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RESUMEN

En el presente estudio se realizo el aislamiento e identificacion de bactenas
pertenecientes a la familia Enterobacteriaceac presentes en agua résidual muxta.
ademas, se evalud su capacidad para oxidar el amonio y el nitrito hasta nitrato Se
empled agua residual municipal, 1a cual fue tratada a escala de laboratorio en un
reactor de lodos activados de flujo continuo, completamente mezclado, con retorno
de biomasa y capacidad de 19 litros (6h = 0.69 dias) denominado reactor biologico
(RB); a partir de éste, el agua paso a dos reactores bioldgicos de nitnificacion (R1 y
R2) de flujo continuo, completamente mezclado y sin retorno de biomasa, el primero
(R1) con capacidad de 10 litros y Oh = 1.16 dias y el segundo (R2) con
capacidad de 20 litros y 6h = 4.63 dias.

En el reactor biologico se aislaron ¢ identificaron Escherichia coli.
Citrobacter freundii y Enterobacter agglomerans, mientras que en los reactores
bioldgicos de nitrificacion sélo se detectaron E. coli y E. agglomerans en el R1
solamente E. coli en el R2. Las bacterias aisiadas de los diferentes reactores
sirvieron para inocular posteriormente medios de cultivo sintéticos con
concentraciones conocidas de NO, (medio “A”) y de NH; (medio “B”™). Después de
15 dias de incubacion a 28 + 2 °C, se realizaron cuentas bacterianas en ambos
medios, utilizando el método de cuenta wiable por difusion en placa cuya
confiabilidad se determiné por estadisticas descriptivas y se observé que en el medio
“A” la poblacion bacteriana fue menor que en el medio “B”; sin embargo. la
oxidacion detectada de nitrito (NO,) a nitrato (NO;) y de amoniaco (NH,) a nitrato
(NO,) fue minima en ambos medios. Lo anterior permite concluir que bajo las
condiciones establecidas en este estudio el proceso de nitrificacion en aguas
residuales no puede realizarse en forma importante solo con la accion de
enterobacterias.

Las especies de microorganismos se vieron directamente afectadas por el
tiempo de retencion hidraulico de los diferentes reactores, ya que a medida que éste
aumentd, el mumero de especies presentes disminuyé. Los valores de pH
permanecieron constantes durante todo el estudio, oscilando entre 7.0 y 7.5 unidades
por lo que no fue posible evaluar el efecto de este parametro sobre los
microorganismos estudiados. )

.ii



1. INTRODUCCION

El crecimiento de los organismos nitrificantes (Nitrosomonas y
Nitrobacter) ocurre en los procesos aerabicos de tratamiento bioldgico, que
pueden ser de aereacion extendida con biomasa suspendida o bien en
percoladores biologicos con biomasa fija, al mismo tiempo que se desarrollan
otros tipos de crecimiento bioldgico, los cuales pueden en un momento dado

competir con as bacterias nifrificantes por el amonio disponible en el medio.

En estos sistemas de tratamiento existe suficiente materia organica en el
agua residual para facilitar ¢l crecimiento de los organismos heterotrofos, que
bajo estas condiciones pueden superar a la tasa de crecimiento de las

nitrobacterias y tener un efecto sobre el proceso de nitrificacion.

Al estudiar la nitnificacién bioldgica, se considera que los procesos
quimioautotroficos hasta ahora descntos, por lo general tienen la mayor
importancia. No obstante, cierto mimero de organismos heterdtrofos producen
nitritos o nifratos ya sea de compuestos organicos o inorganicos, utilizando
mecanismos que no son necesariamente oxidantes y que no constituyen la sola
fuente de energia para los organismos. En una resefia completa de las
transformaciones microbianas del nitrogeno inorganico, Painter (1977), cita
ejemplos de nitrificacion heterotrofica. Se ha demostrado que la nitrificacion
heterotrofica tiene lugar naturalmente en los suelos, en el tratamiento de aguas

negras y en las corrientes de aguas naturales.



A pesar de que algunos autores consideran significativa la nitrificacion
heterotrofica, Painter ha seiialado que los organismos heterétrofos inhiben
selectivamente la nitrificacion autotréfica, inhiben por lo general y en su
totalidad la nitrificacion cuando se afiaden a los suelos o lodos activados.
También hay evidencia de que las bacterias mitrificantes autotréficas, no son
autotrofos obligados y pueden asimilar ciertos compuestos organicos.

Parker y col. (1989) indicaron que el proceso de nitrificacion debe
efectuarse en medio acuoso continuo para impedir que las bactenas
heterétrofas u otros microorganismos presentes consuman la materia organica
y el oxigeno presente, con lo que la nitrificacion puede verse interrumpida.

Grahame H. Hall (1982) al realizar un estudio sobre la tasa aparente y
la tasa medible de nitrificacion en un lago mesotréfico no pudo establecer una
relacion sinergista entre Nitrobacter y bacterias heterotrofas productoras de
nitrito.

Se han realizado muy escasos estudios sobre la mmportancia de la
nitrificacion autotrofa comparada con la nitrificacion heterotrofa. En 1896 se
tuvo el primer reporte de produccion de nitrato por hongos, ademas de que
algunos organismos heterotrofos han sido reportados como capaces de oxidar
diversos compuestos nitrogenados en los medios de cultivo. Sin embargo, se
ha hipotetizado sobre la nitrificacion heterotréfica, debido a su importancia en
algunos suelos forestales, pero se desconoce su significado ecolégico.
Schimel, Firestone y Killham (1984) encontraron que el potencial de la
nitrificacion heterotrofa en dichos suelos es mayor que la nitrificacion
autotrofa.

Verhagen, Duyts y Laanbroek (1992) realizaron un estudio sobre la
competencia por el amonio entre bacterias nitrificantes y bacterias heterotrofas
en columnas percoladoras de suelo, encontraron que las bacterias nitrificantes
son menos competitivas que las heterotrofas para la asimilacion del amonio,
aunque sobreviven como células viables inactivas.



Uchino, Hambali y Yatazawa (1984) demostraron la presencia de
bacterias fijadoras de nitrogeno pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae
en la corteza del arbol Bruguiera gymnorrhiza (L.), identificando a
Enterobacter cloaccae y E. aerogenes como los principales responsables del
proceso de fijacion de nitrégeno.

Wright y Wemer (1980) identificaron a Enterobacter aerogenes y
Klebsiella pneumoniae como los principales microorganismos fijadores de
nitrégeno en zacate forrajero, los cuales elevaron considerablemente la tasa de
fijacion de nitrégeno en un tiempo muy corto. Esto sugtere la posibilidad de
que algunas especies pertenecientes a la familia Enterobacteriaceae sean
capaces de llevar a cabo la fijacién de mitrégeno en el agua.

1.1 Caracteristicas de las Enterobacterias

Las enterobacterias comprenden un grupo relativamente heterogéneo de
bacilos gram negativos, no esporulados, no méviles o moviles por flagelos
peritricos, aerobios facultativos, oxidasa negativos, con requerimientos
nutricionales simples y con capacidad de fermentar azicares. Dentro de esta
familia se encuentra Escherichia coli que es habitante casi universal de las
vias intestinales de humanos y animales de sangre caliente y que es capaz de
crecer en una amplia variedad de fuentes de carbono y energia, a su vez
Kiebsiella sp. se encuentra con frecuencia en agua y suelo,

Dichas bacterias, ademas de competir con las nitrificantes por el
amonio disponible, pueden verse afectadas por diversos factores, tales como
temperatura, pH, oxigeno disuelto y por el tiempo de retencion hidraclico
durante el proceso de nitrificacion.

Existe también una gran vanedad de bacterias, entre las que se
encuentran los géneros Azotoebacter, Clostridium y Disulfovibrioe, capaces de
fijar el nitrégeno molecular en el agua, debido a que producen la enzima
nitrogenasa.



1.2 Ciclo del Nitrégeno

En el ciclo del nitrégeno las reacciones de transformacion mas
importantes incluyen la fijacién, amonificacién, asimilacion, nitrificacion y
desnitrificacion. Estas reacciones pueden ser llevadas a cabo por
microorganismos particulares, con ganancia neta o pérdida de energia.

Las consideraciones de energia juegan un papel importante en la
determinacién de las reacciones que ocurren. Los principales compuestos que
aparecen en el ciclo del nitrégeno son: nitrégeno organico, nitrogeno gaseoso,
nitrito y nitrato, cuyos estados de oxidacién son los siguientes:

NH;/NH,
NH, -R (Derivados organicos)
N’

NO,

NO;
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1.3 Nitrificacion

La nitrificacién es la oxidacién biologica del amoniaco, primero a nitrito
y posteriormente a nitrato. Las bacterias responsables de estas reacciones son
denominadas quimioautotréficas, debido a que emplean compuestos

inorganicos como fuente de energia.

La reaccion global de mitrificacion es;

NH* + 20; Bacterias > NO;- + 2H* + H,O

La nitrificacion suministra la fuente de energia para Ias; bactenas
nitrificantes y se consume una cantidad mucho mayor de amomaco en este
proceso para el crecimiento de las bactenias nitrificantes, que por la
incorporacion al nitrdgeno organico en la biomasa resultante. Hall y Murphy
(1980) encontraron que el nimero de nitrificantes presentes en lodos activados

en el laboratorio aumenta segun se reduce la tasa DBOs/TKN.

Un diverso grupo de bacilos, cocos, vibrios y espirilos tienen en comim
la capacidad para utilizar al amonio o nitrito como fuente de energia y al CO-

como fuente de carbono.



Existen algunos microorganismos gram negativos ¢apaces de efectuar la
fijacion de nitrogeno a partir de NH4Cl, Fritzsche y Niemann (1990) describen

que Klebsiella pneumoniae es capaz de ilevar a cabo este proceso.

R.C. Charley, D. G. Hooper y A.G. Mc Lee (1980) han demostrado que

concentraciones de N-NO,, superiores a 20.0 mg/t pueden nhibir ¢l proceso

de mitnificacion.

Dos reacciones no biologicas son aplicables a la nitrificacion biologica,
La reaccion de “VAN SLYKE” es el nombre que a veces se aplica a la

descomposicion del mtrito de amonio.

NHyt* +NOz- — S NH4NO; — 5 Ny + 2H;0

Esta reaccion ha sido investigada a fondo, en 1960 Smith y Clark
realizaron una completa investigacion de este efecto y presentaron un resumen
de los resultados obtenidos también por otros investigadores. La conclusion
general fue que la reaccion de VAN SLYKE procede a tasas significativas solo

en condiciones acidas, a valores de pH por debajo de cinco umidades.

También Smith y Clark llegaron a la conclusion de que en condiciones
acidas, y con suficiente disponibilidad de oxigeno, una cantidad significativa

de nitritos se oxidan a nitratos por un mecanismo quimico.



1.4 Metabolismo del Nitrégeno

El mtrégeno es necesario para la biosintesis de aminoacidos, pun'nas' y
pirimidinas y los microorganismos pueden obtenerlo a partir de compuestos
organicos o inorganicos. Las fuentes de nitrogeno inorgénico mas frecuentes
son nitrato (NO3~) y amonio (NH4*); otras fuentes inorganicas empleadas por
algunos microorganismos incluyen también al cianuro (CN-), cianato (OCN-),
tiocianato (SCN-), cianamida (NCN2-), nitrito (NO;") e hidroxilamina
(NH,OH). El nitrogeno gas también es empleado por algunas bacterias.

La asimilacién del amoniaco en aminoacidos por los microorganismos
requiere gasto de energia, muchas bacterias tienen dos vias para la asimilacion
del amoniaco y su funcionamiento depende de la concentracion externa de
este compuesto.

Cuando la cantidad de amoniaco es alta, funciona la via de “Glutamato
Deshidrogenasa™, efectuandose la sintesis de acido glutémicb a partir del
amonio y a-cetoglutarato. Esta reaccion requiere el poder de reduccion en
forma de NADPH" (u ocasionalmente como NADH*™).

COOH COOH
| Deshidrogenacion |
H;N-C-N Deshidrogenasa Glutamica)., C=0

CH; CH,

I I

CH, H,0 NH; CH,

] NAD(P)** NAD(P)H* |

COOH COOH
ACIDO L-GLUTAMICO ACIDO L-CETOGLUTARICO

* Dimncledtido de Niacina Adenina Fosfato
“D. l 5 -l de]l' . I l .



Cuando -las concentraciones de amoniaco son bajas, entra en
funcionamiento una secuencia de reacciones mas complejas que involucran a
la glutamina (amida del acido glutamico) que es sintetizada a partir del
glutamato y el amonio en una reaccién que requiere adenosin trifosfato (ATP)
y es catalizada por la enzima “GLUTAMINA SINTETASA™.

O
I
HO-C-(CH2),-CH-COO- + ATP + NHj >
|
NH;
GLUTAMATO

0
[
H3;N-C-(CH»);-CH-COO- + ADP + Pr

|
NH,

GLUTAMINA

En una segunda reaccion, la enzima “GLUTAMATO SINTETASA" cataliza la

transferencia del grupo amida a glutamina que al sumarse a una molécula

de a-cetoglutarato forma dos moléculas de glutamato.

GLUTAMINA + a-CETOGLUTARATO

> 2 GLUTAMINAS

Cuando se suman las dos reacciones resulta lo sigwente:

O-CETOGLUTARATO + NH3 + ATP > GLUTAMATO + ADP + Pi*

* FOSFORO INORGANICO



Una vez que el atomo de nitrégeno ha sido incorporado al glutamato
puede ser transferido a otros compuestos mediante la accion de las
transaminasas, que intercambian un grupo “amino” de un compuesto organico
por el grupo “ceto” de otro.

En las reacciones de transaminacion participa la enzima “pindoxal
fosfato”, que activa el grupo “amino” de tal manera que puede ser
transportado facilmente.

La “glutamina sintetasa”™ esta presente tanto en la forma activa como en
la inactiva, esto es consecuencia de la union del residuo de adenina
procedente de ATP a la molécula. Al proceso se le conoce como
ADENILACION,

La adenilacion de la “glutamina sintetasa” es favorecida por altas
concentraciones de amomaco, dando lugar a la inactivacion de la enzima. Sin
embargo, puesto que la “glutamato deshidrogenasa™ funciona cuando las
concentraciones de amoniaco son altas, Ja asimilacion de este itimo cambia la
via de la glutamina a la del glutamato. Cuando disminuyen las concentraciones
de amoniaco, la “glutamina sintetasa” se desadeniliza y vuelve a ser activa.

1.5 Fuentes de Nitrogeno

Las fuentes mas importantes de residuos mitrogenados corresponden a
los sectores de la industna quimica que fabrican y utilizan compuestos de
mitrogeno y a las fuentes bioldgicas, tales como residuos humanos, amimales v
de industnias procesadoras de alimentos.

Al considerar los residuos nitrogenados procedentes de la industria
quimica, se debe recordar que, asi como la mayoria de los productos quimicos
industriales, los compuestos de nitrogeno son valiosos y no se deben
desperdiciar. Sin embargo, las concentraciones tan bajas que resulte no
economicq £ impracticable recuperar los materiales de las corrientes del
proceso por operaciones quimicas normales, si pueden ser todavia
suficientemente altas en términos bioldgicos para causar contaminacion.
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El amoniaco y el dcido nitrico son productos quimicos industriales clave
y la industria de los fertilizantes en particular, implica la fabricacion del
amoniaco, acido nitrico, nitrato de amonio, sulfato de amonio y urea. Es
posible que todos ellos entren a las corrientes de aguas residuales comio
resultado de derrames, lavado de recipientes y la descarga de los depuradores.

La industria de explosivos fabrica también nitrato de amonio y utiliza el
acido nitrico como principal reactivo para la nitracion de diferentes materiales,
tales como desperdicios del algodon para la nitrocelulosa, tolueno para Tri
Nitro Tolueno (TNT) y glicenna para la nitroglicenina. El acido nitrico
también se usa en las industrias de acabados de metales para su limpieza y
desincrustacion y en la manufactura det plaguicida inorganico arseniato de
plomo. Asi mismo, ¢l proceso de carbonizacion del carbon, en el que se
obtiene el coque, es una fuente importante de aguas residuales que contienen
amoniaco.

El coque se utiliza para producir el acero, en la carbomizacion se
produce amoniaco y un numero valioso de materiales organicos. Con el
creciente costo y final agotamiento de los suministros de petroleo y gas
natural, es probable que una porcién significativa de la industria quimica
volvera a tener su base en el carbon como fuente de matenas primas asi como
de energia. Con el uso del carbon como matenia prima organica se implica una
carbonizacion, por lo que se presume que una fuente ya de por si grande de
aguas residuales nitrogenadas, resulte aiin mas significativa en el futuro.

El proceso “Solvay” para fabricar carbonato de sodio, es un proceso
clave que utiliza amoniaco como un reactivo intermedio, con lo que se crea
una corriente de aguas residuales nitrogenadas. Entre otras fuentes de residuos
amoniacales se encuentran las plantas de refrigeracion que utilizan amoniaco
como un liquido termodinamico, asi como algunas industrias y plantas para la
produccion de fibras sintéticas que utilizan amomaco en las operaciones de
lavado y limpieza; se ha empleado el hidroxido de amonio en [a neutralizacion
de aguas residuales industriales acidas

11



Entre las principales fuentes de nitrogeno organico se encuentran las
aguas residuales domeésticas, las suspensiones de origen animal provenientes
de las operaciones intensivas de cultivo y los residuos de alto contenido de
proteinas procedentes de ciertas operaciones de procesamiento de alimentos.

El nitrogeno organico se convierte en amoniaco por accion de los
microorganismos heterétrofos, de manera que gran parte del nitrogeno
organico se descompone en amoniaco mucho antes de llegar al punto de
disposicién o a ]a planta de tratamiento y, segun Culp, Wesner y Culp (1978),
el 90% del contenido de nitrogeno de las aguas residuales domésticas
primarias esta por lo general bajo la forma de amoniaco o compuestos de los
cuales se forma facilmente el amoniaco. Las aguas residuales domésticas son
débiles comparadas con las aguas residuales de las industrias biologicas como
resultado de su dilucidn con las aguas procedentes de baiios, descargas de los
servicios sanitarios, etc.

Las aguas negras domésticas contienen usualmente 35 myg/l de
nitrogena en forma de amoniaco y una DBOs de aproximadamente 200 a
350 mg/l. Estos valores se pueden usar para ilustrar las altas demandas de
oxigeno ejercidas para la mitrificacion del amomaco. El efecto de dilucion
tiene lugar en un grado mucho menor, en la recoleccion de suspensiones de
origen animal y los problemas de tratamiento de residuos procedentes de
operaciones intensivas de cultivo son el resultado tanto de su concentracion
global, como de su contenido de nitrogeno.

Las plantas procesadoras de leche son también fuentes de aguas
residuales nitrogenadas.

12



1.6 Fijacion de Nitrégeno

La contaminacion nitrogenada de las comrientes de agua proviene
también de fuentes naturales y adventicias. Una enorme cantidad de nitrogeno
del aire se convierte en compuestos de nitrégeno por medios naturales. Este
proceso llamado FIJACION DE NITROGENO ocurre por medios naturales y es
aproximadamente el doble de 1a realizada por la industria quitnica.

La mayor parte de la fijacion natural de nitrogeno se efectia por ciertos
tipos de microorganismos a pesar de que casi 15% se ha atnbuido a las
descargas eléctricas.

Lindberg, T, y Granhall U. (1984) identificaron a Enterobacter
agglomerans y Bacillus polymyxa como bacterias fijadoras de dinitrogeno
N»(C3H3) en la rizosfera de varios tipos de cereales y zacates forrajeros en
Suecia.

Los organismos capaces de fijar el nitrégeno despiertan actualmente
gran interés, ya que es posible que utilizando las técnicas de la ingenieria
genética, se podra conferir la capacidad de fijar el nitrogeno a diversos tipos
de microorganismos. No obstante, considerada desde el punto de vista de la
contaminacion, la fijacion de nitrogeno proporciona una fuente de
contaminantes nitrogenados potenciales.

Los compuestos de nitrogeno se abren paso hasta las corrientes de agua
al ser liberados de la vegetacion en descomposicion y de excrementos de aves
y animales, asi como de un modo adventicio como resultado de la actividad
humana. Esto incluye la lixiviacion de los fertilizantes de los terrenos
dedicados a la agricultura, y en precipitaciones pluviales y el polvo.

El nitrégeno presente en el polvo, y precipitado durante la lluvia.

proviene del uso de fertilizantes sintéticos en la agricultura y de la quema de
combustibles fosiles.

13



La fijacion de nitrégeno por anaerobios facultativos se restringe a
ciertos miembros de la familia Enterobacteriaceae, los cuales son capaces de
crecer en un gran numero de ambientes acudticos y terrestres. La fijacion de
nitrégeno por Kilebsiella se ha establecido en asociaciéon con hongos en fase
de decaimiento (Aho y col, 1974) y en agua y sedimentos marinos (Werner,
Evans y Sfidler, 1974).

La utilizacién del gas nitrégeno (N2) como fuente de nitrogeno se
denomina fijacién de nitrégeno y es una propiedad que poseen sélo algunas
bacterias y cianobacterias, entre las especies capaces de llevar a cabo esta
funcion se encuentran: Azotobacter sp., Mycobacterium flavum, Kiebsiella
sp., Spirillum lipoferum, Beijerinckia y Bacillus polymyxa. En este proceso,
el nitrégeno es reducido a amonio, que posteriormente es convertido a la
forma organica.

Una amplia variedad de bacterias es capaz de fijar el mirogeno, y alli se
incluyen organismos tanto anaerébicos como aerébicos, asi como ciertas algas
fotosintéticas verde azules (Painter, 1977).

14



2. OBJETIVO DEL ESTUDIO

Determinar la posible participacion de algunas bacterias de la famiha
Enterobactenaceae en ¢l proceso de nitnficacion en el tratamiento de las

aguas residuales.

3. HIPOTESIS

En el proceso de mitrificacion de las aguas residuales intervienen otras
bacterias diferentes a las de la familia Nitrobactenaceae vy al igual que éstas
tienen relacion con el pH y el tiempo de retencion del agua en los reactores

utilizados durante el proceso aerdbico del tratamiento biologico.
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4. ORIGINALIDAD

El presente estudio surge para establecer una relacion entre algunas
especies de la familia Enterobacteriaceae y el proceso de nitrificacion de un
agua residual. Este hecho se fundamenta en que existen ciertas enterobacterias
con capacidad de fijacion de nitrogeno atmosférico, ademas de que se
conocen [as rutas metabolicas de asimilacion de amoniaco por estos
organismos, por lo tanto, al aislar a algunas de estas bacterias de un reactor de
nitrificacion a escala de laboratorio se busco establecer si tenian participacion
directa e importante en el proceso, ya que tanto su tasa de crecimiento como
su capacidad de competir por el amonio disponible son mayores en

comparacion con las nitrobacterias.
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8. IMPORTANCIA

Dado que el proceso de mitrificacion es considerado como un
tratamiento avanzado del agua residual, es importante establecer si otros
microorganismos diferentes a las nitrobacterias (Nitrosomonas y Nitrobacter
que son capaces de crecer en un reactor biologico de mtrificacion) también

tienen participacion durante este proceso.

El presente estudio pretende establecer la participacion de alpunas

especies de la familia Enterobactenaceae durante el proceso de nitrificacion.
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6. MATERIAL Y METODOS

Para llevar a cabo el presente estudio se traz6é un plan de trabajo con
fechas y frecuencias bien definidas para la realizacion de los muestreos v
analisis, comenzando en mayo de 1994 y concluyendo en septiembre de ese

mismo afio.

6.1 Equipo Utilizado

Para el aislamiento de los microorganismos se utilizoé un reactor de
lodos activados de tipo completamente mezclado, con retomo de biomasa y
capacidad de 19 litros, al cual se le denomind REACTOR BIOLOGICO (RB). ya
que en €l se recibia el agua residual munmicipal cruda, previamente.
sedimentada, con un caudal de 19 ml/min y un tiempo de retencion hidraulico
de 0.69 dias, posteriormente el agua efluente pasaba a otros 2 reactores
(reactores biolégicos para nitrificacién), con sistema de aireacion y flujo
continuo, completamente mezclados y sin retorno de biomasa; uno de ellos
con capacidad de 10 litros y un tiempo de retencion hidraulico de |.16 dias
denominado REACTOR BIOLOGICO DE NITRIFICACION 1 (R1) Yy el otro, con
capacidad de 20 litros y un tiempo de retencion hidraulico de 4.63 dias

identificado como REACTOR BIOLOGICO DE NITRIFICACION 2 (R2), (Figura No.1).
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Figura No. 1. Diagrama de flujo de distribucién de reactores durante el proceso de
nitrificacion. :

Los reactores se construyeron de vidrio y las uniones fueron pegadas.
con silicon, ademads se utilizaron tapones de hule en los orificios de salida de
cada reactor a los cuales se adapté un embudo cuyo cono quedaba hacia el
interior y en la salida del mismo se inserté una manguera de latex, la cual por
gravedad conducia el agua tratada hacia un recipiente de plastico, en el

exterior.

La operacion de los reactores fue de flujo continuo, empleando para
esto bombas peristalticas marca Cole-Parmer, Instrument Co., Catalogo No.
7545-00 de 30 a 60 rpm. Una bomba de doble cabezal empleada para la
alimentacion del reactor biolégico (RB) y dos bombas de cabezal simple para
los reactores R1 y R2 respectivamente.

¢ Bombas PeristAlticas
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Para el sistema de agitacion se utilizaron motores Dayton, modelo
22811, 115 Volts, 48 Amps y 60 Hz a los que se adaptaron paletas de acero
inoxidable para operar a una velocidad de 120 rpm. Las paletas fueron
recubiertas con bamiz marino para ewitar la oxidacion y se aplico aire

burbujeando al reactor bioldgico “RB™.

El sistema se instald en un lugar cerrado, manteniendo una temperatura

aproximada de 20 °C (Figura No. 2 anexos).

6.2 Fuente de Agua Residual

El agua residual cruda empleada para este estudio se colectdé de un
registro localizado en la Facultad de Ciencias Biologicas, Unidad B, de la
U.A.N.L,, situada en Ciudad Universitaria, San Nicolas de los Garza, N.L ., el
cual corresponde al colector No. 4 segin plano proporcionado por Servicios
de Agua y Drenaje de Monterrey IPD, el cual recibe agua residual doméstica e

industrial (Plano anexos).

6.3 Conservacion de la Muestra

Las muestras de agua residual cruda se colectaron diariamente en
cubetas de plastico de 18 htros de capacidad y se mantuvicron
aproximadamente a 4 °C hasta el momento de su utilizacion (Figura No. 3

anexos).
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6.4 Montaje de Reactores

Para la colocacion de los reactores se acondiciono un espacio en el que
la temperatura pudiera ser controlada aproximadamente en 20 °C, estos se
distribuyeron como se observa en la figura No. 1, anterior.

El agua residual cruda, previamente sedimentada v conservada a una
temperatura de aproximadamente 4 °C se transfirio al reactor biologico de
lodos activados con un gasto de 19 ml/min. Posterionmente el agua paso a los
otros dos reactores bioldgicos para su nitrificacion con un gasto de 6 ml/min
para R1 y 3 ml/min para R2.

El agua efluente procedente de cada reactor s¢ obtuvo por decantacién
en recipientes de plastico y se emplearon para realizar su caractenzacion
fisicoquimica.

El estudio se realizo en el Laboratonio de Parasitologia y en el
Departamento de Ecologia Pesquera de la Facultad de Ciencias Biolégicas de
laUANL.

6.5 Parametros Fisicoquimicos

En cada reactor se analizaron penddicamente, durante 2 meses los
siguientes parametros fisicoquimicos: pH, temperatura, conductividad
eléctrica, alcalinidad total, nitrogeno organico (N org.), nitrogeno amoniacal
(N-NH3), nitrégeno de nitratos (N-NOs3), nitrogeno de nitnitos (N-NO,),
fosforo total, Oxigeno Disuelto (OD), Demanda Bioquimica de Oxigeno
(DBQOs), Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), Solidos Disueltos Totales
(SDT), Soélidos Suspendidos Totales (SST), Solidos Suspendidos Volatiles
(SSV), Solidos Totales (ST), Solidos Totales Volatiles (STV).
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6.5.1 Métodos Analiticos Utilizados

=
PARAMETRO METODO CLAVE
Sélidos Totales (ST) Gravimétrico 208 A* v 2340 C**
Solidos Suspendidos Totales (SST) Gravimétrico 208 D* v 2540 D**
Solidos Totales Volatiles (STV) Gravimétrico 208 E* y 2540 E**
Solidos Suspendidos Volatiles (SSV) Gravimétrico 208 E*y 2540 E**
Solidos Disueltos Totales Gravimétrico 208 C* v 2540 E**
(SDT)
Conductividad eléctrica Instrumental 205% y 2510 B**
(CE) (Conductumeétrico)
pH Instrumental 424 B* y 4500 B**
{Potenciométrico)
Nitrogeno amoniacal Colorimétrico de Nessler 418 B* » 4500-NH. C**
(N-NH,) Volumétrico 4!8 D* v 4500-NH, C**
Nitrogeno organico Macro-Kjeldahl 421 D* y 4500-Norg B**
(N-organico)
Nitrogeno de nitratos Reduccién con Cadmio 419 C* v 4500-NO, E**
(N-NO;,)
Nitrogeno de nitritos Colorimétrico 420* v 4500-NO, B**
(N-NO,)
Fosforo Colorimétrico 425 E* \ 4500-P D**
(Cloruro estanoso)
Demanda Quirmca de Oxigeno Reflujo abierto 508* y 52200 B**
(DQU)
Demanda Bioquimica de Oxigeno Método biologico 507* \ 3210 B*+
(DBO)) (Diluciones)
Alcalinidad Total Volumétrico 403% v 2320 B**

* Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater 141 Edition 1975 APHA-AW WA-WPCF
*+ Métodos Nosmalizados para analisis de Aguas Potables y Residuales. 1989 APHA-AWWA-WPCF,
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6.6 Aislamiento e Identificacion de Bacterias

6.6.1 Colecta de Muestras

Las muestras de agua procedentes del reactor bioldgico y de los
reactores biologicos de nitrificacion se colectaron en frascos de vidrio
estériles de 125 ml, con tapdén esmenlado y boca ancha, los cuales fueron
sumergidos en el interior de los reactores colectandose aproximadamente 100
ml, trasladandose al Laboratorio de Parasitologia de la Facultad de Ciencias
Biologicas de la U. AN L. para su analisis.

6.6.2 Aislamiento de Colonias Bacterianas

De cada muestra se transfirio por triplicado 1 ml a tubos de emsayo
conteniendo 5 ml de caldo nutritivo. Se incubaron a 35 °C durante 24 h y
posteriormente a partir de éstos, se sembro por estria cruzada en placas Petri
conteniendo agar soya tripticasa, agar Mc Conkey y agar EMB
respectivamente. Las cajas mmoculadas, conteniendo los diferentes medios de
cultivo, se incubaron a 35°C durante 24 h.

6.6.3 Identificacion de Bacterias Aisladas

Cada colonia distinta desarrollada en los diferentes medios de agar para
culttvo (agar soya tripticasa, agar Mc Conkey o agar EMB) se resembro en
tubos con agar soya tripticasa inclinado, se incubaron a 35°C por 24 b, ¥
posteriormente s¢ determind su morfologia mediante frotis y tincion de Gram
(Cowan y Steli; 1982).
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A las cepas que resultaron ser bacilos cortos Gram nepativos se les
practicod la prueba de citocromo oxidasa y dependiendo de la positividad
(oxidasa positiva) o negatividad (oxidasa negativa) de esta prueba se
realizaron las siguientes pruebas bioquimicas; para organismos oxidasa
positivos: motihdad, oxidacion-fermentacion de la glucosa y maltosa,
hidrélisis de la gelatina y del almidon, reduccion de nitratos-nitritos-nitrogeno
(gas), produccién de pigmento, acido sulfhidrico, indol, acetil-metil-carbinol,
crecimiento a 4 y 42°C, utilizacion de citrato como tunica fuente de carbono,
descarboxilacion de la omitina, hidrolisis de la urea y accion sobre
carbohidratos (glucosa, maltosa, manitol, sacarosa y lactosa).

Para los organismos oxidasa negativos se efectuaron las siguientes
pruebas: motihidad, roje de metilo, produccion de indol, acetil-metil-carbinol y
acido sulfhidrico, utilizacion de citratos como unica fuente de carbono,
hidrolisis de la urea, descarboxilacion de la lisina y omnitina, accion sobre la
glucosa, lactosa y sacarosa y oxidacion-fermentacion de la glucosa (Figura
No. 4 anexos),

La identificacion de los microorganismos se realizo aplicando los
resultados de las pruebas anteriores en cuadros especificos (Edwards y Ewing,
1972; Finegold y Martin, 1982; Krieger y Holt, 1984). Identificando a
Escherichia coli, Citrobacter freundii y Enterobacter agglomerans.

6.7 Comportamiento de Ias Bacterias Aisladas sobre
Diferentes Fuentes de Nitrogeno

Para evaluar si las bacterias aisladas eran capaces de oxidar el NO; o el
NH; se inocularon en medios de cultiva sintéticos, que contenian
concentraciones conocidas de NO, y-NHj3 respectivainente.

24



6.7.1 Composicién Quimica de los Medios Empleados para
Evaluar la Posible Oxidacion de NO; y NH;

MEDIO “A” (N-NO3)

Na H,POq 135¢g CaCl; « 2H,0O 0.i8¢
KH,PO, 07¢g FeCl; « 6H30 0014 ¢
MgSO; * 7TH,0 01g H;0 (DESTILADA) 1000 ml
NaHCQO; 05¢g

Antes de esterilizar se agregd mitrito de sodio (NaNO;) para tener una
concentracién final de 0.5 g/1000 ml (70 mg/l de N-NQ;) (Si se tiene el pH

adecuado).

MEDIO “B” (N-NH3)

Na H;PO4 135¢ CaCl; « 2H,0 0.18 g
KH,PO,4 07g FeCl; « 6H,0 0014 g
MgSQO4 * 7TH,0 01g H;0 (DESTILADA) 1000 mi
NaHCO; 05¢g

A este medio se le agregd después de la esterilizacién sulfato de amonio

esterilizado previamente por filtracion para tener una concentracion final de
0.05% (72.1 mg/l de N-NH3) (Si se tiene el pH adecuado).

6.7.2 Bacterias Utilizadas

Se emsayo experimentalmente con las tres bacterias aisladas de los
diferentes reactores en forma individual y con la mezcla de éstas (Escherichia

coli, Citrobacter freundii y Enterobacter agglomerans.)
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6.7.3 Preparacion del Inéculo

Para conocer el mimero de unidades formadoras de colonias (UFC) con
las que fueron inoculados los medios de cultivo se partié del mismo inéculo el
cual se prepard en solucion “buffer” de fosfatos pH 7.2 y se ajusté a una
turbidez equivalente al tubo No. 1 del Nefelometro de Macfarland (Kolmer y
Boemer, 1948). Posteriormente se realizo la cuenta bacteriana mediante
siembra de diluciones decimales en agar soya tripticasa, utilizando el método
de cuenta viable por difusion en placa.

Por estadisticas descriptivas se determiné el intervalo de confianza del
95% para la media de la poblacion, partiendo de 10 repeticiones de la
técnica de cuenta viable en placa, para encontrar el porcentaje de la muestra
que se desvia de la media que resulté con un coeficiente de variacion de

aproximadamente £ 13% y con esto evaluar el error en las\subsecuentes
determinaciones (Anexos).

6.7.4 Comportamiento de las Bacterias en los Medios de Cultivo
Utilizados

Para cada una de las tres bactenas estudiadas y para una mezcla de
éstas se mocularon dos matraces Erlenmeyer de 250 ml conteniendo cada uno
150 ml de medio de cultivo comrespondiente (medio A con N-NO; o
medio B con N-NH3). Ademas se utilizd un matraz con cada medio sm
inocular como control, siendo un total de 10 matraces.

A cada matraz se transfind 1 ml del indculo previamente preparado

(6.7.3); se incubaron a 28 T 2 °C durante 15 dias con burbujeo de aire que fue
esterilizado por filtracion. Los matraces considerados como control no fueron
inoculados y se incubaron en las mismas condiciones (figura 5, anexos).
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Para la mezcla de cultivos se utilizaron 0.33 ml de cada uno de los
indculos mencionados anteriormente, con lo que se obtuvo una mezcla
equivalente en cuanto a volumen, mads no asi en cuanto al nimero de
microorganismos adicionados de cada indculo.

En todos los matraces, con intervalos de 5 dias se substrajeron
submuestras de cada matraz en condiciones asépticas para determinar las
concentraciones de N-NOz, N-NO3; y N-NHs; finalmente a los |5 dias se
realizaron cuentas de bacterias por el método de difusion en placa.

6.7.4.1 Determinacién Cualitativa de N-NH;

Se transfirieron 3 gotas del cultivo a una placa de toque y se mezclaron
con un volumen equivalente de solucion reactiva de Nessler, la presencia de
N-NHj; se detecté por cambio de color naranja a amarillo (anexos).

6.7.4.2 Determinacion Cualitativa de N-NO,

A 0.5 ml del cultivo se agregaron 6 gotas de un reactivo preparado con
volimenes iguales de solucion A (0.02 g de a naftii amina en 100 ml de
HCI 1.5 N) vy solucion B (1 g de acido sulfanilico en 100 ml de HCl 1.5 N),
una coloracion roja indica la presencia de nitritos (anexos).

6.7.4.3 Determinacion Cualitativa de N-NO;
A los tubos en donde se realizé la prueba de nitritos (6.7.4.2) y cuyo
resultado fue negativo se les agrego 0.1 g de polvo de zinc. Una coloracion

roja indica la presencia de nitratos (anexos).
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6.7.4.4 Determinacién Cuantitativa de los Diferentes Compuestos
de Nitrogeno '

La determinacion cuantitativa de los diferentes compuestos de nitrogeno
en los medios de cultivo A y B se realizo en base a los “Métodos Estandares”
para andlisis de agua y agua residual (cuadro 6.5.1).

Determinacion titulométrica de N-NHjs
Determinacion de N-NO; por el método colorimétrico
Determinacion de N-NO3 por el método de reduccion de cadmio.

6.7.4.5 Cuenta de Bacterias en los Cultivos Realizados con los
Medios A y B, al Final del Perfodo de Incubaci@

Al momento de inocular los matraces con los medios de cultivo A y B,
y también después de incubar a 28 = 2°C por un total de 15 dias, se realizaron
nuevas cuentas en placa utilizando diluciones decimales de cada cultivo y se

procedio igual que cuando se preparo el indculo.
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7. RESULTADOS Y DISCUSIONES

La tabla 1 nos muestra la caracterizacion fisicoquimica del agua
residual municipal cruda sin sedimentar, durante el periodo de estudio.

4 <

C jmmze {smize lAgeS [Agoi2 {Apadt [Age3l {Sept? [Sepi6 |Scp24

pH 13 14 73 713 11 7.0 7.1 A3 73
CEumbosfom . 945 . 870 - 910 380 ... 040 1075 °.910 960 360
SDT mg/l. 630 79 610  S90 650 720 610 G40 580
Temp.9%C . 38 2% 9 2w 29 29 . 1% W W
Alc.totmg/l. 404 340 450 320 327 330 340 332 320
N-MHsmgo,. - 218 ~ . 19 197 . 4% Tys2 .18 2 194 204
Nogmgl 89 14 123 105 173 123 12 105 132
NNOgmgh -t BT & %02 <0085 <OBS <005  <U0S - <005 <005 <008
NNOsmgl =~ <01 <01 <01 06 2 <01 <01 <01 <]
Pootal mph, e TR0 497 6T . BA 15 - 98 - 482 . 9% 9.8
DBOsmg/l 260 240 280 340 190 240 350 200 175
DOOmghs 3901 430 606 6M SPTHN. 610 5% 40 460
SSTmgl 164 160 203290 180 150
STmgh L gl i fere Fhose0 s 36 T M0
SSVmgl .95 80 125 240 200 150 %0
STVamglior L M0 530 25 26, 360 a5 10 1.0 B
OD mg/. <0.1 <01 <01 <001 <01 <01 <01 <01 <0l

..

Tabla No. 1. Caracterizacion del agua residual cruda en las diferentes fechas del
muestreo.

SIMBOLOGIA:

pH potencial de Hidrogeno SD.T. Solidos Disueltos Totales

CE. Conductividad Eléctrica T Temperatura

N-NH3 Nitrégeno amoniacal N. org Nitrogeno organico

N-NO2 Nitrégeno de nitritos P. total Fosfaro total

N-NO3 Nitrégeno de nitratos DBOs Demanda Bioguimica de Oxigeno
DQO Demanda Quimica de Oxigeno SST Solidos Suspendidos Totales

ST Solidos Totales SSV Solidos Suspendidos Volatiles
STV  Sélidos Totales Volitiles * Al. total Alcalinidad total.
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La caracterizacion fisicoquimica promedio de 15 muestras de agua
residual efluente, sin sedimentar procedentes del reactor biologico y de los dos
reactores de nitrificacién, se presenta en la tabla 2.

PARAMETROS ! REACTOR | REACTORI REACTOR 2
" ' : BIOLOGICO .| Gasto =6 mi/min Gaste = 3 miimin
R Q = s o .

6h(dias) 0.69 _ 1.6 4.63
TEMPERATURA °C . . ST R N . 19
CONDUCTIVIDAD (y#mhos/cm) 900 770 . 820
pH fi - 7.8 72 7.4
ALC. TOTAL (mg/1) como CaCO3 322 170 (18
N-organico {mg/) . © S 3 15 23
N-NH; (mg/D) 25.2 6.1 0,38
W-NO; (mgdy 008 1.4 9.7
N-NOs (ing/l) ] 17 87 18
P-TOTAL fméﬂ}~ e . 69 . F. = o ¥ L LR
DBO; (mg/l)' 61.8 A ' .3-'9 \ 34
DQO (mg/) | -, 190 - g 85 54
SDT (mg/l) 600 520 550
SST (mg/) - R L . 3 200
ST (mg/) ‘ 740 670 755
SSVGIGHY s ke e w T et Ry 36
STV (mg/) 225 210 275

Tabla No. 2. Caracteristicas fisicoquimicas promedioc de 15 muestras de agua residual
efluente procedente del reactor biologico (RB) y de los reactores de nitrificacion (R1 y

R2).

SIMBOLOGIA:

N- NHj3 = Nitrgeno amoniacal

N-NO; = Nitrogeno de Nitritos

N-NO; = Nitrogeno de Nitratos

N-org. = Nitrogeno Organico

DBOs = Demanda Bioquimica de Oxigeno
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DQO = Demanda Quimica D¢ Oxigeno
SSV = Sélidos Suspendidos Volatiles
SST = Solidos Suspendidos Totales

SDT = Solidos Disuelios Totales
ST = Solidos Totales

STV = Solidos Totales Voldtiles



En la tabla 3 se presentan las enterobacterias aisladas en los
diferentes reactores:

LY " BACTERIAS AISLADAS

2

% S PP IR i

Enterobacter agélémmn:: C‘itr“ohbhact;fre;;dii y Escherichia coli

U B

-,

terobacter agglomerans y Escherichia coli

o

" Escherichia coli

Tabla No. 3. Bacterias aisladas de agua residual procedentes del reactor biologico (RB) y
de los reactores de nitrificacion (R1 y R2).

La tabla 4 presenta las cuentas bacterianas obtenidas en cultivos
agitados por aireacion al inicio de las pruebas y después.de 15 dias de
incubacion, a 28 * 2 °C, cuando se utilizaron dos medios de cultivo con

diferentes fuentes de nitrégeno (graficas 1, 2, 3 y 4 en anexos).

Se observa al final del periodo de incubacion, que las cuentas de
bacterias obtenidas cuando se utilizé el medio “B” (a base de N-NH3) fueron
mayores que las correspondientes al medio “A” (a base de N-NO,), lo que
indica que las bacterias utilizaron el amoniaco como unica fuente de
nitrogeno; sin embargo, cuando se utilizo el medio “A”, las cuentas
bacterianas fueron inferiores para E. coli y para la MEZCLA, lo que indica que
cuando la fuente de nitrogeno es el nitrito no lo emplearon ampliamente o
bien, éste puede incluso ser toxico para ciertas bacterias (R.C. Charley, D.G.
Hooper y A.G. McLee; 1980). Por ser mayor de 20.0 mg/l de NO, como N.
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Asimismo, es importante mencionar que E. coli fue la bactena cuyo
crecimiento resultd favorecido por el NH; como fuente de nitrogeno y ademas,
como se observa en la tabla 3, esta bacteria se aislé en los tres reactores

biolégicos que conformaron este estudio.

- 70 L7 1 CUENTAINICIAL | . CUENTAS FINALES EN LOS MEDIOS
MICROORGANISMG | MEDIOSAYSB | A LOS 18 DIAS
. i * { (TEEMPO CERO)*- -+ (UFC/ad) y rel. C.F.jc.i
(UFC/mi) N -
. oh Wwwu- ‘{:Flej MRDIO “p” CFled

E.Coli 95,000 _ ____20000] 021 300000000 1158
E agplomerans wo 1o seee] a7 so00) 214
C. freundii 8* 1,000 125 2.500 312
MEZCLA - 1 Laogoe. . 1. zeen| Ceer] T Jgsa,tm . &
CONTROL 0 0 o 0 .
(gréficas 1,2,3 y 4 en anexos) * Menor de 20 UFC/ml placa

Tabla Ne. 4. Cuentas bacterianas iniciales y finales obtenidas en cultivos agitados por
aireacion antes y después de ser incubados a 28 + 2° C durante 15 dias, utilizando medios
de cultivo con diferente fuente de nitrogeno.

El nimero de microorganismos presentes, después de 15 dias de
incubacion .con aireacion en los medios “A” y “B”, fue mayor para el medio,
con NHj3. Los valores mas altos de la cuenta viable en placa correspondieron a
Escherichia coli, mientras que E. agglomerans registro el menor crecimiento
de colonias.

_ “E. coli fue el microorganismo con la mayor tasa de crecimiento, lo cual
se -confirma, ya que esta bactenia estuvo presente en todos los reactores
blologicos durante la primera etapa del estudio.
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Se determin6 la concentracién de nitrogeno en sus diferentes formas
(NH3, NO; y NOs) con intervalos de 5 dias a partir de la inoculacion,

encontrandose que en el medio “B” (a base de suifato de amonio) la

concentracion de NH3 sufrié una ligera disminucion; por otro lado en el medio

“A” (a base de nitrito de sodio) una pequefia cantidad de NO; se oxid6 a NOs.

La tabla 5 presenta los valores de nitrégeno de NO; y NO3

determinados con intervalos de 5 dias en los matraces con medio “A” (a base

de NO»), inoculados con bacterias aisladas del agua residual de los diferentes

reactores (RB, R1 y R2), encontrandose que para nitritos la oxidacion

obtenida fue minima al término de 15 dias. Si se observa la concentracion

detectada de NO; en este tiempo se puede presumir que es equivalente al

nitrito oxidado. 1
MEDIO DE . CONCENTRACION ., CONCENTRACIONDE | No UFC | BO» flinde

COLTIVO "8 | ag N-NO; g t QM% (mgrty SJNAL . mxwé
MICROOROANS MG mm ST R L NLETE tﬁxﬂ 1S TR T : # 4
E. coli 70 69.7 | 692 | 69 0 03 |08 1 20X10° | 0.08
E. agglomerans | 70 698 | 695 | 692 |0 02 (05 |08 5X10° | 0.16
C. freundii 70 697 [ 697 [ 694 |0 03 |03 |oe IX10* | noo
MEZCLA 70 696 | 687 | 68.0 | © 04 |13 2.0 2X10° 1.0
CONTROL 70 70 70 70 0 0 ] 0 U ]

Tabla No. §. Oxidacion de nitrito (NO,) a nitrato (NO,) en el medio “A™ por accion de las

bacterias aisladas del agua residual procedente los reactores.
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En la tabla 6 se presenta la oxidacion del amoniaco a nitrato en el medio
“B” por accion de bacterias aisladas del agua residual procedente de los
diferentes reactores. Al igual que para el nitrito la oxidacion del amoniaco a
nitrato fue minima.

MEDIODE |7 CONCENTRACION ' CONCENTRACION DE N UFC | NOj fiisdo
CULTIVO*B™ L. . N-NHz(mg®) . © NNOy (mg/h) FINAL | urcxi08
A Ayt et s —
MICROORGANISMO | TCIAL | SDIAR [ 100tAS | ISDIAS | IICIAL [ 3DIAs ] 1ADIAS ] 13DIAE
E. coli 72.0 716 |71.2 70.9 0 0.4 0.8 1.1 000010’ | 0.0
E. agglomerans 720 [720 716 714 O 0 0.4 0.6 X' 0.02
C. freundii 720 (720 [71.8 717 |o 0 02 |03 2.5X10' | 012
MEZCLA 720 (71.8 [71.1 |709 o 0.5 0.9 1.1 680X 10° | nm?
CONTROL 720 J720 |[720 |720 O ] 0 0 0 )

y

Tabla No. 6. Oxidacion de amoniaco (NH,) a nitrato (NO,) en el medio “B" par accion de
las bacterias aisladas del agua residual procedente de los reactores.
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8. CONCLUSIONES

8.1 La concentracion de NH; en el medio “B” sufri6 una pequena
disminucién, lo cual confirma que los microorganismos inoculados en cada
matraz con aireacion fueron capaces de tomar el NH; e incorporarlo a
cualquiera de las rutas metabolicas descritas anteriormente (via de “Glutamato

Deshidrogenasa™ y la via de la “Glutamina Sintetasa™), ademas de efectuar la
oxidaciéon de NH; a NOs en pequefia escala.

8.2  En los matraces con aireacion que no fueron inoculados (controles) no
se observaron cambios en las concentraciones de NH; y NO;, las cuales
permanecieron constantes durante los 15 dias del ensayo, lo que indica que
para que ocurra la nitrificacion es necesaria la presencia de microorganismos,
o bien que existan condiciones diferentes de reaccion.
N

8.3 Al comparar el crecimiento bacteriano entre los medios “A” y “B” se
observé que el numero de microorganismos fue mayor en el medio “B” (a
base de NH3), esto nos indica que los microorganismos: tuvieron una mayor
facilidad para asimilar el NH; e incorporarlo a su metabolismo, lo cual
aparentemente no sucedié en el medio “A” (a base de NO;) donde el mimero
de microorganismos, o la velocidad de crecimiento de las diferentes especies
fue menor (tabla 4 y graficas 1, 2, 3 y 4 anexos). No obstante, es probable que
se haya producido algin efecto inhibidor por la alta concentracién inicial de
nitritos en el medio “A”.

8.4 Al analizar el comportamiento de cada wno de los microorganismos aislados
durante el presente estudio (tabla 3) se observa que E. coli se desarroll$ en todos los
reactores biologicos (RB, R1 y R2), E. agglomerans crecio en el reactor biologico
{RB) y en el reactor biologico de nitrificacion 1 (R1) y finalmente C. freundii solo se
aisl6 del reactor biologico de lodos activados (RB).
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8.5 El tiempo de retencion hidratlico y la disponibilidad de sustrato afectd
directamente a la variedad de enterobacterias, ya que a medida que aumento el
tiempo de retencion hidraulico en los tres reactores utihzados

(6yRB<6yR1<6yR2), disminuy6 la cantidad de materia organica (DBOs) y
por consiguiente la variedad de enterobacterias presentes. Esto puede explicar
por qué en el reactor de nitrificacion 2 (R2) sélo se aislo E. coli. (Tabla 3).

Con respecto al pH no pudo establecerse una relacion con la presencia
de enterobacterias en los diferentes reactores, ya que este parametro no sufrié
variaciones significativas durante el periodo de estudio, manteniéndose en un
rango de 7 a 7.5 unidades; ademas de que no se evalud el crecimiento de los
diferentes microorganismos en condiciones extremas de pH,

8.6 Tanto en el medio “A” (a base de NO3) como en el medio “B” (a base
de NH3) se observo una ligera oxidacion de los compuestos nitrogenados, asi
como una tendencia de crecimiento en cada uno de los diferentes medios de.
cultivo para cada microorganismo (Tabla No. 4). Se observo que la poblacion
de E. Coli disminuy6 de 95,000 a 20,000 UFC/ml, lo que equivale a 0.2]
veces la cantidad inicial de bacterias en el medio “A”, mientras que la
poblacion se incrementd hasta unas 3,160 veces en el medio “B”, ocurriendo
algo similar en los matraces inoculados con la mezcla de los microorganismos

ensayados.

8.7 Contrario a lo que ocurrié con E. coli y la mezcla de bacterias, cuando
se evalud el comportamiento de C. freundii y E. agglomerans, se observo
que el numero de éstos se incrementé en ambos medios. No obstante, es
importante mencionar que en general, con el medio “B” se obtuvieron cuentas

bacterianas mayores que cuando se empled el medio “A”.
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8.8 Al establecer una comparacion sobre la capacidad de las diferentes
bacterias involucradas en este estudio para crecer y oxidar (mitrificar) los
compuestos nitrogenados se observa que se partié de indculos con diferentes
densidades de bacterias en cada cultivo ensayado. No obstante, al relacionar
las producciones de nitratos contra las cuentas finales (UFC) de cada matraz
con cultivos, se podria inferir que en el medio “A” la mezcla de los géneros de
bacterias ensayadas produjeron la mayor proporcion de nitrificacion, seguida
por C. freundii (Tabla No. §), mientras que en el medio “B” la nitrificacion
fue mayor para C. freundii seguida por E. agglomerans.

8.9 Las tasas de oxidacion tanto de amoniaco (medio “B™) como de nitrito
(medio “A”) realizadas por las enterobacterias que fueron aisladas del reactor
bioldgico y de los reactores de nitrificacion | y 2, al someterlas a un medio de
cultivo sintético fueron relativamente muy pobres. Las concentraciones
(UFC/ml) de bacterias utilizadas en este estudio probablemente no representan
gran importancia para su consideracion como altemativa de nitrificacion en el
tratamiento de aguas residuales, domésticas 0 municipales en lugar de las
bacterias nitrificantes clasicamente reconocidas.
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10.1 Diagrama de Flujo
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10.2 Plano. Ubicacion del Colector No. 4.
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Figura No. 2. Instalacion del Sistema.
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Figura No. 4. Identificacion de las Bacterias Aisladas
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Figura No. 5. Incubacion de las Bacterias Aisladas en
los Medios de Cultivos A y B.
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10.4 Graficas
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Grifica 1. Cuentas bacterianas correspondientes a E. coli en los
medios A y B, inicio y final del periodo de incubacion de 15 dias.
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Grifica 2. Cuentas bacterianas correspondientes a E. agglomerans en
los medios A y B, inicio y final del periodo de incubacion de 15 dias.
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Grafica 3. Cuentas bacterianas correspondientes a Citrobacter
Sreundii en los medios A y B, inicio y final del periodo de
incubacion de 15 dias.
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10.5.a REACTIVOS PARA PRUEBAS CUALITATIVAS

-) Reactivo de Nessler:
Yoduro de Potasio (KI) 50¢

H;O (DESTILADA) 50ml

Disolver y agregar HgCl, (235 ml de agua) hasta formacion de un
precipitado.

Agregar 20 m] de NaOH 5N vy aforar a 100 ml.

-) Solucion A;

o Naftil amina 0.02 g.
HCI 1.5N 100 mi.

-) Solucién B:

Acido sulfanilico 1.0 g
HCI 1.5N 100 ml

Mezclar volimenes iguales de A y B antes de usar los reactivos.
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10.5.b PRUEBA ESTADISTICA DE CUENTAS VIABLES EN PLACA

Por medio de estadisticas descriptivas supomendo una distribucion
normal de los resultados se determiné el intervalo de confianza del 95% para
la media de una poblacién de un cultivo de bacterias, partiendo de [0
repeticiones de la técnica de cuenta viable en placa, para encontrar el
porcentaje de la muestra que se desvia de la media y con esto evaluar el error
en las subsecuentes determinaciones para los mismos titulos de bacterias.

Los conteos obtenidos (en UFC/ml) en las 10 repeticiones fueron los
siguientes:

86.6 x 106 843 x 100

76.7 x 106 100 x 106

73.1 x 106 954 x 106

80.5 x 106 72.5 x 106

85.2x10¢ 65.5 x 106
Justificacion:

a) Media (X): 81.965 x 106

b) Desviacién estandar (S2)!/2: 10.606 x 106
¢) Varianza (S2): 112.486 x 106

d) Minimo: 65.5 x 106

e) Maximo: 100 x 106

f) Coeficiente de vanacion (C.V.): 12.94%
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ESTIMACION DE LA MEDIA (95% DE CONFIANZA)

p=Xz ()
\/n-l
= [ 819651 (296)(10.606)

\n 10-1
w= 1.965%1046

71.5% 106< 1 <92.43 x 106 %

* Debido a que las medidas fueron en millones (106) los limtes de la
estimacion de la media se multiplican por ¢] factor.
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