primera Guerra Mundial adquiri6 mucha importancia el uso del fenol
en resinas fendlicas y la produccidén natural del fenol fue reemplazada
por la sintesis. Los Estados Unidos se convirtieron en el productor
mas importante pues en 1952, 85% de la producciéon mundial de fenol
se obtenia por procedimientos sintéticos, y en los Estados Unidos se
fabrico 75% del fenol total.
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3.5.2 Usosy procedencia de fenol

La mayoria de los compuestos fendlicos que se pueden encontrar en
aguas residuales son de origen industrial. Son utilizados en industrias
de cuero y textiles, coquerias, refinerias de petréleo, destilerias de
alquitran, sintesis y formulacién de pesticidas, fabricas de pasta de
papel, plantas de tratamiento de maderas, fabricas de colorantes, etc.

El fenol y sus derivados mas simples se utilizan principalmente en la
fabricacibn de polimeros sintéticos y plasticos entre los que se
encuentran la baquelita y polimeros similares. Algunos fenoles se
utiizan como plaguicidas por su accidén herbicida, fungicida e
insecticida, o que provoca su difusion en el medio ambiente a través
de las actividades agricolas y su entrada en la cadena alimenticia.

Antiguamente los fenoles se empleaban como germicidas medicinales
y sanitarios, pero su uso se ha eliminado debido a su caracter irritante,
que puede llegar a producir necrosis si el contacto es prolongado.
Dado su caracter bactericida, se emplean en formulaciones de

productos de limpieza y en dentifricos.

La aplicacion de ciertos fenoles para la obtencion de medicamentos es
bien conocida, por ejemplo, el acido salicilico es el precursor de la
aspirina, y el catecol se emplea en la fabricacion de guayacol y
adrenalina. Igualmente, los fenoles son productos de partida de ciertos
ésteres que se emplean en perfumeria. Otros se usan para la

obtencion de sabores, que son de origen natural, o edulcorantes.
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Otros fenoles, como el acido pirico y el diaxonitrofenol, presentan

propiedades detonantes, y son de utilidad en ciertos explosivos. La
hidroquinona (1,4-dihidroxibenceno), el pirogalol (1,2,3-
trihidroxibenceno), el 4-aminofenol y sus derivados se emplean en

fotografia como reveladores por oxidarse muy facilmente.

Los cresoles butilados son atioxidantes el caucho y estabilizadores
para grasas y aceites aislantes, mientras que el 2,4,-triclorofenol se
usa en la fabricacion de agentes de control de lodos en torres de
enfriamiento y en la fabricacion de papel. El pentaclorofenol es
utilizado en procesos de blanqueado, el etoxilato de nonilfenol se usa
en las fabricas de papel, el bisfenol A se utiliza para la manufactura de
materiales plasticos duraderos, empaquetamientos de cocina,
empastes dentales, y recubrimientos del interior de latas de comidas y
bebidas.

Las industrias mencionadas que utilizan fenoles, y algunas otras,
originan fenoles como residuos de su actividad. Las industrias
petroquimicas y de transformacién del carb6on descargan fenol,
metilfenoles y en general alquilfenoles. Las fabricas de papel y pulpa
descargan, a un nivel detectable, metoxifenoles, dihidroxifenoles y p-
hidroxivainilllil- y siringilfenoles que se producen también en la
degradacion de la materia natural. Todos estos fenoles pueden dar
lugar a sus correspondientes derivados clorados en el proceso de
blanqueado de la pasta. Las industrias colorantes pueden descargar
fenol, nitrofenoles y dinitrofenoles ademas de fenoles polinucleares.
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El empleo de Cl, para evitar el crecimiento de algas y otros

microorganimos en las aguas de refrigeracion de las centrales
eléctricas hace que se encuentren fenoles clorados, que, aunque en
concentraciones bajas, suponen grandes cantidades liberadas al
medio ambiente debido al volumen de aguas tratadas. Una vez en el
medio ambiente los fenoles sufren una dispersion que depende de sus
propiedades fisico-quimicos. Se ha comprobado que la lipofilia de los
clorofenoles influyen en su dispersién, la cual viene determinada por
procesos de dilucidbn y adsorcion. También la filtracibn en aguas
subterraneas depende de la lipofilia.

Los fenoles no se fijan totalmente en el terreno cuando se filtran aguas
residuales, por lo que sufren procesos de migracion. También se ha
comprobado que los compuestos halogenados son mas persistenes
que los menos halogenados y que la volatilidad del 2-clorofenol
favorece su dispersidn a través de la atmésfera (Serra, 2002).

De todos los estudios llevados a cabo sobre la presencia de fenoles
en el medio ambiente realizados en los ultimos afos, se ha podido
comprobar la presencia de compuestos fendlicos en diferentes tipos
de aguas: subterraneas, de rio, de mar, potable, de manantial e

incluso en precipitaciones de lluvia y nieve.

La descarga al medio ambiente puede dar lugar a la entrada de
fenoles en la cadena alimenticia, por ejemplo, se ha encontrado
pentaclorofenol, tetraclorofenol y otros compuestos organicos
halogenados en mejillones.
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Esto es que, los peces pueden metabolizar pentaclorofenol, 2,4,6-
triclorofenol y 2,3,4,6-tetraclorofenol en el higado, excretandolos como

glucuronicos.

3.6 Cinética quimica y reactores

Se entiende por analisis cinético, al estudio de la dinamica de los
cambios que ocurren dentro de un reactor. El estudio de la cinética
del tratamiento bioldgico conduce a determinar la velocidad a la cual
los microorganismos degradan un residuo o compuesto especifico y
por tanto suministran la informacion bdasica necesaria para
desarrollar el tamano de los reactores. Debido a esto, un analisis
cinético es de suma importancia en la eleccion de los procesos de

tratamiento.

Un reactor es una unidad procesadora disefiada para que en su
interior se lleve a cabo una o varias reacciones quimicas o
biolégicas. Dicha unidad, esta constituida por un recipiente cerrado
o abierto segun se requiera, el cual cuenta con lineas de entrada de
reactivos (alimentacion) y salida de productos, y esta gobernado por
un algoritmo de control.

Los reactores quimicos tienen como funciones principales:

a) Asegurar el tipo de contacto o modo de fluir de los reactivos
en el interior del recipiente, que garantice un buen mezclado y
facilite el desarrollo de las reacciones deseadas.

b) Proporcionar el tiempo suficiente de contacto entre las
sustancias y el catalizador (si existiese), para conseguir el
nivel de reaccidén deseado.
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c) Permitir condiciones de presién, temperatura y composicion

de modo que la reaccién tenga lugar en el grado y a la
velocidad deseada, atendiendo a los  aspectos

termodinamicos y cinéticos de la reaccion.

Debido a que el tratamiento del agua residual se efectia en
diferentes tipos de reactores, a continuacion se describiran

brevemente los mas cominmente utilizados.

Los reactores quimicos pueden tener una gran variedad de
tamanos, formas y condiciones de operacién. Los reactores pueden
ser clasificados segun su sistema de alimentacion y operacion (por
lotes o continua), por su forma fisica (de tanque o tubular) o si se
prefiere, por el numero de fases presentes en el sistema
reaccionante (sistema homogéneo o heterogéneo), estas son las
clasificaciones mas comunes empleadas para dichos equipos.

Existen infinidad de tipos de reactores, y a cada uno responde a las
necesidades de una situacién en particular, entre los tipos mas
importantes, mas conocidos, y mayormente utilizados en la industria
se pueden mencionar los siguientes:

a) Reactor discontinuo. Es aquel en donde no entra ni sale
material durante la reaccion, sino mas bien, al inicio del proceso
se introducen los materiales, se lleva a las condiciones de
presion y temperatura requeridas, y se deja reaccionar por un

tiempo preestablecido, luego se descargan los productos de la
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reaccion y los reactantes no convertidos. También es conocido
como reactor tipo Batch.

b) Reactor continuo. Mientras tiene lugar la reacciéon quimica al
interior del reactor, éste se alimenta constantemente de material
reactante, y también se retira ininterrumpidamente los productos
de la reaccion.

c) Reactor tubular. En general es cualquier reactor de operacion
continua, con movimiento constante de uno o todos los reactivos
en una direccién espacial seleccionada, y en el cual no se hace
ningun intento por inducir al mezclado. Tienen forma de tubos,
los reactivos entran por un extremo y salen por el otro.

d) Reactor semicontinuo. Es aquel en el cual inicialmente se
carga de material todo el reactor, y a medida que tiene lugar la
reaccion, se van retirando productos y también incorporando
mas material de manera casi continua.

e) Tanque con agitacion continua. Este reactor consiste en un
tanque donde hay un flujo continuo de material reaccionante y
desde el cual sale continuamente el material que ha
reaccionado. La agitaciéon del contenido es esencial, debido a
que el flujo interior debe estar en constante circulacion y asi
producir una mezcla uniforme.

f) Reactor de lecho fluidizado. Se utiliza para reacciones donde
intervengan un soélido y un fluido (generalmente un gas). En
estos reactores la corriente de gas se hace pasar a través de las
particulas sélidas, a una velocidad suficiente para suspenderlas,
con el movimiento rapido de particulas se obtiene un alto grado
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de uniformidad en la temperatura evitando la formacion de
zonas calientes.

g) Reactor de lecho fijo. Los reactores de lecho fijo consisten en
uno o mas tubos empacados con particulas de catalizador, que
operan en posicion vertical. Las particulas cataliticas pueden
variar de tamano y forma: granulares, cilindricas, esféricas, etc.
En algunos casos, especialmente con catalizadores metalicos
como platino, no se emplean particulas de metal, sino que éste
se presenta en forma de mallas de alambre. El lecho esta
constituido por un conjunto de capas de este material. Estas
mallas cataliticas se emplean en procesos comerciales como
por ejemplo para la oxidacidbn de amoniaco y para la oxidacion
del acetaldehido a 4cido acético.

h) Reactor de lecho con escurrimiento. En estos reactores el
catalizador solido esta presente como en el lecho fijo. Los
reactivos se hacen pasar en corrientes paralelas o a
contracorrientes a través del lecho

i) Reactor de lecho de carga movil. Una fase fluida pasa hacia
arriba a través de un lecho formado por sélidos. El sélido se
alimenta por la parte superior del lecho, se mueve hacia debajo
de la columna y se saca por la parte inferior.

j) Reactor de burbujas. Permite hacer burbujear un reactivo
gaseoso a través de un liquido con el que puede reaccionar,
porque el liquido contiene un catalizador disuelto, no volatil u
otro reactivo. El producto se puede sacar del reactor en la

corriente gaseosa.
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k) Reactor con combustible en suspension. Son similares a los
reactores de burbujeo, pero la fase “liquida” esta formada por
una suspension de liquidos y particulas finas del catalizador
sélido.

l) Reactor de mezcla perfecta. En este reactor las propiedades
no se modifican ni con el tiempo ni con la posicidén, ya que se
parte de la suposicion de que se esta trabajando en estado de
flujo estacionario y la mezcla de reaccion es completamente
uniforme. El tiempo de mezcla tiene que ser muy pequeno en
comparacion con el tiempo de permanencia en el reactor. En la
practica se puede llevar a cabo siempre que la mezcla fluida sea
poco viscosa y esté bien agitada.

m) Reactores de recirculacion. Pueden ser con dispositivos
separador, cuando se toma parte de la corriente de salida y se
llevan directamente a la entrada del reactor. Sin dispositivo
separador, cuando en la salida del reactor se coloca un
dispositivo separador que hace que se separen reactivos y
productos, luego los reactivos se recirculan de nuevo al reactor.

n) Reactores de membrana. Son aquellos que combinan la
reaccion y la separacion en una sola unidad; la membrana
selectivamente remueve una (0 mas) de las especies reactantes
o productos. Estos reactores han sido comunmente usados para
aplicaciones en las cuales los rendimientos de la reaccidn estan
limitados por el equilibrio. También han sido propuestos vy
usados para otras aplicaciones; para incrementar el rendimiento

y la selectividad de reacciones enzimaticas y cataliticas

influyento a través de la membrana sobre la concentracion de
W LT i

sty
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una (0 mas) especies intermedias, removiéndolas
selectivamente (0 ayudando a mantenerlas en una
concentracion baja), evitando la posibilidad de que dichos
compuestos envenenen o desactiven el catalizador y para
proveer una interfase controlada entre dos o mas reactantes.

o) Fermentadores. Este tipo de reactores utilizan hongos, los
cuales forman un cultivo, el cual a su vez se transforma en una
“sopa” espesa que contiene crecimientos filamentosos. Un
ejemplo se encuentra en la fabricacion de antibidéticos como la
penicilina.

p) Reactor empacado. Este tipo de reactor supone la existencia
de un flujo continuo de gas y otro de liquido hacia abajo sobre
un lecho fijo de particulas sélidas cataliticas, las caracteristicas
de las particulas sélidas y de su empaquetamiento, junto con
los caudales y propiedades de las dos corrientes de fluidos
determinaran el régimen de flujo del reactor y también sus
propiedades fluido-dinamicas.

q) Reactores Isotérmicos. Son aquellos que trabajan u operan a
una temperatura constante.

r) Reactores Isobaricos. Que son aquellos que trabajan u operan a
una presion constante (Smith, 1999).

Dentro de un sistema, ocurren muchas transformaciones, las que
mas nos interesan, son las relacionadas con el crecimiento de los
microorganismos, la degradacién de la materia organica y el

consumo de oxigeno. A continuacién, se efectuara el analisis

cinético asociado a la degradacién de la materia organica, por
(R "ﬁzj

=
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sencillez, el andlisis se explicara par un reactor discontinuo o

también llamado sistema cerrado bien mezclado (Fuentes, 2001).

3.6.1 Cinética de la degradacion de la materia organica
Las hipotesis planteadas para poder llevar a cabo el analisis del
balance de masas son:
1. El liquido contenido en el reactor no se evapora.
2. El liquido contenido en el reactor esta completamente
mezclado
3. En el reactor se esta produciendo una reaccidén quimica en la

que la concentracion de materia organica es un reactivo.

Debido a que la materia organica es una sustancia no conservativa,

su degradacion sigue una relacién de primer orden de la forma:
v, =—kX (1)
Donde: r. = tasa de la variacion de la concentracion
k = constante de degradacion

X = concentracién de materia organica

Haciendo un balance de masa tenemos:

A=E-S+T (2)
Donde: A = Acumulacién
E = Entradas
S = Salidas

T = Transformaciones
Como en el sistema no se presentan entradas ni salidas, la

ecuacion (1) se reduce a:

VNIVERADAD NACJONAL
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A=T (3)

Se puede escribir la expresién (3) en funcidén del tiempo y expresar

la concentracion de materia organica en funcién de la masa
contenida dentro de un volumen determinado. Entonces tenemos:

o

Si se separan las variables e integran de ambos lados de la

~VkX ()

ecuacion considerando que para el tiempo t= 0 la concentracidon

inicial es X, tenemos:
_ —kt
X = Xoe (5)

La ecuacién (5) nos indica la variacién de la concentracién de la
materia organica en funcién del tiempo dentro de un sistema
cerrado bien mezclado. En los sistemas de tratamiento no se
utilizan los sistemas cerrados, por lo que esta ecuacion no es
representativa de lo que ocurre en un reactor convencional, sin
embargo es una expresion muy ilustrativa del proceso de
degradacién del material organico. Cabe mencionar que esta
ecuacion se emplea en los laboratorios para determinar la DBOs
del agua residual.

Para poder continuar con el analisis cinético, se puede hacer el
mismo desarrollo elaborado el para los reactores utilizados en éste

trabajo.
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3.7 Lagunas de oxidacion

Las lagunas de oxidacion son excavaciones poco profundas en las
cuales se desarrolla una poblacion microbiana compuesta por
bacterias, algas y protozoos (que convienen en forma simbidtica) y
eliminan en forma natural, patégenos relacionados con excrementos
humanos, sélidos en suspensién y materia organica, causantes de
enfermedades tales como el cdlera, el parasitismo, la hepatitis y
otras enfermedades gastrointestinales. Es un método facil vy
eficiente para tratar aguas residuales provenientes del alcantarillado
sanitario. El sistema esta compuesto inicialmente por un grupo de
trampas que atrapan y separan los elementos sélidos no inherentes
al disefio del sistema, en etapas siguientes. El agua y sus residuos
pasan a un sistema de lagunas (una o mas) donde permanecen en
contacto con el entorno, principalmente el aire, experimentando un
proceso de oxidacion y sedimentacion, transformandose asi la
materia organica en otros tipos de nutrientes que pasan a formar
parte de una comunidad diversa de plantas y ecosistema bacteriano
acuatico. Se sabe que las lagunas de oxidacién (estabilizacion) son
uno de los procesos mas eficientes que existe para el tratamiento
de las aguas residuales e industriales. Mientras tanto, las lagunas
de estabilizaciébn por ser consideradas uno de los sistemas de
tratamiento de aguas residuales mas sencillos que se conocen,
tanto operacional como constructivo, tiene generalmente sus

actividades de operacidon y mantenimiento descuidada.
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Las lagunas de estabilizacidén tienen una ventaja enorme sobre los
sistemas de tratamiento convencionales (lodos activados y sus
variantes, asi como con filtros o lechos bioldgicos) con relacion a la
reduccion de coliformes fecales y huevos de helmintos. Logran una
remocién de coliformes fecales del 99.99% y de huevos de
helmintos y quistes de protozoarios de 100 %.

3.7.1 Seguridad en lagunas de oxidacion

Es recomendable que este tipo de sistemas se encuentren cercados
para evitar la presencia de personas ajenas a las instalaciones, asi
como de animales extraviados. Asimismo, sirve de medida
preventiva para evitar el acceso de animales acuaticos de vida

silvestre como caimanes u otros reptiles.

Los desperdicios soélidos provenientes de los grandes
desarenadores de arena deben enterrarse inmediatamente para
evitarse problemas de moscas, mosquitos y malos olores. Todo
material flotante debera ser removido y tratado tan pronto como sea
posible.
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Capitulo 4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

4.1 Materiales y métodos

Se utilizaron como reactores: matraces Erlenmeyer de 2 L. El Aire
que fue suministrado por bombas para acuario, que son capaces de
proporcionar un flujo de aire aproximado de 0.057 m*hr (2 ft*/ hr).
Difusores esféricos, con diametro de 2.5 cm y manguera para
pecera. El mecanismo de control, arranque y paro de bombas, fue

manual, manteniendose asi los periodos de aireacion.

4.1.1 Obtencién de microorganismos para la degradacion

Las 6 cepas se obtuvieron del medio ambiente, previamente
identificadas como Alcaligens faecalis, Pseudomona aeruginosa,
Pseudomona alcaligenes, Pseudomona fluorecens, Pseudomona
stutzeri y Achromobacter xylosoxidans. Se sembraron en un medio
mineral solido en cajas petri, a base de Agar McConkey y Agar Soya

Tripticaseina para su posterior utilizacion.

4.1.2 Aguay agua residual de refineria enriquecida con fenol
El agua con 100 mg/L de fenol, se elabor6 con un medio para
fenoles y se preparé 1 L por reactor. El agua residual de refineria
enriquecida con fenol se elabord agregando fenol a un determinado
volumen de agua residual de refineria para asi tener como resultado
un agua residual con una concentracion inicial de 100 mg/L de
fenol, lo anterior debido a que la cantidad de fenol contenido en
aguas residuales de refineria es de 76 mg/L.

s s
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4.1.3 Reactores de flujo cerrado

Los reactores operaran a una temperatura constante de 28 °C y con
suministro continuo e intermitente de aire humedo en reactores de
flujo cerrado. En la figura 4.1, se muestra un esquema que

ejemplifica el dispositivo.

AGITACION POR
BOMEBEQ DE AIRE

T amb = 28°C

ﬁi._"' /r Difusor de aire
TIMER Z ;

REACTOR
BOMBA TRAMPA DE AGLIA

Fig. 4.1 Dispositivo experimental dentro de un “cuarto caliente”

4.1.4 Condiciones de operacion para los reactores

Las condiciones de operacion que se establecieron para los
reactores se muestran en la tabla 4.1 y la seguridad del reactor,
depende realmente de todos los componentes (bomba, trampa de
agua, temperatura, control de tiempo), pues todos son importantes
para el buen desempefio y evitar algun desastre.

VNIVERADAD NACJONAL

AVEN"MA DE 44
Hermoso Berruecos Sandra MExICE




Capitulo 4. Metodologia Experimental a

Tabla 4.1 Condiciones de operacion para los dos tipos de reactores.

. Reactor Reactor
Parametro . .
Continuo Combinado
Temperatura (°C) 28+2 282
pH (unidades dep H) 7.5-8.6 7.5-8.6
Luz (lux) Ausencia Ausencia
Inéculo (UFC)/100 mL 39 x10° 39 x10°
Tiempo de aireacion 24 12 de aireacion
(hr) intermitente y 12 de
aireacion continua

4.1.5 Reactores

En total se utilizaron 10 reactores de los cuales 5 trabajaron en
condiciones de aireacién continua y 5 en condiciones de aireacion
combinada. Para la distribucion de aire, dentro de los reactores, se
utilizé un difusor de bola conectado a la manguera plastica.

4.1.6 Técnicas y equipos usados para la determinacion de los
parametros analizados
Los parametros que se monitorearon de manera continia durante

toda la etapa experimental fueron Fenoles, DQO (ver Anexo1) y pH.

Para medir el pH. Se utilizé un potenciometro OAKTON.

Al realizar la investigacion bibliografica se encontraron condiciones
favorables de aireacion intermitente para el tipo de microorganismos
que utilizamos, que fue 30 minutos de aireacion por 105 minutos de

no aireacién (Segura, 2007).
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Capitulo 5. ETAPAS EXPERIMENTALES

Para llevar a cabo la experimentacion fue indispensable dividirla en
3 etapas, ya que fue necesario fijar las bases operativas. Las dos
primeras etapas experimentales fueron consideradas como etapas
previas, ya que darian la pauta para alcanzar las condiciones
operativas necesarias para la Ultima etapa experimental. A

continuacién se explica en que consistidé cada etapa.

La primera etapa experimental, tuvo como objetivo, adquirir la cepa
y la concentracién con la cual se trabajo para iniciar la degradacion
del fenol, tomando en consideracion la mayor remocidén de fenol en

24 hr y ademas, que la cepa siguiera activa.

En la segunda etapa experimental, se inicié la degradacion de fenol
en agua preparada con la concentracion y la cepa elegida en la
primera etapa experimental y entonces, se continu6 con la
degradacién de fenol en un reactor a flujo cerrado con aireacion

himeda continua y aireacién hiumeda intermitente.

Por ultimo, se realiz6 la degradacién de fenol en agua residual de
refineria enriquecido con fenol (ARR esterilizada y ARR sin
esterilizar), para lograr la concentracién inicial requerida y asi estar
en condiciones de realizar el experimento de degradacién
empleando la cepa seleccionada en la primera etapa experimental.
De esta forma se evalud la velocidad de degradacion de fenol en
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dos reactores a flujo cerrado, uno con aireacion hiumeda continua y

otro con aireacion humeda intermitente.

5.1 Primera etapa experimental
En esta etapa, se efectudé el montaje y ensayo de las técnicas
analiticas previstas (DQO, fenoles y pH) para ser empleadas a lo

largo de los experimentos.

Para realizar los bioensayos, se emplearon seis cepas bacterianas
puras, que se acondicionaron mediante un medio mineral para

fenoles (Anexo 2) y diferentes concentraciones de fenol.

5.1.1 Primera concentraciéon 975 mg/L

Se prepararon 6 matraces de un volumen de 250 mL, a los que se les
adicioné6 100 mL de medio mineral conteniendo 975 mg/L de fenol
cada uno con su respectivo control. En donde la cantidad de
microorganimos o UFC (unidades formadoras de colonias) en cada

matraz inoculado fue de aproximadamente 39 x10° en cada matraz.

Se incubaron las 6 cepas a 35 °C y agitacion de 150 RPM durante 28
dias y se determindé la concentracion de DQO, fenoles totales y pH

5.1.2 Segunda concentracion 475 mg/L

Se siguid el mismo procedimiento que la primera concentracion
durante 24 hr y se les determiné la concentracién de DQO, fenoles
totales y pH.
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5.1.3 Agua residual de refineria

Se guardé una muestra de aguas residuales de refineria, sin
tratamiento. Después de éste periodo, se determind la concentracion
de fenoles, la cual fue de 76 mg/L, por lo tanto para los experimentos
con cepas puras, se incrementd la concentracion hasta llegar a un
total de 100 mg/L.

Posteriormente, se realizaron los bioensayos durante 55 hr, con las
cepas bacterianas puras por separado, sembrandolas en los 6
matraces de 250 mL, con 100 mL de aguas residuales de refineria sin
esterilizar, ademas de sus respectivos controles (Fig 5.1) y se
determind la concentracion de DQO, fenoles totales y pH.

Fig. 5.1 Cepas que se utilizaron para la biodegradacion en los bioensayos.

5.1.4 Analisis microbioldgicos
Para complementar esta experimentacién fue necesario realizar un

estudio del crecimiento y desarrollo de cada cepa bacteriana pura.
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Por lo tanto para la degradacién de cada concentracién de fenol y

agua de refineria, se realizaron siembras de cepas en un medio

mineral sélido a base de Agar McConkey y Agar Soya Tripticaseina en

cajas petri, para determinar si la cepa continuaba en activa.

5.1.5 Estudio de Crecimiento de la cepa

Para complementar esta decision fue necesario realizar un estudio

del crecimiento y desarrollo de cada cepa, durante la degradacion

de cada concentracién de fenol y agua de refineria. Los resultados

de este estudio se muestran en la tabla 5.4, las cepas que

mostraron crecimiento y desarrollo en la degradacién fueron A.

Xylosoxidans 'y P. fluorecens.

Tabla 5.4 Valores promedio del desarrollo y crecimiento de cada cepa en

las diferentes concentraciones de fenol

975 mg/L | 475 mg/L 75 mg/L
Cepa
fenol fenol fenol

A. faecalis - - -
P. aeruginosa + - -
P. alcaligenes - - -
P. fluorecens + + +
P. stutzeri - - -

A. xylosoxidans + + +

+ Hubo desarrollo  -No hubo desarrollo

Fue necesario, realizar algunas pruebas bioquimicas para conocer

como es la funcién enzimatica de cada cepa bacteriana y asi ser util
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en la toma de decisiones para elegir la cepa que utilizaremos para
la evaluacién de la degradacién de fenol en agua y agua de
refineria. En la tabla 5.5 se muestran los resultados de las pruebas
bioquimicas que se determinaron para tener informacion sobre cada

cepa bacteriana.

Para las pseudomonas las respuestas importantes son las pruebas
de caldo nitrato y citrato ya que fueron iguales para estas, lo cual
nos dice que las bacterias que pueden utilizar citrato también
pueden extraer nitrdgeno de la sal de amonio, con la produccion de
amoniaco y asi alcalinizando el medio, de esta manera el desarrollo
del microorganismo es visible, ya que debe encontrarse en la fase
logaritmica, la cual es factible sélo si el carbono y el nitrégeno han
sido asimilados. Para el caldo nitrato, en esta prueba se determina
si el microorganismo es capaz de reducir el nitrato en nitritos o en
nitrégeno libre, lo cual las pseudomonas lo hacen sin problema.

La determinacion de la capacidad de fermentacion de la glucosa,
donde se forman cantidades menores de acido, acetato, succinino y
los principales productos son butanodiol, etanol, H, y CO,, se
conoce por la prueba OF-XYL, que dieron positivo solo para dos
pseudomonas segun lo muestra la tabla 5.5, asi como la A. faecalis
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Tabla 5.5 Pruebas Bioquimicas: Identificacion de cepas

Prueba
bioquimica/
Cepa

A.
faecalis

P.

aeruginosa

P.
alcaligenes

P.

fluorecens

P.

stutzeri

A.

xylosoxidans

LYS

AR

OR

CN

MAL

SAC

GN

OF-GLU

OF-XYL

SIM

MIO

CITRATO

KL

CMF

Se sembraron cepas bacterianas en diferentes medios para el

analisis del desarrollo de estas en la degradacion de fenol de las

diferentes concentraciones. Fig. 5.2

-

Figura 5.2 A) Cepa bacteriana lista para ser inoculada, B) Cepa después

del tratamiento de 100 mg/L, que aun sigue en actividad
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Antes de iniciar el estudio de la evaluacion de la degradacion de
fenol en agua y agua de refineria en reactores a flujo cerrado, fue
necesario conocer la curva de crecimiento de la cepa que para este
fin utilizaremos con una concentracién de fenol de 100 mg/L. Donde
se observa que el mayor crecimiento se encuentra en las primeras

cinco horas aproximadamente (Figura 5.3).

Curva de crecimiento de P. fluorecens

o
v

2§f T

28
26 J—VT
24

v

UFC

22
20

0 5 10 15 20 25
tiempo (h)

Figura. 5.3 Perfil de crecimiento de la cepa a lo largo del periodo de prueba

Se elige la concentracion de 100 mg/L de fenol; concentracion que en
promedio registran los datos experimentales de descargas de agua de
refinerias. Concentracidn que se utilizé para el bioensayo de aguas de

refineria.

5.1.6 Analisis y discusidén de resultados, de la primera etapa
experimental

La degradacién de 975 mg/L de fenol a 35 C® y 150 RPM en un
tiempo de 28 dias se muestra en la tabla 5.1.
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Donde cada cepa bacteriana tuvo la remocién presentada en la
tabla 5.1 y para esta concentracién la cepa que resulté con la mejor
remocion fue P. fluorecens y P. stutzeri. Si bien fueron dos cepas
las que tienen una remocién grande, es muy pronto para tener idea
de que cepa es la servira para la evaluacion de la degradacion de

fenol en agua y agua de refineria.

Tabla 5.1 Valores promedio de la remocion de 975 mg/L de fenol, por cada
cepa bacteriana

Cepa Remocion
%
A. faecalis 77
P. aeruginosa 78
P. alcaligenes 77
P. fluorecens 84
P. stutzeri 84
A. xylosoxidans 83

Para la segunda degradacién de 475 mg/L de fenol a 35 C® y 150
RPM en un tiempo de 1 dia la cepa bacteriana que resulté con la
mejor remocion fue A. xylosoxidans y A. faecalis (Tabla 5.2). Pero
aun falta la dltima degradacion de fenol en agua de refineria para
determinar cual es la cepa bacteriana que nos servira para la

evaluacién de la degradacién de fenol en agua y agua de refineria.
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Tabla 5.2 Valores promedio de la remocion de 475 mg/L de fenol, por cada

cepa bacteriana

Cepa Remocidén %
P. aeruginosa 25
P. alcaligenes 0
P. fluorecens
P. stutzeri 12

Finalmente para la degradaciéon de 75 mg/L de fenol, contenido en

aguas de refineria a 35 °C, 150 RPM y en un tiempo de 2.3 dias la

cepa que resulté con una mejor remocién fue P. fluorecens (Tabla

5.3). Entonces, se puede decir que, por los resultados obtenidos en

los anteriores bioensayos, la cepa bacteriana que cumple con las

caracteristicas biodegradadora de fenol en agua y agua de refineria

es la P. fluorecens.

Tabla 5.3 Valores promedio de la remocion de 75 mg/L de fenol, por cada

cepa bacteriana

Cepa Remocion

%

A. faecalis 17
P. aeruginosa 1

P. alcaligenes 13

P. fluorecens 45
P. stutzeri 41

A. xylosoxidans 40
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5.1.7 Conclusiones de la primera etapa experimental
La cepa bacteriana preseleccionada, debido a su mayor capacidad
degradadora de fenol en agua y agua de refineria fue P. fluorecens.

5.2 Segunda etapa experimental

De acuerdo a los resultados obtenidos en la primera etapa
experimental, se eligio trabajar con una concentracién de 100 mg/L de
fenol y con la cepa que tuvo la mejor capacidad degradadora de fenol

en aguas de refineria.

Se in6culo el reactor con 1L de medio mineral para fenoles, con 38
x10® UFC de cepa (P. fluorecens) por cada 100 mL de agua, utilizando

los reactores mencionados en el capitulo 4.

El experimento se realizé por un periodo de 24 hr, en reactores con
suministro de aire de manera continua y de manera combinada, la cual
consiste en 12 hr de aireacion intermitente y 12 hr de aireacidn
continua (Segura, 2007).

Por ultimo, se realizaron las determinaciones correspondientes de

fenoles totales y DQO.
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5.2.1 Analisis y discusién de resultados, de la segunda etapa
experimental

Después de haber elegido la concentracion (100 mg/L) de fenol y la
cepa bacteriana (P. fluorecens). Iniciamos la degradacion del fenol
cuyos resultados se muestran a continuacion.

Inicialmente tuvimos 100 mg/L de fenol, con suministro de aire
himedo continuo utilizando la cepa P. fluorecens en un tiempo de
24 h. Fig. 5.4. Puede observarse que las 24 hr de degradacion no
fueron suficientes para la eliminacién total de fenol, no obstante que
se hayan utilizado condiciones aptas para la degradacidon de éste.
Para la materia organica disuelta, medida como DQO también

muestro el mismo comportamiento.

Reactor Continuo 100 mg/L

100

90
80 \
70
60 |\
50 - & °
40 | >~ —e
30 -
20 -
10
0 ‘ ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 30

Tiempo (hr)

Fenol (mg/L)

Figura 5.4 Perfil de degradacion de fenoles en un reactor de flujo cerrado
aireado de manera continua
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Para la degradacién de 100 mg/L de fenol en un reactor combinado
(Figura 5.5), utilizando la cepa P. fluorecens en un tiempo de 24 hr,
se puede observar que las 24 h de degradacion tampoco fueron
suficientes para la degradacion total de fenol, no obstante que se
utilizaron condiciones aptas para la degradacion de este. Por lo que
ni un sistema continuo, ni un sistema combinado funcionaron en la

degradacién de fenol, bajo estas condiciones.

Reactor Combinado 100 mg/L

100
90 ‘
80 \
70 |-\
60 H ——
50
40
30
20
10
0 \ \ \
0 5 10 15 20 25 30

Fenol (mg/L)

Tiempo (hr)

Figura 5.5 Perfil de degradacion de fenoles en un reactor de flujo cerrado

aireado de manera combinado

De acuerdo con los resultados obtenidos la degradacion de fenol
en el reactor de flujo cerrado con aireacién humeda continua fue de
56 %, mientras que para el reactor aireado de manera combinada
fue de 43 %.
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5.2.2 Conclusiones de la segunda etapa experimental

Se logro remover hasta un 56 % de fenol empleando un reactor de
flujo cerrado con suministro de aire humedo continuo, y una
concentracion inicial de fenol de 100 mg/L en agua corriente y 24 h de
reaccion a 28 °C. Para la materia organica disuelta, medida como
DQO, la remocion fue de 39 y 19 % para el reactor continuo y el

reactor combinado, respectivamente.
5.3 Tercer etapa experimental

5.3.1 Agua residual de refineria esterilizada

Se inoculo un reactor (ver esquema del capitulo 4) con 1L de agua
residual de refineria (ARR esterilizada) enriquecida con fenol para
tener una concentracioén inicial de 100 mg/L, con 38 x10% UFC de cepa
(P. fluorecens) por cada 100 mL de agua.

En esta etapa también se emplearon reactores con suministro de aire
de manera continua y de manera combinada, teniendo un tiempo total
de degradacién de 24 hr (Segura, 2007).

5.3.2 Analisis y discusion de resultados, ARR Esterilizada

Para la evaluacién de la degradacion de fenol contenido en aguas
residuales de refineria (ARR) esterilizadas con suministro de aire
himedo continuo, utilizando la cepa P. fluorecens en un tiempo de
24 hr, los resultados mostraron (Figura 5.6), una degradacién rapida

al inicio de la degradacion, es decir en las primeras cinco horas,
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cosa que coincide con la curva de crecimiento de la cepa pura. Sin

embargo, se mantuvo constante durante las restantes horas.

Reactor Continuo ARR Esterilizada

100
90
80 -
70
60 |\

50 -

40 |

30

20 - I

10

Fenol (mg/L)

0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (hr)

Figura 5.6 Perfil de degradacion de fenoles en un reactor de flujo cerrado
alimentado con aguas residuales de refineria y aireacion continua

Los resultados muestran, que para la degradacién de fenol en
aguas residuales de refineria esterilizada con suministro de aire
combinado, la degradacion fue casi total adquiriendo un 94 % de
remocion de fenol en aguas de refineria esterilizada. La DQO
también muestra el mismo comportamiento, teniendo una remocion
total de 52 y 99 % para el reactor continuo y el reactor combinado,
respectivamente (Figura 5.7)

VNIVERADAD NACJONAL

AVENTMA DE 59
Hermoso Berruecos Sandra MExICE




Capitulo 5. Etapas experimentales

©

Reactor Combinado ARR Esterilizada
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Figura 5.7 Perfil de degradacion de fenoles en un reactor de flujo cerrado

alimentado con aguas residuales de refineria y aireacion combinada

5.3.3 Agua residual de refineria sin esterilizar
También, se trataron aguas residuales de refineria sin esterilizar (ARR
sin esterilizar) de la misma manera que los reactores anteriores, es

decir, con suministro de aire de manera continua y combinada.

5.3.4 Analisis y discusion de resultados, ARR sin esterilizar
La figura 5.8 muestra como la degradaciéon de fenol contenido en
aguas residuales de refineria (ARR) sin esterilizar con aireacidn
himeda continua utilizando la cepa P. fluorecens en un tiempo de
24 hr, fue mayor que en los sistemas con suministro de aire de
manera continua parte experimental anterior, logrando una
remocion de 77 %.
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Reactor Continuo ARR S/Esterilizar
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Figura 5.8 Perfil de degradacion de fenoles en un reactor de flujo cerrado
alimentado con aguas residuales de refineria sin esterilizar y con
aireacion continua

Por dultimo, en la degradacién de fenol contenido en aguas
residuales de refineria (ARR) sin esterilizar, con aireacion humeda
intermitente, utilizando la cepa P. fluorecens en un tiempo de 24 hr,
fue igualmente casi total que para el sistema con suministro de aire
de manera combinada esterilizado, teniendo inicialmente a las 2 hr
de experimentacidn la degradacién fue mas rapida, continuando con
una degradacién constante en las siguientes 10 hr y en el tiempo
restante se obtuvo una remocion final de 98 % de fenol, siendo esta
la mayor remocidén en todo el tratamiento. La materia organica
disuelta, medida como DQO también muestra el mismo
comportamiento, teniendo una remocién total de 70 y 95 % para el

b o
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reactor continuo y el reactor combinado, respectivamente. (Figura
5.9)

Reactor Combinado ARR S/Esterilizar
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Figura 5.9 Perfil de degradacion de fenoles en un reactor de flujo cerrado
alimentado con aguas residuales de refineria sin esterilizar y con
aireacion combinada

5.3.5 Cinética de reaccion

Por tanto cabe destacar que los modelos més usados para describir
los procesos de biodegradacion y biogeneracién son las cinéticas
de orden cero, primer orden, segundo orden y pseudo primer orden.
De acuerdo con los resultados obtenidos, se puede concluir que, la
degradacién de ARR en reactores a flujo cerrado, con suministro de
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aire humedo intermitente son los mejores sistemas para la
biodegradacién de fenol, teniendo un orden de reaccion igual a 1
con un valor de k promedio de 0.087 s' y siguiendo un

comportamiento en la siguiente forma:

dl A]

~ - -4 = 1 A]=-k- 1l 4],

Donde [A] es la concentracion de fenol, t el tiempo y k la constante
de reaccion. Las tecnologias existentes no han logrado propiciar
una remocién eficiente. Por este motivo, en necesario continuar en
la busqueda de soluciones técnicas, econémicas y ambientalmente

aceptables.

5.3.6 Conclusiones de la tercera etapa experimental
v Para las ARR, esterilizadas, la mayor degradacion de fenoles
durante 24 hr y 28 °C fue en un reactor con suministro de aire
combinado con una remocién de 94 % de fenoles.
v Para las ARR sin esterilizar, el mejor reactor fue el de suministro
de aire intermitente, obteniendo una remocién de fenoles de 98
%.
5.4 Analisis de costos por el concepto de energia eléctrica.
Para efecto del anadlisis de costos, se tom6é como referencia el
consumo de energia, considerando el precio de Kwh en $ 1.467
pesos (SIE, 2008), asi como el uso de periodos de aireacién / no

aireacion.
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En el caso de la segunda y tercera etapa experimental donde el

tiempo de degradacion de los reactores combinados es de 24 hry el
precio de Kwh es de $ 1.467.2°M/N, el costo total energético de esta
etapa fue de $ 35. ®°M/N Mientras que para los reactores
Intermitentes donde en realidad trabajan 15 hr de 24 hr, el costo
total energético de esta etapa fue de $ 22. °°M/N Teniendo un
ahorro de energia del 37 % con remociones casi totales de fenol.
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Capitulo 6. CONCLUSIONES GENERALES

v' Empleando reactores de flujo cerrado con suministro de aire
himedo intermitente, es posible ahorrar el 37 % del costo de
energia eléctrica, respecto de los reactores aireados de manera

continua.

v Se considera que es técnicamente factible mejorar, mediante un
adecuado manejo del suministro de aireacién, la remocién de
compuestos fendlicos que actualmente ocurre en sistemas de
tratamiento  biolégicos convencionales existentes en las

refinerias.
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GLOSARIO

Aguas residuales: Son las aguas usadas y los sélidas que por uno
u otro medio se introducen en las cloacas y son transportados

mediante el sistema de alcantarillado.

Adaptacion. Ajuste de los sistemas naturales o humanos a un

medioambiente nuevo o cambiante.

Aerobio. Necesitado de oxigeno libre

Anaerobio. Cualquier proceso que puede ocurrir en ausencia de
oxigeno, u organismo que puede vivir sin oxigeno; los organismos
anaerobios estrictos no pueden sobrevivir en presencia de oxigeno
Bacilo. Bacteria en forma de baston.

Bacteria. Organismo procariota.

Bioensayo: Ensayo en el cual el poder o potencia de una sustancia
es medido a través de la respuesta de organismos vivos o sistemas

vivientes.

Biomasa. Peso seco total de los organismos de una determinada

poblacion, muestra o area.
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Bioquimica. Estudio de los procesos y compuestos quimicos en

organismaos Vivos.

Catalizador. Sustancia que acelera, la tasa de una reaccién
quimica pero sin que sea consumida en la reaccion; los enzimas

son catalizadores

Cepa: Es una variante genotipica de una especie o, incluso, de un
taxdn inferior, usualmente propagada clonalmente, debido al interés

en la conservacion de sus cualidades definitorias

Coenzima. Molécula organica, o cofactor organico no proteinico,
que juega un papel accesorio en los procesos catalizados por

enzimas, con frecuencia actuan como dadores o receptores de

electrones; el NAD" y el FAD son dos coenzimas comunes.

Contaminantes organicos persistentes. Sustancias quimicas que
persisten en el medio ambiente, se bioacumulan en la cadena
alimentaria y suponen un riesgo de causar efectos adversos a la
salud humana y al medio ambiente. Este grupo de contaminantes
prioritarios estd compuesto de pesticidas (como DDT), quimicos
industriales (como los binefilos policlorados, los PCBs), y de forma
no intencionada de productos derivados de procesos industriales

(como las dioxinas y los furianos).
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Control: Es un tratamiento en una investigacién que duplica todos

los factores que puedan afectar el resultado, excepto la condicion
que esta siendo investigada.

Cuerpo receptor: Son las corrientes, depdsitos naturales de agua,
presas, cauces, zonas marinas o bienes nacionales donde se

descargan aguas residuales, asi como los terreros.

Descarga: Accién de verter, infiltrar, depositar o inyectar aguas
residuales a un cuerpo receptor en forma continua, intermitente o

fortuita, cuando éste es un bien del dominio publico de la Nacion.

Ecosistema. Sistema principal de interacciones que incluye tanto a

los seres vivos como a su ambiente fisico.

Enzima. Proteina capaz de acelerar reacciones quimicas
especificas disminuyendo la energia de activacion requerida, pero
que permanece inalterada durante el proceso; catalizador biolégico.

Espora. Célula reproductora, habitualmente unicelular, capaz de

dar lugar a un adulto sin fusionarse con ninguna otra célula

Glucosa. Azucar comun con seis carbonos (CgH20g);

monosacdarido mas frecuente en la mayoria de los organismos.
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Limite maximo permisible: Valor o rango asignado a un

parametro, el cual no debe ser excedido en la descarga de aguas
residuales.

Oxidacion. Pérdida de un electrén por un atomo o molécula. La
oxidacién y la reduccidn (ganancia de un electrén) tienen lugar
simultaneamente, ya que un electrédn que ha sido perdido por un
atomo es aceptado por otro. Las reacciones de oxidacion-reduccion
son un medio importante de transferencia de energia en los seres

Vivos.

Patégeno. Organismo que causa una enfermedad

Xenobioticos. Sustancias no naturales
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Anexo 1
METODOS DE ANALISIS

DETERMINACION DE FENOLES TOTALES
(METODO VOLUMETRICO)

Introduccién

Los fenoles, definidos como hidroxiderivados del benceno y sus
nuacleos condensados, pueden estar presentes en las aguas
residuales domésticas e industriales (desinfectantes, fungicidas,
germicidas y conservadores), en las aguas naturales y en los
suministros de agua potable. El fenol es conocido por el publico
como acido carbdlico. Ha sido muy usado como germicida.

El fenol se extrae del alquitran de hulla y se produce sintéticamente
en grandes cantidades. Existe como componente natural en los
desechos industriales del gas de carbdn, del carbon coque y de las
industrias del petréleo, ademas de encontrarse en una gran
variedad de desechos industriales de procesos que utilizan el fenol
como materia prima.

Para prevenir problemas como dafnos hacia los ecosistemas y
riesgos a la salud humana, es muy importante el conocer

cuantitativamente la presencia de éstos.
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Principio
Después de concentrar y extraer el fenol, se somete a una

bromacioén y después se hace una titulacion por retroceso.

Reactivos
e Solucién de hidréxido de sodio 1 N
e Solucion de bromuro de potasio al 25 % (25 g de bromuro de
potasio en 100 mL de agua destilada)
e Solucién de yoduro de potasio al 20 % (20 g de yoduro de
potasio en 100 mL de agua destilada)
e Soluciones de acido clorhidrico 1 Ny al 0.5 N
e Solucién titulante de tiosulfato de sodio 1 N
e Solucion de bromato de potasio al 0.3 % (0.3 g de bromato de
potasio en 100 mL de agua destilada)
e Eter etilico 99.8 %
e Agua destilada
Si es necesario:
e Acido sulfarico concentrado
e Sulfato de cobre pentahidratado (100 g de sulfato de cobre
pentahidratado en 1000 mL de agua destilada).
(Ver Recoleccién, preparacibn y almacenamiento de
muestras)

e Cloroformo
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Materiales

e 2 Matraces Erlenmeyer de 250 mL

e Matraz Erlenmeyerde 1 L

e Embudo de separacién de 150 mL

e Buretade 100 mL

e Parrilla de agitacion

e Barra magnética

e Potencidmetro que mida el pH calibrado

e Varilla de vidrio para agitacion

e 5 Vasos de precipitados de 250 mL

¢ 1 Recipiente de vidrio grande donde quepa el matraz de 1 L,
para bafio Maria

e 2 Probetas de 50 mL

e Balanza analitica

e Espatula

Recoleccién, preparacion y almacenamiento de muestras

1. Debe tomarse un minimo de 2 L de muestra en un
envase de vidrio o polietiieno. Pueden utilizarse
muestras compuestas o simples

2. Si las muestras no se analizan en un periodo de 4 h
después de la toma, acidificar la muestra con 2 mL de
acido sulfurico concentrado por L de muestra y 5 mL de
la disolucion de sulfato de cobre
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3. Determinar la presencia de agentes oxidantes. En caso

de existir su presencia, eliminarlos mediante la adicién
de sulfato ferroso (FeSO,) o arsenito de sodio
(NaAs,03) en exceso

4. Mantener en refrigeracion a 4 °C hasta su analisis

5. El tiempo maximo de almacenamiento previo al analisis
es de 28 dias.

Procedimiento

1. Se procede a una extraccion liquido-liquido en un embudo de
separacion, introducir el volumen de 50 mL de muestra final y
tratar 2 veces con 10 mL de éter, es decir a los 50 mL se le
agrega 10 mL de éter y se agita, para retirar la presién que
genera la reaccion, se coloca de cabeza el matraz tapado y se
abre la perilla.

2. Colocar la fase organica en un vaso de precipitado para
utilizarlo posteriormente, la fase acuosa se vierte nuevamente
en el embudo de separacion para agregarle 10 mL de éter y
se agita, se libera la presién y desechar la fase acuosa, la
fase organica se junta con la que se colocé en el vaso de
precipitado.

3. A la fase organica colocarla en el embudo de separacion y
agregarle 50 mL de NaOH al 1 N, agitar y decantar la fase
acuosa que es la que contiene los fenoles en forma de

fenolatos.
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4. Neutralizar la fase que contiene los fenolatos, es decir llevar a

un pH=7 con soluciéon de HCI 1 N, ajustar a un volumen de
150 mL con agua destilada

5. Verter la solucion en el matraz de 1 L y afadir 23 mL de
bromuro de potasio al 25 %, 10 mL de HCI al 0.5 N, calentar a
bafio Maria y agitar

6. Esperar que la solucion alcance una temperatura de 50 °C y
afadir 25 mL de bromato de potasio al 0.3 % (la solucion
adquiere una coloracion amarillenta)

7. Dejar en cuarto de incubacion (a 28 °C) durante una hora

8. Introducir 25 mL de yoduro de potasio y dejar reposar a
temperatura ambiente durante 30 min

9. Valorar el yodo liberado con la solucion de tiosulfato de sodio
1 N, la solucién pasa de rojo a transparente. Hacer lo mismo
para el blanco.

Expresion de Resultados

Mg/Ltenony = ((N2- n1) * 98 * 0.025*10000 )/(1000* V))
Donde:

n2 mL de tiosulfato utilizados para el blanco

n1 mL de tiosulfato gastados en la muestra
V volumen de mL de la muestra inicial.

Nota: Los resultados se expresan en mg/L de fenol.
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Observaciones

El tiempo de incubacion es muy importante, al igual, que el tiempo

en que ser realiza la reaccion con Yoduro potasico.

Limitaciones e interferencias

Las bacterias que descomponen los fenoles, son una fuente
importante de interferencias, las cuales se eliminan al preservar
adecuadamente las muestras.

Para la mayoria de las muestras se requiere una destilacion
preliminar, para remover las interferencias. Algunas aguas
residuales altamente contaminadas pueden requerir técnicas
especializadas para eliminar interferencias y para la recuperacion
cuantitativa de los compuestos fendlicos.

Agentes oxidantes: Los agentes oxidantes tales como el cloro,
deben removerse inmediatamente después del muestreo mediante
la adicion de sulfato ferroso o arsenito de sodio en exceso. Si los
agentes oxidantes no son removidos, los compuestos fendlicos
podrian oxidarse parcialmente.

Un exceso de sulfato ferroso o arsenito de sodio, no interfiere ya
que estos son removidos por el procedimiento de destilacion.

Los sulfuros son eliminados por acidificacion de la muestra con
acido sulfurico a un pH menor de 4 y una breve aireacion por medio
de agitacion, los compuestos que se eliminan con esta acidificacion
son el acido sulfhidrico (H2S) y el bioxido de azufre (SO,).

La presencia de aceites y alquitran pueden ser eliminados por una
extraccion alcalina ajustando el pH entre 12 y 12,5 con hidréxido de
sodio.

AVENTMA DE 81
Hermoso Berruecos Sandra MERICO



Anexos W

———

Extraer los aceites y el alquitran de la soluciéon acuosa con 50 mL
de cloroformo (CHCI3). Remover el exceso de cloroformo de la fase
acuosa, calentando en un bafo maria antes de proceder con la

etapa de destilacion.

Control de calidad

1. Cada laboratorio que utilice este método esta obligado a
operar un programa de control de calidad (CC) formal
2. Es obligatorio para el laboratorio mantener los siguientes
registros:
e Los nombres y titulos de los analistas que ejecutaron los
analisis y el encargado de control de calidad que verifico
los andlisis, y
e Las bitacoras manuscritas del analista y del equipo en
los que se contengan los siguientes datos:
a) ldentificacion de la muestra
b
c
d
e

) Fecha del analisis

) Procedimiento cronoldgico utilizado

) Cantidad de muestra utilizada

) NUmero de muestras de control de

calidad analizadas

f) Trazabilidad de las calibraciones de los
instrumentos de medicion

g) Evidencia de la aceptacién o rechazo de

los resultados
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3. Ademas el laboratorio debe mantener la informacion original
reportada por los equipos en disquetes o en otros respaldos
de informacion

4. De tal forma que permita a un evaluador externo reconstruir
cada determinacion mediante el seguimiento de la informacion
desde la recepcion de la muestra hasta el resultado final

5. Cada vez que se adquiera nuevo material volumétrico debe de
realizarse la verificacion de la calibracién de éste tomando

una muestra representativa del lote adquirido.

Sequridad
1. No ha sido determinada la carcinogenicidad de todos los

reactivos con precision. Por lo que cada sustancia quimica
debe tratarse como peligro potencial a la salud. La exposicion
a estas sustancias debe reducirse al menor nivel posible

2. El laboratorio es responsable de mantener un ambiente de
trabajo seguro y un archivo de las medidas de seguridad
respecto a la exposicién y manejo seguro de las substancias
quimicas especificadas en éste método

3. Debe tenerse en un archivo de referencia de las hojas de
informacién de seguridad el cual debe estar disponible a todo
el personal involucrado en estos analisis

4. Los acidos y bases concentradas empleados en este método
pueden causar severas quemaduras e irritaciones en la piel,
por lo que debe utilizarse ropa protectora tal como: Batas,
guantes y lentes de seguridad
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5. El Fenol es una sustancia tdxica, manipular con extremo

cuidado
6. El laboratorio debe contar con una buena ventilacién.

Manejo de residuos

1. Los residuos de la extraccidn, se mandan a tratamiento de
residuos de la facultad. Una vez titulada la solucién se puede

desechar en la tarja.

DQO METODO DE REFLUJO CERRADO (micrométodo)

Introduccién

La demanda quimica de oxigeno (DQO) es ampliamente utlizada
como una forma de medir la carga contaminante de desechos
domésticos e industriales. El analisis de la DQO se basa en el
hecho de que todos los compuestos organicos, con algunas
excepciones pueden ser oxidados por la accion de un oxidante
fuerte bajo condiciones acidas a dioxido de carbono y agua, sin
considerar la biodisponibilidad de las sustancias. Una de sus
ventajas es la rapidez con que se obtienen la informacién (3 hrs) sin
embargo no evalla si la materia organica es biodisponible.

Principio
La muestra es digerida con dicromato de potasio en un medio
fuertemente acido, en presencia de un catalizador a alta

temperatura.

AVENTMA DE 84
Hermoso Berruecos Sandra MERICO



Anexos W
R rr—

Después de la digestién, el dicromato remante es titulado con

sulfato ferroso amoniacal. De esta forma se puede conocer la
cantidad de dicromato de potasio consumido y por lo tanto la
cantidad de materia organica oxidada en términos de equivalentes
de oxigeno.

Interferencias

Ciertos iones inorganicos como los cloruros, se oxidan bajo las
condiciones de oxidacion de la DQO, incrementando el resultado
del analisis. Esta interferencia se puede eliminar con la adicién de
sulfato mercurico a la muestra antes de la adiciébn de los otros

reactivos.

Preservacion de muestras

Las muestras se almacenan preferentemente en botellas de vidrio.
Cuando no puede llevarse a cabo la determinacién de manera
inmediata se conservan acidificandolas a un pH menor o igual a 2
con H,SO, concentrado.

La ventaja de este método, son su economia en el empleo de
reactivos, pero si la muestra contiene solidos, debe homogenizarse

para obtener resultados reproducibles.

Materiales
e Tubos de borosilicato de 20 x 150 mm con cuello roscado y
taba recubierta de teflon.

e Equipo de filtracion Millipore
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e Filtros Whatman GF/A de 5 cm de diametro
e Estufaa 150 °C

e Pipetas volumétricas

e Matraces Erlenmeyer de 50 mL

e Gradillas

e Matraz Kitasato

e Guantes de asbesto

Soluciones

1) Reactivo de acido sulfarico: Anadir 10.12 g de AgSO,, ya sea
en cristales o en polvo (grado analitico) por cada litro de
H.SO, concentrado, esto da una proporcién de 5.5 g AgSO/
H.SO,. Para un garraféon de 3.5 L de H,SO, concentrado se
requieren 35.42 g de AgSO,. Permitir su disolucién de 1 a 2
dias a temperatura ambiente

2) Solucién estandar de dicromato de potasio (K.Cr.O7) 0.25 N:
Disolver 12.25 g de K,Cr,O7, previamente secado a 103°C por
2 hrs, en 1000 mL de agua destilada

3) Solucién indicadora de ferroina: Disolver 1.485 g de 1,10
fenantrolina monohidratada y 695 mg de FeSO,.7H,O en 80
mL de agua destilada. Aforar a 100 mL. También puede
utilizarse el reactivo disponible comercialmente

4) Solucién de FAS (sulfato ferroso amoniacal) Disolver 39.2 g
de Fe (NHy)2 (SO4)..6H-O en 600 mL de agua destilada y
agregar cuidadosamente 20 mL de H,SO, concentrado enfriar

y aforar a 1000 mL con agua destilada.
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5) Esta solucion tiene un concentracion aproximada de 0.1 N, su

concentracién exacta se conoce cuando se titula el blanco frio

el cual se corre junto con las muestras.

Procedimiento

Como medida de precaucion se recomienda utilizar guantes y lentes
de proteccién cuando se adicionen los reactivos que contienen
H.SO,.

1) Lavar previamente los tubos y tapones a utilizar con H,SO, al
20 % para evitar contaminacion de las muestras. Para analisis
subsecuentes lavar los tubos con agua de la llave y
posteriormente con agua destilada, secar perfectamente antes
de adicionar los reactivos.

2) En un tubo de 16 x 150 mm, colocar 5 mL de muestra o de su
dilucion, adicionar 3 mL de solucion de dicromato y con la
punta de una espatula una pequefisima porcion de sulfato
mercurico (catalizador). En los blancos se adiciona agua
destilada en lugar de la muestra. Si se desconoce totalmente
el valor de DQO de la muestra se prueban diferentes
diluciones de 1:100 y 5:100, la dilucibn mas recomendable
sera aquella que no cambie la coloracion del dicromato.

3) Adicionar cuidadosamente 7 mL del reactivo de acido
sulfarico, permitiendo que resbale por las paredes internas del
tubo.
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4) Si es necesario, colocar el tubo en un bafo de agua fria para

disipar el calor de la reaccion.

5) Cerrar herméticamente los tubos, invertir cada tubo varias
veces para mezclar completamente y verificar que no hay
fuga. En caso de presentarse fuga preparar otro tubo con la
muestra correspondiente.

6) Colocar los tubos en la estufa precalentada a 150 £ 2 °C, para
permitir la digestién durante 2 hrs.

7) Preparar tubos adicionales que servirdn como blanco frio
para conocer la concentracion exacta de la solucion FAS. Este
tubo se prepara simultaneamente a las muestras, pero se
mantiene bien tapado a temperatura ambiente.

8) Dejar enfriar los tubos a temperatura ambiente retirar las
tapas verter su contenido en matraces.

9) Enjuagar el tubo con poca agua destilada y adicionarla al
matraz.

10) Agregar dos gotas del indicador de ferroina y titular con
la solucion FAS agitando constantemente, hasta el vire del
indicador de azul verdoso a pardo.

Expresidn de resultados

Para conocer el valor de DQO total y soluble de una muestra, siga
el siguiente ejemplo del calculo.

Ejemplo

(mL) FAS gastados en la titulacién

Blanco caliente: 3 mL

Blanco frio: 3 mL
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FAS de la muestra: 2.3 mL
Volumen de la muestra: 5 mL

Calculo:
1. La normalidad de la solucibn FAS se calcula una vez
titulado el blanco frio de la siguiente manera:
N = (mLsolucion K Cr,0, )* (N K,Cr,0, )
s mL de FAS gastados para titular
Substituyendo:
3mL)*(0.25
NFAS=( mL)*(0.25) 55y
3mL
2. La DQO expresada en mg O./L se calcula a partir de la
siguiente formula:
DOO = (mL de FAS,.—mL de FAS, . )*(N FAS)*(8)*(1000)* (dilucion)
mL de muestra
Substituyendo:
DOO = (3mL —2.3mL)*(0.1)*(8)*(1000)* (10)
SmL
Donde:

m L de FAS,esra=V0lumen de la solucion FAS empleando para
titular la muestra
m L de FASgc=Volumen de la solucién FAS empleando para titular

el blanco caliente

e Sl ]
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Neas=Normalidad de la solucién FAS obtenida al titular el blanco frio

8=Equivalentes de oxigeno
1000= Factor para covertir de mL a litros

Recomendaciones

e Homogeneizar la muestra antes de tomar cada alicuota

e Procurar que al adicionar el H,SO, la perdida de material
volatil sea minima, esto se logra agregando muy despacio el
acido

e Si al agregar la muestra, el dicromato toma un color verde,
descartar este tubo y disminuir el tamafno de la nuestra
diluyéndola

e El punto de equivalencia en la titulacién sera el primer vire de
azul verdoso a pardo, aun cuando el primer color vuelva a

aparecer.
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Anexo 2

METODOS PARA LA IDENTIFICACION DE BACTERIAS

Pruebas bioquimicas (biotipificacion) y fundamento de estas
pruebas. La tipificacion, es el uso de pruebas bioquimicas para
caracterizar e identificar a las bacterias hasta especie, lo que da un
biotipo, utilizando sustratos o poniendo de manifiesto la presencia
de productos metabdlicos especificos.

La identificacion microbiana se da en dos pasos:

1.- Pruebas primarias: En las cuales se puede determinar la familia,
o incluso el género a la que pertenece un microorganismo aislado.
Estas pruebas involucran tincién de Gram, morfologia, prueba de la
catalasa, reaccion de oxidasa, prueba éxido fermentacion de la
glucosa, crecimiento en aerobiosis y anaerobiosis ademas de
movilidad y reduccion de nitratos

2.-Pruebas secundarias y terciarias se realizan a efectos de
determinar la especie. Estas pruebas dependen de la familia o

genero determinado.

Enseguida, se mencionan las pruebas bioquimicas mas utilizadas

con fines de identificacion microbiana.
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OXIDASA. Basada en la produccién bacteriana de un enzima

oxidasa. La reaccién de la oxidasa se debe a la presencia de un
sistema citocromooxidasa que actua en la oxidacién del citocromo
reducido por el oxigeno molecular, el que a su vez actia como
aceptor de electrones en la etapa terminal del sistema de

transferencia de electrones.

CATALASA. Es una enzima que descompone al perdxido de
hidrégeno en oxigeno y agua. El perdxido de hidrégeno es uno de
los productos oxidativos finales en el metabolismo aerobio de los
carbohidratos, si se acumula es letal para las células.

MEDIO KLIGLER o Agar Hierro de Kligler (AHK). Determina la
capacidad de un microorganismo para atacar un hidrato de carbono

especifico incorporado en un medio de crecimiento basico, con
produccién, o no de gases, junto con la determinacion de posible
produccién de acido sulfhidrico (H.S). EI Medio de Kligler (AHK)
sirve para determinar las fermentaciones de los hidratos de
carbono, y la produccién de &cido sulfhidrico.

Un microorganismo puede utilizar diversos sustratos incorporados
en el medio, los sustratos metabolizados son usados para
diferenciar entre varios grupos, géneros o especies, sobre todo
entre las Enterobacterias.

Este medio contiene dos hidratos de carbono: lactosa y glucosa.
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Algunos microorganismos tienen la capacidad de fermentar ambos

sustratos, otros microorganismos solo fermentan la glucosa y otros
no son capaces de fermentar ni la lactosa ni la glucosa. Esta
fermentacién se produce aerdbicamente (en el pico de la flauta) y
anaerdbicamente (en la capa inferior del cultivo). La fermentacién
de la glucosa (alcalina/acida), se observa después de haber
incubado entre 18 y 24 horas cuando en el pico de flauta torna de
color rojo (alcalino), lo que indica que se ha realizado la
degradacién aerdbica de la glucosa, que ha sido consumida por
completo y el organismo comienza a utilizar las peptonas que se
encuentran en el medio, para obtener los nutrientes para su
crecimiento; el catabolismo de las peptonas libera amoniaco dando
un p H alcalino con el rojo de fenol (indicador incorporado al medio);
y en la capa profunda del tubo es acida (alcalina/acida) se observa
un color amarillo debido a la degradacion anaerdbia de la glucosa.
Aqui, la glucosa también es degradada después de 18 a 24 horas
de incubacidn; sin embargo, se forman productos terminales acidos
dando como resultado un p H &cido (color amarillo).

Cuando los microorganismos tienen la capacidad de fermentar
ambos hidratos de carbono, en el medio se observa una produccidn
acida/acida dando color amarillo tanto en el pico de flauta como en
la capa profunda, después de haber incubado 18 a 24 horas.
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Entonces, cuando el microorganismo no fermenta ni la lactosa ni la
glucosa utiliza las peptonas para obtener sus nutrimentos en la
parte aerobia, que se encuentra en el pico de flauta de color rojo
intenso, debido a la produccién de amoniaco, sin embargo en la
parte profunda del medio no haya cambio (alcalina/sin cambio),
pero también, puede utilizar la peptona de manera anaerobia o
aerobia, donde tanto el pico de flauta como la capa profunda son
alcalinas (rojo).

TRIPLE AZUCAR HIERRO (TSI). Determina la capacidad de un
organismo para atacar un hidrato de carbono especifico incorporado

en un medio de crecimiento basico, con produccion o no de gases,
junto con la determinacién de posible produccion acido sulfhidrico
(H2S). Es un medio sumamente 0til para la identificacion de
microorganismos entéricos Gram negativos por medio de su
capacidad para fermentar dextrosa, lactosa y sacarosa, y deliberar
sulfuros. En caso de que un microorganismo fermente dextrosa
Unicamente, la pequena cantidad de &cido producido por la
utilizacién de dextrosa (visible como un plano inclinado amarillo en
las primeras horas de incubacion) se oxida en condiciones aerobias
en dicho plano, que luego vuelve al estado alcalino (rojo). En el
fondo, en condiciones anaerobias, la reaccion no se invierte y se
mantiene el estado &cido (amarillo). Los microorganismos que
producen H,S muestran ennegrecimiento del agar. Los
microorganismos que fermentan la lactosa y/o sacarosa muestran

plano y fondo &cidos (amarillo).
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La formacién de gas se muestra por burbujas en el fondo, a veces

el medio se divide.

AGAR HIERRO LISINA (LIA). Permite diferenciar los

microorganismos que producen descarboxilacion o desaminacion

de la lisina. Se puede detectar ademas la produccion de acido
sulfhidrico (H.S). Es mas sensible que TSI para la deteccién de
H,S.

Las siguientes pruebas también son muy utilizadas y sus
fundamentos bioquimicos se indican mas profundamente, porque se

utilizaron para la adaptacién del micrométodo.

UTILIZACION DE _CITRATO. Determina la capacidad de un

microorganismo para utilizar citrato de sodio como unica fuente de

carbono para metabolismo y desarrollo. El citrato de sodio es una
sal del acido citrico, un compuesto organico simple que constituye
uno de los metabolitos del ciclo de los acidos tricarboxilicos (ciclo
de Krebs). Es una prueba util en la identificacion de Enterobacterias
y se detecta en un medio de cultivo con citrato como Unica fuente
de carbono mediante el crecimiento y/o la alcalinizacién del medio,
observandose un color azul en el medio tras la incubacién de 18 a
24 horas debido a que hubo la formacidén de productos alcalinos y
se visualizan con el indicador azul de bromotimol que vira a alcalino
a un pH de 7.6. El medio incluye citrato de sodio, un anién, como
unica fuente de carbono y fosfato de amonio como unica fuente de

nitrégeno.

AVENTMA DE 95
Hermoso Berruecos Sandra MERICO



Anexos W
R rr—

Las bacterias que pueden utilizar citrato también pueden extraer

nitrégeno de la sal de amonio, con la produccién de amoniaco y asi
alcalinizando el medio. Esta prueba es positiva cuando se observa
crecimiento a lo largo de la estria acompafnado de un vire del
indicador al azul o solamente crecimiento del microorganismo, esto
es posible debido a que, para que el desarrollo del microorganismo
sea visible, debe encontrarse en la fase logaritmica, la cual es

factible solo si el carbono y el nitrégeno han sido asimilados.

REACCION DE LA UREASA. El sustrato urea es una diamina de

acido carbébnico, a la que frecuentemente se menciona como

carbamida. La hidrdlisis de la urea es catalizada por la enzima
ureasa, la cual es una importante enzima microbiana vinculada con
la descomposicion de los compuestos organicos. La ureasa es
considerada una enzima constitutiva, dado que es sintetizada por
bacterias sin tener en cuenta la presencia o ausencia de su
sustrato. Esta prueba determina la capacidad de un organismo de
hidrolizar la urea, formando dos moléculas de amoniaco por accion
de la enzima ureasa. Dicha accion se puede detectar por el vire del
indicador rojo de fenol hacia un color rojo rosado que indica la

alcalinizacién del medio por la presencia del amoniaco.

REDUCCION DE NITRATOS. La reduccién del nitrato (NO3) en
nitrito (NO,) y en gas nitrégeno (N,), tiene lugar generalmente en
condiciones anaerobias, en las cuales un organismo realiza su

respiracion con el nitrato, el que sirve como aceptor de electrones.
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La mayoria de las bacterias aerobias son anaerobias facultativas y
s6lo pueden reducir el nitrato en ausencia de oxigeno. En la
reduccion del nitrato, los citocromos bacterianos transportan
electrones a moléculas especificas. A través de esta prueba se
determina si el microorganismo es capaz de reducir el nitrato en
nitritos o en nitrégeno libre.

Esta reaccién se revela mediante dos reactivos: Reactivo A (o-
naftilamina y acido acético 5 N) y Reactivo B (acido sulfanilico y
acido acético 5 N). Un resultado positivo lo da el color rojo, que
indica la presencia de nitritos. La ausencia de color después de
haber adicionado los reactivos puede indicara que los nitratos no
han sido reducidos (una verdadera reaccién negativa) o que han
sido reducidos a productos distintos de los nitritos, como Oxido
nitroso  (N.O), 6éxido nitrico (NO), nitrégeno  molecular
(desnitrificacién). Dado que los reactivos detectan sélo nitritos, este
ultimo proceso llevaria a una lectura falsa negativa. Por lo tanto, es
necesario afiadir una pequefa cantidad de polvo de zinc a todas las
reacciones negativas. Los iones zinc reducen los nitratos, y el
desarrollo de un color rojo tras adicionar el polvo de zinc indica la
presencia de nitratos residuales y confirman la reaccién negativa
verdadera, pero si no aparece el color rojo tras haber adicionado el

polvo de zinc confirma la prueba positiva.

FENILALANINA DESAMINASA. La fenilalanina es un aminoécido,
que por desaminacién oxidativa forma un cetoacido, (acido

fenilpiravico). Soélo los génes Proteos y Providencia poseen esta
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enzima, que permite diferenciarlos del resto de las enterobacterias.

La prueba se basa en la deteccion del acido fenilpiravico luego del
desarrollo del microorganismo en un medio que contiene
fenilalanina. Para eso se agrega cloruro férrico que forma un
complejo de color verde con el acido fenilpirdvico que indica
reaccion positiva. El medio de cultivo no puede contener extractos

de carne o peptonas por su contenido variable en fenilalanina.

ARGININA, ORNITINA Y LISINA DESCARBOXILASA. La

descarboxilacion es el proceso por el cual las bacterias que poseen

enzimas descarboxilasas especificas son capaces de ejercer accion
a los aminoacidos en su grupo carboxilo (COOH), dando una amina
0 una diamina y anhidrido carbdnico. Cada descarboxilasa es
especifica para un aminodcido y la reaccibn es completa e
irreversible.

Los aminoacidos ensayados habitualmente para identificacion son
la Lisina, la Ornitina y la Arginina. El caldo descarboxilasa de
Moeller, es el medio base mas comun usado para la determinacién
de las descarboxilasas en las Enterobacterias. Se prepara un tubo
con el aminoacido a ensayar y un tubo control sin ningun
aminoacido. Se cubren con una capa de aceite mineral (vaselina
liquida, para hacer el medio anaerobio e inducir que ocurra la
fermentacion de la glucosa). Luego, si el aminoacido es
descarboxilado, se forman aminas que provocan un retorno al color

original del medio o un viraje al alcalino.
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El aminoacido L-lisina sufre la descarboxilacion para dar cadaverina
(una diamina) y anhidrido carboénico por accién de la enzima
especifica lisina-descarboxilasa.

El aminoacido L-ornitina es descarboxilado por la enzima ornitina-
descarbozilasa para dar la diamina putrescina y anhidrido
carbodnico.

El amino&cido L-arginina es catabolizado a través de dos sistemas
que pueden ocurrir simultaneamente o separadamente. Estos
sistemas son el de arginina-dehidrolasa y el de arginina-
descarboxilasa. En el sistema de la descarboxilasa la arginina sufre
una decarboxilacion para dar agmatina y este producto a su vez se
desdobla en putrescina y urea mediante la enzima agmatinasa. En
el sistema dehidrolasa, la descomposicién de la L-arginina, se
produce en dos etapas: primero una descomposicion de la arginina
en L-citrulina, seguido por un sistema de desdoblamiento de la
citrulina. La reaccion general produce la formaciéon de L-ornitina,
CO. y NHj; del sutrato L-arginina.

FERMENTACION DE _GLUCOSA. LACTOSA Y OTROS
CARBOHIDRATOS. Para identificar los diferentes géneros de
Enterobacterias, se utiliza la proporcion de productos de

fermentacién de la glucosa. Se conocen dos tipos generales: la
fermentacién acido-mixta y la fermentacién del 2,3-butanodiol,
donde se forman cantidades menores de acido, acetato, succinino y
los principales productos son butanodiol, etanol, H, y COs,.

La determinacién de la capacidad de fermentacion de la Glucosa es
importante en las primeras etapas de identificacion de bacterias

quimiétrofas.
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Se utiliza un caldo que contiene glucosa (azucar del cual la mayoria

de las bacterias quimiétrofas pueden obtener energia, ya sea por
fermentacién o respiracidén), peptona y un indicador de p H que
permite detectar la produccién de &cidos (caracteristica de la
fermentacion de la glucosa)

Ademas en la fermentacion se produce gas, ya sea CO, solo 0 una
mezcla de H, y CO,.Ambos son gases y se detecta por la formacion

de una burbuja en una campana de Durham presente en el medio.

La fermentacion bacteriana de la lactosa es mas compleja que la de
la glucosa. La lactosa es un disacarido compuesto por glucosa y
galactosa, conectadas mediante un atomo de oxigeno que
constituye lo que se conoce como unién galactésidas. Por hidrélisis
se destruye esta union, liberandose glucosa y galactosa. Para que
un microorganismo utilice la lactosa deben estar presentes dos
enzimas: la B-glactésido permeasa que permite la transmigracion de
B -galctésidos (tales como la lactosa) a través de la pared celular y
la B-galatosidasa, requerida para hidrolizar la unién B—galatésido
una vez que el disacarido ha ingresado en la célula. La reaccion

final proviene de la degradacion de la glucosa.

La capacidad de fermentar diferentes carbohidratos es una
caracteristica muy utilizada en la identificacion de microorganismos.
Esta prueba determina la capacidad de un organismo de fermentar
(degradar) un hidrato de carbono especifico incorporado a un medio
basico, produciendo acido o acido con gas. Estos hidratos de
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carbono son lactosa, ramnosa, arabinosa, rafinosa, melibiosa,
maltosa, manitol, sorbitol, trehalosa, adonitol, entre otros. La
fermentacibn es un proceso metabdlico de oxido-reduccion
anaerobio en el cual un sustrato organico sirve como el aceptor de
hidrégeno final (aceptor de electrones) en lugar de oxigeno. Los
productos de la fermentacién de los hidratos de carbono depende
de varios factores: 1) el tipo de microorganismo que lleva a cabo el
proceso de fermentacion, 2) la naturaleza del sustrato, y 3) a veces,
los factores ambientales como la temperatura y la acidez. Las
bacterias pueden generar distintos productos finales dependiendo
de la via de fermentacién que utilice: la via alcohdlica, lactica,

formica, propidnica, y la via acetona-butanolica.
ELABORACION DE SUSTRATOS BIOQUIMICOS EMPLEADOS
Reduccion de Nitrato.

Ingredientes:
-Caldo Nitrato 16.5 g/L

Preparacion:
Pesar exactamente la cantidad, disolver con agua destilada.
Esterilizar por autoclave a 118 °C, 15 libras por 15 minutos.

Interpretacion:

Reactivos para revelar la reaccion
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1) Reactivo A (a-naftilamina 0.5 %)

2) Reactivo B (acido sulfanilico 0.8 %)
Adicionar unas gotas del reactivo A y unas gotas del reactivo B al
tubo de ensayo que contiene este medio.
Reaccién positiva (+): color rojo en el medio o en la superficie
(formacién de un compuesto diazoico)
Reaccién negativa (-): incoloro, una vez que fue incolora adicionar

polvo de zinc la coloracién cambia a rojo.

Produccion de Indol.

Ingredientes:

Peptona de caseina* 0.2¢
Cloruro de sodio 0.5¢
Agua destiladapH =7.0+0.05 10.0 mL

Preparacion:
Pesar exactamente las cantidades, disolver con agua destilada.
Esterilizar por autoclave a 118 °C, 15 libras por 15 minutos.

Interpretacién

Para revelar la reaccion, se utiliza el reactivo de Ehrlich, adicionar
dos gotas del reactivo al tubo de ensayo.

Reaccién positiva (+): se observa rojo o un anillo rojo en la
superficie del medio.

Reaccidn negativa (-): se observa incolora o ligeramente amarilla.
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*La caseina contiene 1.2 g de tript6fano por cada 100 g.

Reaccion de Ureasa de Christensen:

Ingredientes:

Peptona 0.001 g
Cloruro de sodio 0.005¢
Fosfato monopotasico (KH,PO,) 0.002 g
Glucosa (dextrosa) 0.001 g
Urea (20 %) 0.020 g
Rojo de fenol 0.0013 g

Agua destiladapH =7.0+0.05 10.0 mL

Preparacién
Pesar exactamente las cantidades, disolver con agua destilada.
Esterilizar por autoclave a 118 °C, 15 libras por 15 minutos.

Interpretacién
Reaccidn positiva (+): se observa cambio de color del medio a un
naranja intenso a rojo rosado intenso.

Reaccidn negativa (-): no hay cambio del medio naranja tenue.
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Utilizacion de Citrato de Simmons:

Ingredientes:

-Sulfato de magnesio (MgSQO,) 0.002 g
-Monofosfato de amonio (NH;)H,PO, 0.01¢
-Fosfato dipotasico (K;HPO,) 0.01¢
-Citrato de sodio 0.02 ¢
-Azul de bromotimol 0.0008 g
Preparacién

Pesar exactamente las cantidades, disolver con agua destilada.
Esterilizar por autoclave a 118 °C, 15 libras por 15 minutos.

Interpretacion:

©

Reaccion positiva (+): se observa un color verde bandera fuerte a

un azul intenso.

Reaccidn negativa (-): no hay cambio del medio verde tenue.
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Descarboxilacion de aminoacidos

Lisina Descarboxilasa (LDC)

Ingredientes:

-L-Lisina (2 %)

-Base de Mouller (BBL)
-Agua destilada

Preparacién

0.2¢
0.105¢
10.0mL

Disolver la base de Mouller en el agua destilada, adicionar el

aminodcido L-Lisina. Esterilizar por autoclave a 118 °C, 15 libras por

15 minutos.

Interpretacion:

Reaccidn positiva (+): se observa un color violeta intenso 6 violeta

tenue.

Reaccidn negativa (-): un color amarillo tenue o no hay cambio del

medio lila tenue.

Ornitina Descarboxilasa (ODC)

Ingredientes:
-L-Ornitina (2 %)

-Base de Mouller (BBL)
-Agua destilada

Preparacién

0.2¢
0.105¢
10.0mL
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Disolver la base de Mouller en el agua destilada, adicionar el

aminodacido L-Ornitina. Esterilizar por autoclave a 118 °C, 15 libras
por 15 minutos.

Interpretacion:

Reaccidn positiva (+): se observa un color violeta intenso ¢ violeta
tenue.

Reaccidn negativa (-): un color amarillo tenue o no hay cambio del

medio lila tenue.

Arginina Deshidrolasa (ADH)
Ingredientes:

-Arginina (2 %) 0.2¢g
-Base de Mouller (BBL) 0.105¢
-Agua destilada 10.0mL
Preparacién

Disolver la base de Mouller en el agua destilada, adicionar el
aminoacido Arginina. Esterilizar por autoclave a 118 °C, 15 libras

por 15 minutos.

Interpretacion:

Reaccién positiva (+): se observa un color violeta intenso 6 violeta
tenue.

Reaccién negativa (-): un color amarillo tenue o no hay cambio del

medio lila tenue.

i =%, )
VNIVERADAD NACJONAL
AVENMA DE

Hermoso Berruecos Sandra MExICE

106



Anexos

©

Fenilalanina- Desaminasa (FDA)

Ingredientes:

-DL-Fenilalanina (2 %) 0.2¢
-Extracto de levadura 0.03 ¢
-Glucosa (Dextrosa) 0.01¢
-Rojo de fenol 0.0002 g
-Agua destilada 10.0mL
Preparacién

Disolver los ingredientes con el agua destilada, calentar
suavemente, hasta completa dilucion.

Tomar el p H con un potenciémetro y ajustar a un p H de 6.55 =
0.01.

Esterilizar por autoclave a 118 °C, 15 libras por 15 minutos.

Interpretacion:

Reaccion positiva (+): se observa que al agregar el cloruro férrico
(FeCls) al 10%, hay un cambio de coloracién verde a verde obscuro
Reaccidén negativa (-): no hay cambio en el medio o del reactivo,

naranja ambos.
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Utilizacion de Malonato (MALO)

Ingredientes:

-Malonato de sodio 0.03 ¢
-Extracto de levadura 0.01¢
-Sulfato de amonio (NH4).SO, 0.02¢
-Fosfato de potasio (KoHPOy) 0.006 g

-Fosfato monopdtasico 0.004 g
(KH,PO,)

-Cloruro de sodio (NaCl) 0.02¢
-Glucosa (Dextrosa) 0.0025 g
-Azul de bromotimol 0.0003 g
-Agua destilada 10.0mL
Preparacion:

Pesar exactamente las cantidades, disolver con agua destilada.
Ajustar a un p H con un potenciémetro e 6.80 + 0.01.
Esterilizar por autoclave a 118 °C, 15 libras por 15 minutos.

Interpretacion
Reaccidn positiva (+): se observa color verde tenue a azul fuerte
Reaccidn negativa (-): no hay cambio en el color del medio

(ligeramente amarillo).
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Medio para Fenoles

El medio mineral para fenoles, se prepard con los siguientes reactivos:

NH4NO3 (g) 5.0
KoHPO4. 3H.0 (g) 0.2
MgS0O,.7H20 (g) 2.0
CaClz (g) 0.1
H-O de la llave (mL) 1000

N, o
i ]
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