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Resumen

Uno de los problemas de contaminacion de los cuerpos de agua que se presentan en
México es la descarga de aguas residuales, ya que se estima que mas del 60% de
ellos presentan algun tipo de contaminante, siendo los compuestos nitrogenados los de
mayor presencia en agua residuales, los cuales estan asociados a las actividades
humanas como agricolas, desechos domésticos e industriales, lo que limita el uso del

abastecimiento de agua, que afecta directamente el consumo humano y recreativo.

La eliminacion del nitrégeno se efectua con ayuda de microorganismos, se requiere de
dos procesos: primero, el de nitrificaciéon, donde se lleva a cabo la transformacion de
amonio a nitrato, segundo, el de desnitrificacion, en el cual el nitrato sera transformado
a nitrégeno molecular, mismo que acaba incorporandose a la atmoésfera. En este
trabajo, se abordd el primer paso, la nitrificacién, proceso que a su vez consiste en dos

etapas: la nitritacion (formacion de nitritos) y la nitratacion (formacidn de nitratos).

El objetivo de este trabajo consistio en la determinacion de la velocidad de
transformacion de nitrdgeno amoniacal a nitratos, empleando medios experimentales

(MCE) con las concentraciones de 40, 160, 240 mg de sulfato de amonio por litro.

A partir de la muestra de agua residual, obtenida de la planta de tratamiento de aguas
residuales de Ciudad Universitaria (PTARCU), se llevd a cabo la preseleccion de los
microorganismos nitrificantes. Para ello, se incrementé el contenido de amonio
mediante la adicion de una solucién de sulfato de amonio a una concentracion de 100
mg/L, esto permitid a los microorganismos acondicionarse, para una mejor utilizacion
de amonio. Posteriormente, se inocularon en los medios liquidos Nitrosomonas vy
Nitrobacter B (Ronald, 2010) esto sirvié para el mantenimiento de los microorganismos
nitrificantes. Una vez acondicionados y asegurandonos de su mantenimiento en los
medios se prosiguio a la preparacion de los matraces nitrificantes (MN).

Para la preparacion y posterior trabajo de los matraces nitrificantes se mantuvieron

condiciones controladas de luz, pH, agitacion y aireacion permitiéndonos simular las
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condiciones del PTARCU. Para corroborar la utilizacién del amonio, se realizaron
tinciones de Gram, Azul de metileno y Neisser con el fin de corroborar la formacion de
los quistes y se cuantificaron las concentraciones de nitrato formado. También se
apoy6é de la prueba de Griess para evidenciar cualitativamente el proceso de
nitrificacion, esto permitio la obtencidn de los resultados del trabajo.

Los matraces nitrificantes se trabajaron por duplicado, a tres concentraciones
diferentes de sulfato de amonio. Los valores empleados se determinaron a partir de
considerar la concentracion maxima permisible establecida en la NOM-001-
SEMARNAT-1996 para la descarga de nitrogeno total en cuerpos receptores tipo
embalse para riego agricola, que es de 40 mg/L, la concentracion sugerida en el trabajo
de Tesis de Benjamin Segura de 160 mg/L y la concentracidn propuesta de trabajo que
fue seis veces mayor a lo establecido en la NOM-001-SEMARNAT-1996 de 240 mg/L.

El monitoreo del experimento se realizé en un lapso de 20 dias, con lecturas diarias. De
acuerdo con los resultados obtenidos, se pudo apreciar el aumento de nitratos que fue
cercano a la concentracion inicial de amonio, es decir, practicamente su transformacion
total, los resultados ayudaron para obtener la velocidad de reaccion, la formacion de

quistes.

Con las observaciones obtenidas del microscopio se percatdé que la mejor
concentracion de sulfato de amonio para la formacién de quistes bacterianos
nitrificantes fue de 160 mg/L permitiendo seleccionar esta concentracion para la
utilizacion de los resultados. Las velocidades especificas de formacion de nitrato que
se determinaron, a las tres concentraciones experimentales, fueron; 1.42 mg/Ld;13.9
mg/Ld; 19.8 mg/Ld, respectivamente. Los resultados permitieron concluir que el
acondicionamiento de los microorganismos empleando sulfato de amonio mejoré la
remocion de sustrato y se confirmé que la concentracion inicial de nitrégeno amoniacal
influye en la velocidad especifica de nitrificacion y consecuentemente en la formacion

de quistes nitrificantes.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

Hoy en dia, el estudio de la calidad del agua es prioritario, pues la solucién de la
contaminacion acuatica propicia al desarrollo de tecnologias encaminadas a la
remocién de contaminantes en el agua. Entre ellas, las tecnologias de tipo bioldgico,
las cuales generan pocos subproductos no deseados, constatando hacia la reutilizacion

de recursos.

El uso de los procesos biologicos para el control de contaminantes nitrogenados
presentes en cuerpos de agua es una alternativa que se debe desarrollar y por ello, es

de suma importancia contar con datos cinéticos de la reaccién de nitrificacion.

El nitrégeno existe en varios estados de oxidacion (3- a 5+), siendo los compuestos
mas representativos el amoniaco (NHs3*) y el nitrato (NO3’), la presencia de estas
variantes en altas concentraciones en aguas residuales genera contaminacion y
representa una alta cantidad de contaminantes toxicos para la vida acuatica ya sea de

manera natural o artificial.

Para la oxidacion del amonio se requiere del consumo del oxigeno disuelto en el agua,
que al no ser tratada y retirar el amonio oportunamente se corre el riesgo de acelerar el
proceso de eutroficacion en lagos, lagunas y rios, conllevando al deterioro fisicoquimico

y bioldgico de los mismos (Chang, 2018).

De ahi que, el proposito de este trabajo es abordar los datos cinéticos de la velocidad
de la nitrificacién y constatar la presencia o ausencia de quistes nitrificantes, bajo

condiciones controladas en el laboratorio.
A continuacién, se abordaran los aspectos tedricos importantes del ciclo del nitrégeno,

las bacterias nitrificantes, agua residual y su contaminacidn, proceso bioldgico de

transformacion del amonio, las condiciones fisicoquimicas que conlleva la reaccion.
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CAPITULO 2. MARCO TEORICO.

2.1 Ciclo del Nitrégeno.

El nitrogeno molecular (N2) representa el 78% en el Planeta Tierra. Sin embargo, solo
un pequefio numero de bacterias son capaces de utilizarlo como fuente de energia. El
nitrogeno que se recicla en el planeta en su mayor parte se encuentra en forma de
amoniaco (NH4"), y nitrato (NO3") (Madigan, Martinko, Dunlap, & Clark, 2017).

La presencia de las diferentes formas de nitrégeno en el planeta las podemos encontrar
en el aire, suelo y cuerpos de agua, éste ultimo tienden acumularse con mayor cantidad
de productos nitrogenados especialmente el amonio (NH3), debido a las actividades
humanas que conlleva a una contaminacion por este compuesto. De ahi, que la funcion
vital de las bacterias nitrificantes es la de convertir el NH3z a NO3™ (forma que no es
considerada téxica) compuesto que se almacena generalmente en el suelo (Biohinski,
2000).

El ciclo del nitrogeno tiene una trayectoria definida, es llevado a cabo por medio de una
serie de procesos fisicos, quimicos y bioldgicos, en la Figura 1 se muestra un esquema
del ciclo del nitrégeno. El proceso biolégico de algunas bacterias y cianobacterias, el
nitrogeno que se encuentra en el planeta puede asimilarse y producir compuestos
nitrogenados, que son aprovechados por otros seres vivos. El nitrogeno fijado se
transforma en aminoacidos y proteinas, sin embargo, otras bacterias lo liberan a la
atmosfera. De esta forma se logra equilibrar el ciclo del nitrégeno (Arana, 2018). Las
etapas del ciclo del nitrogeno relevantes para este trabajo se mencionan a

continuacion.

Ernesto David Solis Tejeda 11



Nitrdgeno
/meosférico (NN

Fijacion bioldgica

de nitrégeno Desnitrificacion

Fijacion de
nitrégeno por
reldmpagos

i

Descomposicion

2
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Figura 1. El ciclo del nitrégeno.

Considerado uno de los mas complicados, ya que el nitrégeno se encuentra en varias formas
y se llevan una serie de procesos en los que el N, es tomado del aire, es modificado para ser
devuelto a la atmésfera (Arana, 2018).

1. Fijacién de nitrégeno.

Se denomina fijacion de nitrégeno a la utilizacion del N2 como fuente del nitrégeno
celular, la capacidad de fijar el nitrégeno libera al organismo de la dependencia de
otras moléculas nitrogenadas. La fijacion del nitrégeno es la reduccién del nitrégeno
molecular a amoniaco, la reduccion es catalizada por un complejo enzimatico
llamado nitrogenasa, que consta de dos proteinas diferentes: la dinitrogenasa y la
dinitrogenasa-reductasa. Debido al triple enlace el nitrégeno, la reduccion requiere
mucha energia, por tanto, se utilizan seis electrones para reducir el N2 a NHa.
Algunos de los organismos fijadpres de nitrogeno son: Azotobacter, Azomonas,
Klebsiella, Mycobacterium flavum, Clostridium,Methanolobus (Madigan, Martinko,
Dunlap, & Clark, 2017).
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Figura 2. Completo nitrogenasa.
Tiene como comienzo el uso del piruvato, donde se transfieren electrones, cada uno es
asociado a la hidrdlisis de ATP, para la posterior liberacion de H..

2. Nitrificacion.
En la nitrificacion los compuestos nitrogenados inorganicos, amonio (NHs) y
nitrito (NO2) se oxidan de forma aerobia mediante las bacterias nitrificantes
(Nitrosomonas, Nitrobacter, Nitrosococcus, Nitrospina). Estas bacterias se
encuentran distribuidas en suelos y agua. El grupo nitrosoficante
(Nitrosomonas) oxida el amonio a nitrito y el grupo nitrospira (Nitrobacter) oxida
el nitrito a nitrato. Por lo tanto, la oxidacion completa del amoniaco a nitrato
(Figura 3), involucra una trasferencia de ocho electrones, llevada a cabo por dos

grupos de organismos que actuan secuencialmente.
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NH_OH ) Peri
- HEO O Oxidacién de la eriplasma

hidroxilamina

. ——
:ﬁ‘, =33

NHISH -+ HLE NS -+ [BF + 2H+

Oxidacion = p
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Figura 3. Oxidacion del amonio y flujo de elctrones en bacterias.
Se destacan los reactantes y los productos de esta serie de reacciones. El citocromo c en el
periplasma es una forma diferente del Cyt que en la membrana.

3. Desnitrificacion.

La desnitrificacion es un proceso de reduccion del nitrato a compuestos
gaseosos como el nitrégeno molecular (N2), con productos intermedios como
mondxido de nitrégeno (NO) y Oxido de nitrégeno (N20). La desnitrificacion
ayuda al tratamiento de las aguas residuales, pues, al retirar el nitrato se
minimiza el crecimiento de las algas y no genera condiciones anoxicas a los

cuerpos acuaticos.

La enzima que inicia el proceso de desnitrificacion es la nitrato-reductasa, una
enzima situada en la membrana. El primer producto de la reduccion es el nitrito
(NO2") que con ayuda de la nitrito-reductasa reduce el NO2 a éxido nitrico (NO)
para posteriormente ser reducida por la 6xido-nitrico-reductasa a 6xido nitroso
(N20) para finalmente ser transformada a nitrdgeno molecular por la 6xido-
nitroso-reductasa. En la figura 4, se puede observar la desnitrificacion, llevada

a cabo la membrana.
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Figura 4. Reaccion de desnitrificacion.
Algunos organismos realizan solo la primera etapa. Todas las enzimas son reprimidas en
condiciones anoxicas.

2.2 Bacterias nitrificantes y su taxonomia.

La diversidad morfoldgica de las bacterias nitrificantes es una de las caracteristicas de
estos microorganismos, ya que pueden ser observados en forma bacilar, vibrios, cocos,
espirilos con apariencia de pera alargada, no esporulados. Forman agregados de
membrana gelatinosa, pueden ser inmoviles o mdviles con flagelos polares, y
periféricos. Ademas, utilizan el amonio y nitrito como fuente de energia, son capaces
de crecer sin compuestos organicos, en zonas aerobias, se pueden encontrar en

suelos, agua dulce o salada (Holt, 1999).

Las bacterias nitrificantes son consideradas de acuerdo con su afinidad tintorial como
Gram negativas. Pertenecientes a la Familia Nitrobacteraceae y a su vez se dividen en
dos subgrupos; amino-oxidante y Nitro-oxidante. De acuerdo con estudios morfolégicos
se puede reconocer al género Nitrobacter (Holt, 1999), las bacterias aisladas del suelo

son principalmente Nitrosospira sp. y Nitrosomonas sp. (Poth & Focht, 1985).
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Las bacterias nitrificantes se colocan en dos subclases de grupo Protobacterias, siendo
Nitrosomonas europea asignada al grupo beta (B) y Nitrobacter winogradsky al grupo

alfa (o) (Holt, 1999).

Familia: Nitrobactereaceae

Grupo: Bacterias amino-oxidantes.
Género: Nitrosomona.

Grupo: Bacterias amino-oxidantes.
Género: Nitrobacter.

Nitrosomonas sp. y Nitrobacter sp., presentan una morfologia generalmente en bacilos,
aunque se les puede encontrar en forma de espirilos y cocos, las Nitrosomonas miden
de 1 a 1.5 yM de largo y 1 yM de ancho, Nitrobacter mide de 0.5 a 1 yM de largo y
ancho es muy variable que va de 0.5 a 0.7 yM (Huang, Jiang, & Song, 2018).

Nitrosomonas sp. y Nitrobacter sp. tienden a formar agrupaciones bacterianas que
estan constituidas por un gran numero de células baciliares, caracteristicas de esta
Familia, donde se agregan en microcolonias denominadas quistes. Las células en estos
quistes producen sustancias exopoliméricas que protegen a los organismos contra
sustancias toxicas y condiciones cambiantes. Esta propiedad facilita los procesos de
decantacion vy filtracion en el tratamiento de aguas de origen superficial (Castellanos,
2016). Este es un estado de reposo y supervivencia, que producto de las condiciones
ambientales desfavorables, que se caracterizan por presentar procesos metabdlicos
ralentizados, asi mismo, el quiste bacteriano ayuda a la dispersiéon hacia ambientes
mas favorables, que al estar ahi tienden a romperse para que se puedan desarrollar.
Una de las aplicaciones que tienen los quistes bacterianos es en el tratamiento del
agua residuales ya que se caracterizan por su capacidad de limpiar aceites (Sekine,
Akizuki, Kishi, Korusawa, & Toda, 2019).
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En la figura 5 y figura 6, se observa una preparacion de una tincién con Sudan IV de
una muestra de Nitrobacter, donde se aprecian los quistes bacterianos representados
por unos grumos de color negro indicados por la flecha amarilla (figura 5) y circulo
amarillo (Figura 6), lo que indica la formacion de estas estructuras debido a las

condiciones desfavorables del medio.

Figura 5. Quistes de Nitrobacter sp. Se empleando la tincion con Sudan 1V (40x)
sefalados por flecha (Rodriguez , 2004).
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Figura 6. Quistes de Nitrobacter tincion Sudan IV.
Sefaladas por circulo amarillo (Rodriguez, 2004).

2.3 Identificacion morfolégica de las bacterias nitrificantes.

Desde el punto de vista morfolégico y estructural la identificacion de las bacterias es
importante, porque permite corroborar el aislamiento de dichos microorganismos de
manera visual (Junium, Dickson, & Uveges, 2018) para ello se requiere de las

siguientes tinciones:
-Tincion simple: Es aquella en donde se agrega un s6lo colorante a una suspension de
microorganismos previamente secada sobre un portaobjetos y fijada a la flama, para lo

cual se vierte una solucion diluida de un colorante y se mantiene durante un minuto;
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posteriormente se lava varias veces con agua corriente y se deja secar. (Prescott,
Harley, & Klein, 2015).

-Tincion diferencial: Las tinciones diferenciales o complejas que son aquellas donde se
usan una serie de colorantes y decolorantes, de esta forma los microorganismos que
retienen el colorante primario después de una decoloracion se clasifican como
positivas, por el contrario, al decolorarse y adquirir el colorante secundario se clasifican
como negativas. Los ejemplos mas comunes son las tinciones de Gram (considerando
la formacién de color rosa como Gram negativa y violeta como Gram positiva), Ziehl-
Neelsen (siendo las tefidas en rojas y las que se tifien del color secundario azules) y
Neisser (Poniendo en manifiesto la presencia de granulos de polifosfato de color azul
negro). En la figura 7, se da un ejemplo de una observacion de tincién diferencial de
Neisser con presencia de granulos de polifosfato. (Kraiem, 2019).

; ”'

A BW
o

Figura 7. Tincién de Neisser. (observacion a 100X).
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2.4 Aguas residuales.

El agua residual es el agua proveniente de las actividades diarias humanas, se
caracteriza por tener una calidad que ha sido afectada como resultado del uso

doméstico, comercial e industrial.

El agua residual se puede clasificar de acuerdo con su procedencia en:

- Municipales: son aguas residuales provenientes del hogar transportado por los ductos
de alcantarillado de una ciudad o poblado.
- Industriales: son las aguas residuales provenientes de las descargas del agua

utilizada en las actividades industriales.

El agua residual también puede ser clasificada de acuerdo con los contaminantes que
porta como:

- Aguas grises: es el agua proveniente de la actividad de limpieza del ser humano como
duchas, lavamanos y lavado de utensilios y ropa.

- Aguas negras: es el agua proveniente del hogar que transportan residuos humanos
(heces fecales) combinadas con el agua gris.

-Aguas negras industriales: es la mezcla de agua proveniente de la industria con agua

residual doméstica’.

En México la Comisién Nacional del Agua (CONAGUA) establece estadisticas sobre
las descargas de aguas residuales, el objeto del mejoramiento de la calidad del agua
ha llevado a la construccion de plantas de tratamiento de aguas residuales para tener
una mejor descarga a rios y cuerpos acuaticos. Al ser un tema central para las politicas
ambientales y econdmicas, se reporta en cifras oficiales, que se le da tratamiento al
52.7% de aguas municipales que se generan (CONAGUA, 2018), para la reduccion de

la contaminacion del agua se requiere una fuerte inversion en infraestructura para el

! http://www.cuidoelagua.org/empapate/empapate aguas.html revisado el 25-jun-2019 a las 11:50
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tratamiento de aguas residuales en figura 8 se muestra la infografia proporcionada por
la CONAGUA donde se aprecia la estadistica del tratamiento de aguas y su valor en
inversion, donde claramente se aprecia que el tratamiento de aguas residuales es bajo,
pues el 52% total es tratado, a pesar de que el 88% del total puede ser reutilizado
vemos que hace falta inversiones mas grandes para lograr dar mantenimiento a las

plantas que ya existan y podamos mejorar la calidad del agua en México?.

Lograr que todos los cuerpos de agua recuperen su calidad, para satisfacer las
necesidades de la poblacion y asi contribuir en la calidad de vida de la poblacion;
requiere que se mantengan libre de descargas de aguas residuales. Para la
caracterizacion de las aguas residuales existen parametros que permiten clasificarlos
(Martin, Betancourt, Salas, & Pefate, 2006)

-Solidos en suspension: son solidos que no pasan a través de la membrana de tamafio

a 0.46 micras.

-Grasas y aceites: son determinados por el uso de un disolvente apropiado, que al
evaporarse se tiene un peso obtenido.

-Nitrégeno: se presenta en las aguas residuales en forma de amonio, junto a nitratos y

nitritos, generalmente se utilizan métodos espectrofotométricos.

-Organismos patogenos: son contaminantes provenientes de material fecal, para

contarlos se utilizan los Coliformes Totales Fecales.

2 https://agua.org.mx/actualidad/aguas-residuales-contaminacion-en-mexico/ revisado el 25-jun-2019 a las 12:45.
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AGUAS RESIDUALES

14 000 millones de m? al afo
2 477 plantas de tratamiento tratan {443.6 m*/s)
el que se generan
6 030 millones de m* al ano
(191.4 m/s)

2 832 plantas de tratamiento tratan
¢l 32.8% de los 214.6

que se genera
— ’ Mar, rios, lagos

y riego agricola

i il |

gua por descarg

57403 MILLORES DE PESES = 0.3% DEL PIB

Figura 8. Aguas residuales.
Infografia de aguas residuales y su impacto al ambiente (CONAGUA 2018).

2.5 Contaminacion por compuestos nitrogenados.

El nitrogeno es un compuesto toxico para los organismos acuaticos y tiene un papel
importante en la eutrofizacion. Las formas mas importantes encontradas del nitrégeno
son amonio, nitrito y nitrato (Vymazal, 2007). La actividad del ser humano ha alterado
significativamente el Ciclo del nitrégeno, dando como resultado problemas ambientales
(Camargo & Alonso, 2007).

Los compuestos nitrogenados al ser de gran importancia para el desarrollo de la vida
acuatica, pero al encontrarse en altas cantidades tendra como consecuencia un

desequilibrio en el ecosistema (Celik, 2006).
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Una de las principales caracteristicas de un cuerpo de agua natural contaminado es la
presencia de un color verde intenso, este fendbmeno es conocido como eutrofizacion,
esto debido al crecimiento de poblaciones de microalgas y algunas cianobacterias.
Estos organismos al requerir luz directa, altas temperaturas, fosfatos y compuestos
nitrogenados, esto conlleva al aumento de temperatura en la superficie ocasionado que
las cianobacterias produzcan y liberen exo-toxinas que provocan la muerte de la vida

marina.

La acumulacién de compuestos nitrogenados como consecuencia de la descarga de
aguas residuales y de un uso inadecuado de fertilizantes, provocan que no sea posible
la transformacion de amonio a nitrato, por tanto, las plantas acuaticas no se desarrollan

optimamente (Rodriguez, 2004).

La toxicidad de compuestos nitrogenados se presenta a concentraciones elevadas de
amonio, nitrato y nitrito provocando que se merme la capacidad de los animales
acuaticos para sobrevivir. EI amonio en especifico, tiene los efectos mas téxicos para
los animales acuaticos, porque, origina la destrucciéon de los epitelios bronquiales
generando una supresion del Ciclo de Krebs.

El efecto en la salud humana se contrae al beber agua contaminada por nitroégeno,
tiene efecto adverso, produciendo metahemoglobina, promoviendo el cancer en el
tracto gastrointestinal, provocando nauseas, diarrea o neumonia. De acuerdo con el
centro para el control y prevencion de enfermedades (CDC por sus siglas en inglés
Center for Disease Control and Prevention) la concentracion letal es de 0.002 mg/L.

2.6 Legislacioén para los limites permitidos de amonio en aguas.

La norma NOM-001-SEMARNAT-1996 que establece los limites maximos permisibles
de contaminantes en las descargas de aguas en aguas y bienes nacionales, tiene
como objetivo proteger su calidad y posibilitar los usos del agua. Se define como carga
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de contaminantes a la masa de nitrogeno expresada por unidad de volumen (miligramo/
litro) que tiene un previo tratamiento para remover los contaminantes basicos como;
grasas, aceites, materia flotante, sodlidos sedimentados, empleado a los cuerpos

receptores como las zonas marinas, presas, terminando donde hay flujo de agua.

Se utiliza la norma como una guia para la metodologia de cuantificacion de nitrégeno y
se puede solicitar una validacion para realizar alguna metodologia alterna a esta

norma.

La norma mexicana NOM-001-SEMARNAT-1996 para la descarga de nitrégeno total en
cuerpos receptores tipo embalse para riego agricola, que es de 40 mg/L, se menciona
que el nitrégeno al tener concentraciones elevadas es un contaminante y debe ser
monitoreado. En la tabla 1, se muestra el intervalo permitido en la NOM-001-

SEMARNAT-1996.

TABLA 1. INTERVALO DE CONCENTRACION PERMITIDO EN LA NOM-001-SEMARNAT-1996 PARA LA
DESCARGA DE NITROGENO TOTAL EN CUERPOS RECEPTORES TIPO EMBALSE PARA RIEGO AGRICOLA.

Parametro | Embalses Embalses | Aguas Suelo
para riego naturales y | costeras
agricola artificiales
Nitrogeno | 40-60 mg/L | 15-60 15-25 No aplica
total mg/L mg/L

2.7 Uso de agua residual tratada.

El agua residual tratada es utilizada en diferentes actividades humanas tales como el
riego agricola y jardines, su uso en sanitarios entre otros. El objetivo es producir agua
reutilizable para el ambiente, que sustituya al agua potable en algunas actividades
humanas como el riego de parques y jardines (NOM-003-SEMARNAT, 1997).

2.8 Muestreo en agua.

La Norma Mexicana NMX-AA-003-1980 Aguas Residuales. - Muestreo que establece

los lineamientos generales y las recomendaciones para muestrear las descargas de
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aguas residuales, con el fin de determinar sus caracteristicas fisicas y quimicas. 3 Se
indica que las muestras deber ser representativas de las condiciones que existan al
momento y hora del muestreo y se debe contar con el volumen suficiente para efectuar

en la muestra las determinaciones correspondientes.

El objetivo del muestreo es analizar las variables microbioldgicas, compuestos
quimicos y su calidad (SEMARNAT, 1996). Su aplicacion obligatoria es para todo sitio

que contenga agua.

Los tipos de muestreo que manejan las normas NMX-AA-003-1980 y la NOM-001-
SEMARNAT-1996 son:

- Muestra simple: es la toma de muestra realizada en el punto de la descarga, de
manera continua, en un dia normal de operacion de manera que refleja cuantitativa y
cualitativamente los procesos representativos de las actividades generadas en la
descarga, la toma de muestra debe ser necesaria para llevar a cabo los analisis

necesarios para la composicion.

- Muestra compuesta: en la muestra del resultado de la mezcla del numero de
muestras simples, para conformar la muestra compuesta, el volumen de cada una de
las muestras simples debe ser proporcional al caudal de la descarga en el momento

de su toma.

Para el correcto muestreo se debe definir el objetivo y seguir lo establecido en la NMX-
AA-003-1980. Otro factor para tomar en cuenta es el uso del agua a analizar, para
medir la efectividad del proceso.

Las técnicas de muestreo varian de acuerdo con situaciones especificas con base a

objetivos previstos del muestreo.

3 https://www.gob.mx/cms/uploads/attachment/file/166762/NMX-AA-003-1980.pdf
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2.9 Métodos de cuantificacion de amonio.

Para este punto se han abordado el ciclo del nitrdgeno, los microorganismos que
intervienen en él y la problematica que ocasionan los compuestos nitrogenados en los
cuerpos acuaticos. Para este apartado se plantean los procedimientos para conocer la

actividad nitrificante.

La medicion de parametros fisicoquimicos como la concentracion de los compuestos
nitrogenados se determina por diversas técnicas de laboratorio como lo son: técnica de
Nessler, titulometria, espectrofotometria. La aplicacién de una u otra técnica es regida

por las condiciones fisicoquimicas del agua en analisis (APHA, 1998).

Para este trabajo, se empled la determinacion de la velocidad nitrificante, donde el
principal objetivo es establecer la constante media de saturacidon y su constante de
remocidén, nos apoyamos del método de analisis Optico donde, es el estudio de la
interaccidn de la radiacion con la materia como una funcion de la longitud de onda
(Kowalchuk, 2001).

2.10 Determinacién de nitrito (NO).

Para la determinacién de NO2 se utiliza la reaccion de Griess que es una técnica
empleada en determinar la reduccidn del nitrato (NO3") a nitrito (NO2"), esta puede ser
visible al observar la apariciéon de un color rojo cuando reacciona el nitrito con los dos
reactivos (acido sulfanilico y a—naftilamina), la accién del color formado es resultado de

la formacion de un compuesto diazoico. (Richards & Kletsch, 1964)

En la figura 9 se observa la comparacion de los resultados en la prueba de Griess,
donde la presencia de color rojo grosella indica la reduccion del nitrato (Mac Faddin,
1980). El método utiliza la determinacion de la actividad de la enzima nitrato reductasa
que reduce el nitrato a nitrito y se evidencia con la formacion de un color rojo grosella
con el reactivo de Griess. Al presentarse un resultado negativo se aprecia un color

amarillo paja, se debe agregar unas trazas de Zinc y se observa el color desarrollado.
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Donde la ausencia de color rojo indica que el microorganismo redujo los nitratos a
oxido nitrico y/o nitrégeno molecular, si el color rojo se desarrolla luego de agregar Zinc

indica que el microorganismo no reduce los nitratos.

Figura 9. Resultados para la prueba de Griess.

2.11 Cinética quimica.

La cinética quimica estudia la velocidad de los procesos de reaccion y el mecanismo
del cual una especie quimica se transforma en otro, la cinética quimica se considera
una de las cuatro ramas de la fisicoquimica. La velocidad es la masa en moles de un
producto formado por unidad de tiempo en un sistema que este equilibrio. El
mecanismo es la secuencia de eventos quimicos individuales cuyo global la reaccion
observada. Por tanto la cinética quimica que estudia las velocidades es la cinética de
reacciones (Chang, 2018).

El cambio en la concentracion de reactivos con el tiempo es indicado por:
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Rapidez = 2R L
At

De acuerdo con la “Ley de rapidez” de Harold S. Jonston (Chang, 2018), indica que la
rapidez de una reaccibn no es constante, sino que es proporcional a las
concentraciones de un reactivo (R) y un producto (P). La ley se define en la
concentracion del reactivo y es afectado por la temperatura. En las figuras 8 y 9, se

muestran graficamente los tipos de reaccion.

- Orden cero.

Donde; Reactivo— Producto, y la rapidez= K (Ms™) se dice que es independiente a la
concertacion del Reactivo.

Teniendo un grafico:

Ca

Figura 10. Reaccion de orden cero. (Chang, 2013). [Ca]= concentracion de producto formado.

- Primer orden.
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Dependiente de la concertaciéon de R.
Donde; rapidez= K[R]

In [A],

Pendiente = —k

In [A]

Tiempo

Figura 11. Reaccion de primer orden.
Pendiente negativa al calcular el Ln. debido al decaimiento exponencial de la concentracion de acuerdo
con el tiempo transcurrido forma natural de la reaccion. (Chang, 2018).

- Velocidad.

El estudio de la velocidad y los mecanismos por el cual hay transformacion en una
reaccién, es la masa expresada en moles del producto formado o del reactivo
consumido por unidad de tiempo. La velocidad depende de la temperatura, presion y
concentracion de los reactivos. Esto ayuda a comprender las etapas en que los

reactivos se convierten en productos.
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CAPITULO 3. HIPOTESIS, OBJETIVOS Y ESTRATEGIA DE
TRABAJO.

3.1 Hipotesis.

La concentracion inicial de nitrogeno amoniacal influye en la velocidad especifica de

nitrificacion y en la formacion quistes nitrificantes.

3.2 Objetivo general.

Determinar la velocidad especifica de nitrificacidon y la formacion de quistes de
bacterias nitrificantes empleando agua enriquecida con amonio a tres diferentes

concentraciones.

3.3 Objetivos particulares.

e Aislar e identificar las bacterias nitrificantes, procedentes de una muestra de
lodos activados, mediante medios de cultivo selectivos.

e Determinar la velocidad de transformacion de nitrogeno amoniacal en medios de
cultivo enriquecidos con 40, 160, 240 mg/L de sulfato de amonio.

e Realizar el seguimiento del proceso de nitrificacion mediante observaciones al
microscopio y técnicas colorimétricas para compuestos nitrogenados, bajo

condiciones controladas de laboratorio.
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3.4 Estrategia de trabajo.

En la figura 12 se muestra el diagrama de flujo de la estrategia de trabajo que se realizo.

Obtencion
de la
muestra de
agua
residual.

Preseleccion y
acondicionamiento de
microorganismos con

solucién de sulfato
de amonio [100mg/L].

Mantenimiento de los
microorganismos
nitrificantes con
medios de cultivo
Nitrosomonas y
Nitrobacter B

Preparacion de
los matraces
nitrificantes a

tres
concentraciones
de sulfato de

amonio: 40, 60,

240 mg/L.

/

Utilizacion del nitrogeno
amoniacal:
-cualitativamente: prueba
de Griess.
-cuantitativamente:
cuantificacion de la
formacion de nitrato.

Formacion de quistes
bacterianos con
tinciones:
Neisser, Gram, Azul
de metileno.

Recopilacion,
analisis de
esultados,

Conclusiones.

Figura 12 Diagrama de flujo de la estrategia de trabajo seguida.
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CAPITULO 4. MATERIALES Y METODOS.

4.1 Obtencién de la muestra de agua residual.

El agua residual parcialmente tratada (ARCU), fue obtenida de la Planta de Tratamiento
de Aguas Residuales de Ciudad Universitaria (PTARCU), a partir del sedimentador
secundario. Para obtener el desarrollo de los microorganismos nitrificantes, éste tuvo
que ser enriquecido con 100 mg por litro de sulfato de amonio de acuerdo con los
trabajos de (Rodriguez, 2004; Hanaki, 1990). De la muestra de agua residual
enriquecida se transfirié una alicuota de 25 mL a un matraz Erlenmeyer de 1L con 875
mL de una solucién de sulfato de amonio y se incubé a temperatura ambiente con

aireacion con una bomba de aire marca Sunny por 30 dias.

4.2 Preparacion del medio de cultivo.

Los medios de cultivo utilizados fueron medio Nitrosomonas y medio Nitrobacter B que
fueron preparados de acuerdo lo descrito por Hanaki (1990) y Ronald (1999), para la
obtencion de Nitrosomonas sp. (NS) y otro para Nitrobacter sp. (NB) respectivamente.
Se prepararon los dos medios en la presentacion de medio liquido.

4.3 Obtencién de los microorganismos nitrificantes.

Para la obtencion de los microorganismos nitrificantes se realizaron muestreos cada
tercer dia a partir de muestra de agua residual enriquecida. Los medios liquidos de
Nitrosomonas y Nitrobacter B fueron inoculados por asada y se incubaron a 27°C con
agitacion por 30 dias. Se realiz6 una tincion de Gram para corroborar el crecimiento de

las bacterias nitrificantes.
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4.4 Observacion microscopica bacterias nitrificantes.

Para la observacion morfologica de las bacterias nitrificantes se realizaron tinciones de
Gram, azul de metileno y Neisser, las que fueron observadas 100x en un microscopio

marca Zeiss Scope A1.

4.5 Preparacion de los matraces de tratamiento.

Los matraces de tratamiento de transformacion de nitrdgeno amoniacal a nitratos por
nitrificacion se prepararon en cuatro matraces Erlenmeyer de un litro y se
acondicionaron adicionandoles 50 mL de la muestra acondicionada previamente con
950 mL de una solucion de sulfato de amonio 100 mg/L de acuerdo con Rodriguez
(2004), posteriormente se incubaron a temperatura ambiente, en condiciones de
obscuridad para lo cual, los matraces cubriendose con papel aluminio. Las condiciones

en las que se operaron los matraces se enlistan en la Tabla 2.

TABLA 2 CONDICIONES DE OPERACION PARA LOS MATRACES ERLENMEYER.

Parametros Columna BC | Columna ARCU
ARCU

Temperatura (°C) TA TA

pH 7.0-8.5 7.0-8.5

Luz Ausencia Ausencia

Inéculo (mL) 50 50

Concentracion de NH4* (ppm) 40 40

Aire bombeado si Si

Concentracion de flujo de 5 5

oxigeno (mg/L)

BC= Columna blanco.

ARCU= Columna con microorganismos de la planta de tratamiento de agua residuales (PTAR) de Ciudad
Universitaria.

TA= Temperatura ambiente.
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4.6 Prueba para la determinacion de nitritos y nitratos.

Para determinar la presencia de nitritos se realizé obteniendo una muestra de 2 mL de
cada una de las columnas y se colocaron en tubos de ensaye de 13 X 100, se
adicionaron dos gotas de los reactivos de Griess A y Griess B (Britania), (vease pagina
33). La ausencia de color rojo indica que el microorganismo redujo los nitratos a éxido
nitrico y/o nitrégeno molecular. La visibilidad de color rojo surge luego de agregar

trazas de Zinc, indicando que el microorganismo no reduce los nitratos.

4.7 Cuantificacion de amonio.

Para medir la cantidad de amonio se realizé una cuantificacion por absorbancia de las
columnas de tratamiento disefiadas, el procedimiento fue utilizar una solucién que
contenia hipoclorito de sodio 5.25% marca Clorox (reactivo oxidante), arsenito de sodio
marca Meyer 0.45g, N-1 naftiletiiendiamina (NED) Meyer 0.06g, HCI 4N marca Fisher.
Se tomo6 un 1 mL de muestra de los matraces y se adicionaron 0.5 mL del reactivo
oxidante, enseguida se agito y se dejé en reposo por 1.5 h. Posteriormente se adicion6
0.05 mL de arsenito y 0.5 mL de sulfatilamida, dejando que reaccione por 8 minutos y
una vez transcurrido el tiempo se afiadié 0.05 mL de NED dejando en reposo por 10
minutos; dando tiempo para la realizaciéon de la reaccidn para formar una coloracion
rosa mexicano (indicando la reaccion con amonio a nitrato), siendo estable por 2 horas.
De esta forma quedo listo para la lectura en un espectrofotometro marca (HAUS) a una
longitud de onda de 540 nm.

4.8 Observacion de formacion de quistes nitrificantes.

Para la observacién en el microscopio se realizaron tinciones que permitieran ver la
formacion de los quistes bacterianos. La primera tincidn realizada, fue la tincion de
Gram, siguiendo de la tincion Azul de Metileno, para finalmente realizar la tincién de

Neisser.
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CAPITULO 5. DISENO EXPERIMENTAL.

5.1 Obtencion del inéculo y acondicionamiento.

En esta etapa se hizo la toma de muestra. La muestra fue extraida de la Planta de
tratamiento de aguas residuales de Ciudad Universitaria. Especificamente, del
sedimentador secundario, se extrajo la muestra de los lodos activados y se le adiciono
agua enriquecida de amonio a una concentraciéon de 100 mg/L, cada tercer dia se
adicioné 20 mg de sulfato de amonio. Este proceso duré durante quince dias. Lo
anterior, fue con objeto de acondicionar la muestra, propiciando que se favorezca la
presencia y actividad de microorganismos nitrificantes. Se fue observando su
crecimiento al realizarse una tincion de Gram, donde se corrobor6 su presencia al dia

quince.

5.2 Mantenimiento de los microorganismos nitrificantes.

En esta etapa ya se contaba con los microorganismos nitrificantes, asi que se procedio
a la realizacion de los medios liquidos; Medio Nitrobacter B y Medio Nitrosomonas, en
la figura 13 se aprecian los medios de cultivo liquidos sin inocular que de acuerdo con
la bibliografia (Ronald, 2010) son medios selectivos para dichas bacterias. Se
realizaron los medios para obtener los microorganismos para cerciorarse de que

estamos trabajando con las bacterias necesarias para este trabajo.
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Figura 13. Medios de cultivo liquidos para Nitrosonomonas sp. Nitrobacter sp .

a). Medio en matraz Erlenmeyer para Nitrosomonas coloracion morada b) Medio en matraz
Erlenmeyer para Nitrobacter coloracion blanca. Ambos medios son selectivos. Sin inocular
(Ronald, 2010).
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5.3 Preparacioén de los matraces nitrificantes y observacion de
quistes nitrogenados.

Esta etapa fue realizada con la previa preparacion de los matraces Erlenmeyer, se
trabajé por duplicado a tres concentraciones diferentes: la propuesta del trabajo de
tesis de Segura (2007) de 160 mg/L, la propuesta en la Norma Oficial Mexicana que
indica la cantidad permisible para descargar amonio en rios y aguas residuales de 40
mg/L, y la concentracion propuesta para este trabajo de Tesis de 240 mg/L. Las
condiciones que se controlaron fueron mencionadas en la Tabla 2 (vease pagina 40),
que son condiciones requeridas para el crecimiento viable de los microorganismos
nitrificantes. Para poder observar la formacion de los quistes bacterianos, se realizaron
tinciones: Gram, Neisser y azul de metileno, esto nos permitié ver la formacién de los
quistes y asi determinar la concentracién de sulfato de amonio éptima en la formacién

de los quistes nitrogenados y proseguir con la cuantificacién del nitrato formado.

5.4 Utilizacién de nitr6geno amoniacal.

Para la realizacion de las actividades que arrojaron los resultados cinéticos de este
trabajo, se realizaron las lecturas de la concentracion donde se observd mayor
formacion de quistes bacterianos, se utilizaron los reactivos oxidantes (vease pagina
41) y se adicionaron a las muestras de las columnas, para cuantificar el aumento de
nitrato por espectrofotometria. A la para se realiz6 la prueba de Griess (vease pagina
33) para ver la reaccién de nitrificacion.
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CAPITULO 6. Resultados y discusién.

6.1 Resultados de la obtencion del inéculo y acondicionamiento de
los microorganismos nitrificantes.

El resultado obtenido de la muestra de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales
de Ciudad Universitaria, especificamente en el sedimentador secundario donde se
obtuvo la muestra de los lodos activados, la cual fue acondicionada y enriquecida para
lograr que las bacterias pudieran realizar el proceso de nitrificacidon de una manera mas
rapida. Con esto se logré la obtencién de los microorganismos nitrificantes, para poder
acondicionarlos.

Con el acondicionamiento de los microorganismos fue posible obtener un buen inéculo
en el siguiente procedimiento, estos resultados se corroboran con lo reportado por
Rodriguez (2004) y por Segura (2007) que establecen el uso de agua residual
enriquecida con sulfato de amonio a 100 mg/L para aislar bacterias nitrificantes. Por lo
tanto, se puede decir que en el presente estudio si fue factible la obtencion de estos
microorganismos con la metodologia empleada Rodriguez (2004) y Segura (2007).

6.2 Resultados de la formacion de quistes bacterianos.

Para la realizacién del proceso de observacion en el microscopio ya se contaba con los
microorganismos nitrificantes acondicionados, los cuales fueron inoculados en los
medios liquidos Medio Nitrobacter B y Medio Nitrosomonas de acuerdo al Handbook of
Microbiological Media (Ronald, 2010), que recomienda el uso de estos medios de
cultivo para tener los cultivos en menor tiempo de incubacion que fue de 30 dias. En
esta etapa del estudio se procedid a la confirmacidon morfolégica de los quistes,
mediante su observacién al microscopio. Las tinciones que se observaron fueron:
tincion de Gram (Figura 14). Al aplicar estas técnicas se pudieron observar bacterias

nitrificantes en forma de agregados de tamario variable en el cultivo antes mencionado.
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Figura 14. Tincion de Gram de Nitrosomonas. Sefialados por una flecha amarilla (40x).

Para la obtencion de estos microorganismos provenientes de aguas residuales se ha
establecido una manera definitiva para su observacién, es de agregados (Hanaki,
1990). Al considerar la metodologia utilizada por Rodriguez (2004) se puede afirmar
que se aumentd la posibilidad de encontrar a estos microorganismos en forma de
agregados en la muestra que proviene de aguas residuales, porque, se le dio a los
microorganismos el sustrato que requieren para su crecimiento. También se puede
considerar que las condiciones utilizadas fueron las 6ptimas para su desarrollo, por
tanto, encontrarlas de esta manera es debido a las condiciones con las que se trabajo,
por lo que tienden a presentar estrategias de sobrevivencia como es la formacion de

los quistes.

Al contar con una identificacion morfolégica de las bacterias nitrificantes en las

muestras obtenidas, se continu6 con la observacion microscépica los microorganismos,
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por lo que fue posible observar la formacion de agregados microbianos tal como lo
reporta (Holt, 1999; Ronald, 2010) cuando se adiciona sulfato de amonio y cloruro en
los medios de cultivo. En las figuras 15 y 16 se observan los agregados bacterianos a
un aumento de 40x y 100x respectivamente en el microscopio de campo claro tefidos
Azul de metileno (Holt, 1999; Ronald, 2010).

Figura 15. Tincion Azul de metileno Nitrosomonas europoeae. (40x) con formacién de agregados.
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Figura 16. Tincion Azul de metileno de bacterias nitrificantes (100x), sefialado por una flecha amarilla.

De acuerdo con los resultados observados, se concuerda que lo reportado por el
trabajo de Rodriguez (2004), que es consistente debido a los parametros controlados y
la tincidn utilizada para poner en manifiesto la formacion de agregados de bacterias
nitrificantes que pueden ser observadas en la figura 16, en donde se aprecia que los
agregados tienden a formarse debido a las condiciones mostradas en la Tabla 2 (vease
pagina 40), que se utilizaron en el laboratorio.
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Al igual que Holt (1999), se pudo observar la formacion de los quistes bacterianos con
tinciones de Neisser esto con el fin de poner en manifiesto aquellas bacterias que por

su metabolismo liberan iones. A continuacion, se muestran las tinciones de Neisser en

las siguientes figuras 17 a 19.

Figura 18. Tincion de Neissr.a 160 mg/L de sulfato de amonio donde se aprecia el aumento de los quistes de

bacterias nitrificantes, observacion a 40x.
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De acuerdo con las observaciones al microscopio, se aprecia que la presencia de los
quistes corresponde a lo reportado por Rodriguez (2004), pues la utilizacion del
sustrato hace que se formen los quistes, esta formacion de agregados se debe a la
utilizacién del sustrato que ayuda a las bacterias nitrificantes a poder sobrevivir en el
medio de cultivo.

Esto nos permitié darnos cuenta de que dentro de las tres concentraciones con las que
se trabajo la concentracion de 160 mg/L es la mejor concentracion para la obtencion de
los quistes provenientes de microorganismos nitrificantes, en la Tabla 3, se puede
apreciar las concentraciones y las observaciones de quistes de manera cualitativa.

TABLA 3 CONCENTRACIONES Y FORMACION DE QUISTES.

Concentracion  de | Formacion de
amonio [mg/L] quistes.

40 +

160 +++

240 ++

+: poca formacioén de quistes.
++: regular formacion de quistes.

+++: mucha formacion de quistes.
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Tras obtener la mejor concentracion para la formacion de quistes se continuo con los
parametros constantes, aunque debido a la acumulacién de acido nitroso que genera la
disminucion del pH por lo tanto fueron ajustados con NaOH 1 M, esto, la variacién de
pH indica que se lleva a cabo un proceso de nitrificacion y se prosiguié con los

resultados del proceso de nitrificacion.

6.3 Resultados de la prueba reduccion de nitritos y cinética de
reaccion.

Tras corroborar que la mejor concentracion para la formacién de quistes fue de 160
mg/L y manteniendo los parametros; temperatura, pH, luz, de las metodologias
establecidas por Rodriguez (2004) y Segura (2007), se pudo hacer la deteccion de
microorganismos nitrificantes con la determinacion de nitritos con la prueba de Griess
con la cual se puso de manifiesto la actividad nitrificante, para esta prueba se tomaron
por duplicado muestras en diferentes dias de experimentacion correspondientes a la
concentracion de 160mg/L, estos resultados se pueden observar en la Figura 20.

Dia 1 Dia 4 Dia 8 Dia 11

Figura 20. Prueba de Griess muestraTomada de la columna nitrificante de la concentracion de 160 mg/L.

Se tomo6 de referencia lo establecido en el manual de Britania (2019), donde se
establece que se puede diferenciar visualmente los grupos amonio-oxidante y nitrito-
oxidante con la prueba de Griess, lo cual en este estudio se observd un cambio de
tonalidad de incoloro a rosa, lo que indica que ocurridé una transformacion de amonio a

nitrito poniendo en manifiesto la actividad nitrificante de las bacterias a la concentracion
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160 mg/L de sulfato de amonio, se obtuvieron muestras a diferentes tiempos y de esta
manera se pudo observar la formacion de los agregados bacterianos, que se
observaron con tinciones desde la figura 15 a la figura 19 (véase a partir de la pagina
48).

Con la deteccion de los nitritos y la obtencion de los agregados bacterianos se puede
coincidir con lo sefialando en la metodologia empleada por Rodriguez (2004), donde se
menciona que va en conjunto la prueba de Griess y la formacion de los quistes, pues
es un proceso que realizan estos microorganismos en su supervivencia natural,
ademas, se pudo concordar con Richard (1971) y Segura (2007), donde mencionan
que las bacterias nitrificantes se pueden observar con la formacion de agregados

bacterianos en las muestras provenientes de aguas residuales.

Para la evaluacion de la cinética de reaccion se evaluo la concentracion remanente del
sustrato (amonio), de acuerdo con lo sugerido por Flemming (2000), que establece la
cuantificacion de la formacién de nitrato y el consumo de amonio por fotometria. Los
parametros que se utilizaron para controlar las condiciones de los matraces nitrificantes
y asi tener un mejor resultado, se mencionan en la Tabla 2 (vease pagina 40), esto de
acuerdo con lo reportado por Segura (2007). Se trabajo con las tres concentraciones
propuestas, a pesar de observar una mejor formacién de quistes a la concentracion de
160 mg/L de sulfato de amonio, donde se aprovecha mejor el amonio. A continuacion,
se exponen las figuras (Figura 21 a Figura 23), donde que representa el tratamiento de

la columna de nitrificacion de las tres concentraciones.
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© Formacién de nitrato Consumo de amonio
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Figura 21. Gréfica formacién de nitrato 40 mg/L de sulfato de amonio. La recta azul corresponde a la formacion de
nitrato, la recta verde corresponde al consumo de amonio.

Formacién de nitrato > Consumo de amonio
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8
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=
[&]
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4 5 6 7 8 9 10 11 12

Tiempo (dias)

Figura 22. Gréfica concentracion 160mg/L. de sulfato de amonio. Recta amarilla indica la formacion de nitrato, recta
anaranjada indica el consumo de amonio.
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© Formacién de nitrato © Consumo de amonio
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Figura 23. Gréfica concentracion 240mg/L de sulfato de amonioRecta rosa indica la formacién de nitrato, recta
morada indica el consumo de amonio.

En las figuras 21, 22 y 23 se puede observar el perfil de nitrificacion durante el
tiempo de estudio. Es asi como en la Figura 21, en el dia 15, donde se
determind la presencia de 39.27 mg/L de NO3"y 0.73 mg/L de NH4*, en la Figura
22 y Figura 23, coincide con la del dia 11, en cuanto a consumo de amonio y
formacion de nitratos. Los resultados observados, indican que la concentracién
de amonio decrece en funcion del tiempo y a su vez, la concentracion de nitrato
aumenta. Esto sucede gracias a la presencia del in6culo de bacterias
nitrificantes con previo acondicionamiento, pues siguen una cinética de orden
uno en ambos casos. Las constantes de transformacion, generacién y orden de
reaccion se obtuvieron al analizar los resultados experimentales. Haciendo una
comparacion entre los tres matraces y sus diferentes concentraciones. Se
observa que el tiempo requerido para lograr el mismo grado de consumo NH4*
para los tres matraces es menor para las concentraciones de 160 mg/L y 240
mg/L. Se infiere que la velocidad de biodegradacion de amonio y biogeneracién
de nitrato dependen de su concentracion inicial, por tanto, se modifica la

constante de velocidad (k) que es la velocidad especifica de la reaccién.
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TABLA 4 PARAMETROS CINETICOS DEL ANALISIS CINETICO DE LOS RESULTADOS EXPERIMENTALES DE
ORDEN CERO.

Parametro 40 mg/L 160mg/L 240 mg/L
NH4* NOs NH4* NOs NH4* NOs
k (mg/L)/dia -2,67 2.678 -14.28 14.28 -24.214 24.214
R 0.999 0.999 0.998 0.998 0.989 0.989

Los resultados obtenidos indican que después de 11 dias de operacién de los
matraces, el porcentaje de remocion de amonio es mayor al 99% pasando en algunos
casos de 131.5 mg/L a 8.5 mg/L. Para estos resultados se debe considerar que las
concentraciones finales de amonio (NH4"), nitrato (NOg3") el nitrdgeno acumulado influye
en la biomasa de células nuevas. De acuerdo con el trabajo de Segura (2007) los
resultados obtenidos se coinciden que después de 11 dias el porcentaje alcanzado en

la remocion de amonio es mayor al 90%.

Se puede afirmar que bajo las condiciones experimentales que se establecieron para el
trabajo que los quistes bacterianos se desarrollaron mejor a 160 mg/L, esto asociado a
la utilizacion del nitrogeno en los matraces. Se puede observar que la utilizacion del
sustrato sirve para formar los quistes, que como sabemos son formados para

sobrevivir.
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Conclusiones y perspectivas.

Se identificaron los microorganismos nitrificantes, procedentes de una muestra de
lodos activados, mediante medios de cultivo selectivos y el uso de las tinciones de
Gram, Azul de metileno y Neisser que permitieron visualizar los quistes nitrogenados

caracteristicos de estos microorganismos.

El acondicionamiento de los microorganismos, empleando sulfato de amonio,
permiti6 el acondicionamiento de lodo activado, favoreciendo la presencia de

bacterias nitrificantes, lo que mejor¢ la eficiencia de la remocion de sustrato.

Se determind la velocidad especifica de transformacion del NHs* de las tres
concentraciones, para las concentraciones de 40 mg/L, 160 mg/L y 240 mg/L de
sulfato de amonio, el resultando de las velocidades de reaccion fue de 2.678, 14.28 y
24.214 (mg/L) /dia, respectivamente. Comparadas estas velocidades se observa que
la concentracién de 160 mg/L tuvo una velocidad de reaccion mas rapida respecto a

la formacion de quistes.

Se realizé el seguimiento del proceso de nitrificacion mediante observaciones al
microscopio y técnicas colorimétricas para evidenciar la presencia de compuestos
nitrogenados, bajo condiciones controladas de laboratorio. La reaccion de Griess
resultd ser buena herramienta indirecta para la identificacion de la actividad de
bacterias nitrificantes.

Se confirm6 que la concentracion inicial de nitrogeno amoniacal influye en la
velocidad especifica de nitrificacion y consecutivamente en la formacion quistes
nitrificantes.

La solucidn técnica, y ambientalmente aceptable que se proporciona en este trabajo
es con el fin de disminuir la cantidad de nitrdgeno presente en cuerpos de agua,
tanto, naturales y artificiales, esto con el propdsito de dar una mejor calidad y poder
abastecer agua potable, tener uso recreativo, industrial, y proporcionar proteccion a
la vida silvestre.

Es de vital importancia generar conciencia para no realizar descargas amoniacales al
agua, y dar la importancia requerida a acciones del tratamiento de aguas con altos

contenidos de nitrdgeno amoniacal.
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CAPITULO 7. Anexos.

7.1 Medio enriquecido.

El medio medio enriquecido se elabord de acuerdo con lo reportado por (Hanaki, 1990)
se tomaron 100 mL de lodos y se les afadié 900 mL de agua destilada enriquecida con
sulfato de amonio a una concentracion de 100 mg/L. Cada tercer dia se le fue
afadiendo al medio, esto con el fin de no perder demasiado volumen en esta parte

experimental.

7.2 Medios liquidos.

Para la realizacién de los medios liquidos, se prepararon los medios: Nitrosomonas y
Nitrobacter B, se realizaron de acuerdo con la metodologia reportada por Ronald, 2010,
estos medios son utiles para el cultivo y mantenimiento de Nitrosomonas sp. y

Nitrobacter sp. respectivamente.

Medio Nitrosomonas.

* (NH4)2SO4 ..o 3.049.
e KoHPO4 ..o 0.5g.
* MgSOs4 7H20 ..o 0.05g.
* CaCla 2H20......ccoviiiiiin, 4.0mg.
* Rojodecresol...........ccccoiiienein. 25 mL.
* Solucién Fe/EDTA 0.1 mL. Realizada con:
EDTA. 0.14 g
-FeESO47TH2O ..o, 0.5g.
“HoSO4 v, 0.05 mL.

* 1L de agua destilada a pH=7.5
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Se adiciona el CaCl, 2H20 y MgSO4 7H20 a 500mL de agua destilada, se mezcla y los
demas componentes se adicionan a los otros 500mL. Se mezclan todos los

componentes y se meten a la autoclave.

Medio Nitrobacter B.

e NaNO3 ......ccoiiiiiiii. 1.0g.
o KoHPO4 .ovvvviiiiiiiiin, 0.5g.
e NaCl.....o.cooviviiiiii, 0.3g.
e MgSO4 ..cocvvviiiiiiiiiii, 0.54g.
e MnSOs4.. cooovviiiiiiiiiiian., 2.0 mg.
o Fex(SO04)3..cviniuiiniiinnann, 5.0 mg.

e 1L de agua destilada.

Se adicionan los componentes a un litro de agua destilada, se mezclan y se meten a la

autoclave por 15 minutos.

La elaboracion de los medios de cultivo se hizo en zona aséptica.

La adicion de la muestra se realizé a partir del medio enriquecido.

7.3 Tincion de Neisser.

Reactivos para realizar la tincion de Neisser.
Solucion .

-Reactivo A:
e 0.2 gramos de azul de metileno a 10 mL de etanol al 96%, aforarlo a 100 mL de
agua destilada.
-Reactivo B:
e 0.1 gramo de cristal violeta a 1 mL de agua.
e 3.3 mL de cristal violeta a 6.7 mL de etanol al 96%, aforarlo a 100 mL.
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7.4 Cuantificacion de nitrato.

Para la parte de la cuantificacion de nitrato, se realizé de acuerdo con los descrito por

(Richards & Kletsch, 1964) la lista de los reactivos se menciona a continuacion.

* Hipoclorito de sodio, se utiliz6 solucion comercial marca Clorox con concertacion de
5.25% NaClO. Se tom6 0.3 mL y se aforo a 50 mL.

+ Arsenito de sodio: Se disolvié 0.45 g del reactivo en 5.5 mL de HCI 1 N y se aforo a
50 mL.

* N-1 naftiletilendiamina (NED): Se disolvio 0.06 g en 50 mL de agua, y se conservo en

frasco ambar.

HCI4 N

Sulfatilamida: Se disolvié 0.06 en 50 mL HCI 4 N

* NaOH: Se disolvio 32 g en 200 mL agua.

* Bromuro de potasio: Se pesa 0.058 g y se afora a 10 mL.

La curva patron se realizd con NaNOs3, se realizaron dos curvas patrén, una con

concentracion de 10 a 40 mg/L y otra de 100 a 400 mg/L.

La manera de realizar la curva patron fue la siguiente:

1. Se tom6 1 mL de muestra, y se afiadio 0.5 mL de sulfatilamida, se agitd y se espera
8 minutos.
Se le aflade 0.05 mL de NED, se agita y se espera 10 minutos.
Se leyo su absorbancia a 540 nm.
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Los resultados fueron para la primer curva patrén fueron los siguientes.
TABLA 5. DATOS PARA CURVA PATRON DE NANO3.

Concentracié | Absorbancia
n [ppm] (540nm)
10 0.022
14 0.034
20 0.055
23 0.068
29 0.089
36 0.116
40 0.13
45 0.145
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Curva patron NO3

018 = 0.0036x - 0.0154
R? = 0.9991 O Abrsorbancia (540nm)
0.12
9
g
3 008
<t
0.04
0
6 1 16 21 26 31 36 41

Figura 24. Gréfico curva patron 10-40 mg/L.

TABLA 6. DATOS CURVA PATRON.

Concentracié | Absorbancia
n [ppm] (540nm)
100 0.037
140 0.049
200 0.068
230 0.075
290 0.092
360 0.115
400 0.125
450 0.138
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3 Abrsorbancia (540nm)

Titulo
0.175 v = 0.0003x + 0.0086
R? = 0.9991
0.131
% 0.088
<L
0.044
0

a0 136.25 1825  228.75 275 32125 3675 41375 460

Concentracion

Figura 25. Grafico curva patron 100-450 mg/L.
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7.5 Tabla resultados en la cuantificacion de nitrato.

TABLA 7. VALORES PROMEDIO DE LA CUARTA ETAPA EXPERIMENTAL PARA LA CONCENTRACION
INICIAL DE 40 MG DE AMONIO.

Dia| Concentracion Concentracion
mg/L NOS3 mg/L NH4
1 3.9556 36.0444
2 10.3556 29.6444
3 15.4139 24.5861
4 17.2056 22.7944
5 18.7972 21.2028
8 20.3819 19.6181
9 23.2278 16.7722
10 25.2528 14.7472
11 30.2028 9.7972
12 31.2611 8.7389
15 39.2778 0.7222
16 39.3917 0.6083
17 39.4667 0.5333
18 39.5667 0.4333
19 39.6306 0.3694
22 39.6972 0.3028
23 39.8083 0.1917
24 39.8556 0.1444
25 39.9028 0.0972
26 39.9528 0.0472
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TABLA 8. VALORES PROMEDIO DE LA CUARTA ETAPA EXPERIMENTAL PARA LA CONCENTRACION

INICIAL DE 167 MG DE AMONIO.

Dia | Concentracion Concentracion
[mg] NO3 [mg] NH4
1 1.3333 167.1667
4 13.0000 155.5000
5 23.6667 144.8333
6 73.1667 95.3333
7 92.5000 76.0000
8 107.8333 60.6667
11 166.5000 2.0000
12 166.5000 2.0000
13 166.8333 1.6667
14 167.0000 1.5000
15 167.1667 1.3333
18 167.1667 1.3333

TABLA 9. VALORES PROMEDIO DE LA CUARTA ETAPA EXPERIMENTAL PARA LA CONCENTRACION DE

275 MG DE AMONIO.

Dia | Concentracion Concentracion
[mg] NO3 [mg] NH4
1 1.0000 274.0000
4 81.0000 194.0000
5 88.3333 186.6667
6 152.1667 122.8333
7 181.6667 93.3333
8 204.5000 70.5000
11 275.5000 -0.5000
12 275.5000 -0.5000
13 275.8333 -0.8333
14 276.1667 -1.1667
15 276.3333 -1.3333
18 276.1667 -1.1667
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