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ARR: Agua residual de rastro.
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RESUMEN

Los biofiltros son estructuras compuestas de microorganismos adheridos a una
superficie (soporte) que pueden remover contaminantes del aire o del agua con
una gran eficiencia. Diversas investigaciones se han realizado para probar
soportes tanto naturales como artificiales con el fin de aumentar la eficiencia de
remocién de un biofiltro. En esta investigacion, el objetivo fue evaluar la eficiencia
de remocién de la demanda quimica de oxigeno (DQO), coliformes y sélidos de
un biofiltro anaerobio empacado con fibra de Agave sisalana recubierta con pirrol
y anilina, el cual fue utilizado para el tratamiento de agua residual del rastro TIF
377, experimento que fue realizado a temperatura ambiente durante los meses
de mayo a diciembre del afio 2018. El biofiltro present6 una remocion de la DQO
hasta el 98%, una remocion de sdlidos totales (ST) de 45.57% y la remocién de
sélidos suspendidos totales (SST) del 100%, un 90% de remocion de coliformes

totales y fecales, y el pH en el biofiltro se mantuvo en un rango de entre 7 a 8.

Palabras clave: biofiltro, agua residual del rastro, Agave sisalana.

Abstract

Biofilters are structures composed of microorganisms attached to a surface
(support) that can remove pollutants from the air or water with high efficiency.
Several investigations have focused on the assessment of natural and artificial
supports in order to increase the removal efficiency of a biofilter. The objective of
the present work was to assess the removal efficiency of an anaerobic biofilter in
that treated a wastewater from a slaughterhouse (TIF 377). The removal
efficiency of the chemical oxygen demand (COD), coliforms and solids were

determined. The anaerobic biofilter was packed with Agave sisalana fibers. The

X



fibers were coated with pyrrole and aniline. The wastewater treatments process
was carried out at room temperature for 7 months (from May to December 2018).
The biofilter showed a 98% COD removal efficiency, 45.57% removal efficiency
of total solids (TS), a 100% removal efficiency of total suspended solids (TSS), a
90% removal efficiency of fecal coliforms. The pH in the biofilter was maintained
in a range of 7 to 8.

Keywords: biofilter, slaughterhouse wastewater, Agave sisalana.
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1. INTRODUCCION

La generacion de aguas residuales es un problema ambiental causante de dafios
a la salud humana (Miranda et al., 1996). La calidad del agua se mide en base a
sus propiedades fisicas, quimicas y biologicas (Peters et al., 2009); su estado
determina el uso que se le asignard, ya sea como agua potable, para recreacion,
para la industria o la agricultura, por lo son necesarios estandares de calidad

especificos para la asignacion de sus usos.

En México las descargas de aguas residuales son un grave problema que afecta
el medio ambiente, ya que existen mas de 1000 mataderos o rastros municipales,
de los cuales solo 25 cuentan con plantas de tratamiento de aguas residuales
(Romero et al., 2012).

El tratamiento bioldgico de las aguas es una alternativa factible para depurar una
amplia gama de residuos industriales, el cual minimiza el impacto de los
contaminantes sobre el ambiente (Marin et al., 2003). Las aguas residuales de
un matadero o rastro pueden ser tratadas por digestién anaerobia, debido a que
contienen altas concentraciones de materia organica biodegradable, alcalinidad
adecuada, nitrogeno, fosforo y micronutrientes que favorecen el crecimiento

bacteriano (Romero, 2001).

La composicion de las aguas residuales de un matadero o rastro municipal
dependen de, la especie que se procesa. Generalmente contienen sangre,
contenido ruminal o estomacal, excremento, grasa, proteina, pelos huesos,
plumas, pelusas, residuos de carne, alimentos no digeridos por los intestinos,
tripas, ademas de que presentan un pH alto y contienen grandes cantidades de
microorganismos patégenos como Salmonella, Shigella, Vibrio cholerae y virus,
entre otros; los cuales son causa de un gran numero de enfermedades como

fiebre tifoidea, disenteria, cllera, hepatitis, etc., (Signorini et al., 2006).



Un biofiltro para el tratamiento de las aguas residuales es, basicamente, un
reactor empacado con un soporte que favorece el crecimiento de
microorganismos, los cuales tienen la capacidad de depurar el liquido con alto
contenido de contaminantes. Estos microorganismos pueden ser aerobios o
anaerobios y se nutren del agua residual (Rodriguez, 2014). En el tratamiento
biolégico del agua residual del rastro se han utilizado diferentes tipos de soportes.
Los materiales que se utilizan como soporte han sido clasificados en naturales y
sintéticos, estos ultimos son biol6gicamente inactivos. Se ha reportado el uso de
diversos materiales sintéticos como: polipropileno (Naik y Setty, 2012), alcohol
polivinilico (Takei et al., 2011), poliuretano (He et at., 2009), poliestireno (Ullah et
al., 2010) y poliuretano modificado (Zhou et al., 2010), entre otros.

2. Objetivo general
Monitorear el desempefio de un biofiltro anaerobio empacado con Agave sisalana
recubierta con pirrol y anilina en el tratamiento de agua residual del rastro tipo
TIF 377.

2.1. Objetivos especificos
1. Cuantificar la eficiencia de remocion de la demanda quimica de oxigeno,
coliformes totales y fecales, solidos totales y solidos totales disueltos en el

tratamiento de agua residual del rastro.

2. Realizar el andlisis de los resultados obtenidos.

2.2. Hipotesis
El biofiltro empacado con Agave sisalana polimerizado con pirrol y anilina
presentara una remocion estable de materia organica durante los siete meses de

monitoreo.



3. REVISION DE LITERATURA

3.1. Generalidades

México tiene aproximadamente 0.1% del total de agua dulce disponible a nivel
mundial, lo que determina que gran parte del territorio nacional este catalogado

como zona semidesértica.

México tiene una crisis de sobreexplotacién de acuiferos: CONAGUA informo,
que delos 653 acuiferos existentes en el pais, 115 se encuentran
sobreexplotados (Ruiz et al., 2015). Lo que afirma que en las ultimas seis
décadas, el agua disponible por cada habitante pasé de 49.4 m® por habitante al
dia en el 1950, a 10.9 m® en el 2013 (Periédicos Asociados en Red, 2014).

3.2. Usos del agua en México

En promedio, cada persona en México consume 360 litros de agua por dia; del
total de agua dulce utilizada, este sector representa 14% (abastecimiento
publico); 77% se utiliza en la agricultura, el 5% en las termoeléctricas, el 4% en
la industria y aproximadamente el 10.6 millones de mexicanos no cuentan con
agua potable (INEGI, 2012)

Aqgricola Abastecimiento
I’ ?;% " publico 14%

Termoeléctricas
5%

Industria
autcabastecida 4%

Figura 1. Usos del agua en México (INEGI, 2012)



3.3. Contaminacion del agua en México
El 70% de los lagos, lagunas, rios, y otros cuerpos de agua presentan algun
grado de contaminacion en México (CONAGUA, 2017)

El término contaminacion hace referencia a la introduccion de cualquier agente,
ya sea quimico, fisico o biolégico, el cual estando presente tiene algun efecto

nocivo en el entorno natural, la salud y el bienestar de las personas.

La mala calidad del agua superficial es un factor limitante para su

aprovechamiento, en términos de DBO (demanda biolégica de oxigeno):

e ElI 22.7% del total del agua superficial se encuentra contaminada o
fuertemente contaminada.
e EIl 33.2% del total del agua superficial tiene calidad aceptable.

e EI 44.1% del total del agua superficial tiene calidad buena y excelente.

Oficialmente el 92.0% de la poblacion mexicana tiene acceso al servicio publico
de agua potable, este porcentaje disminuye drasticamente cuando se considera
su calidad.

En México solamente el 47.5% de las aguas residuales colectadas reciben algun
tipo de tratamiento, y s6lo un porcentaje mucho mas bajo (dificil de precisar por
la falta de monitoreo y vigilancia) cumple debidamente con las normas de calidad
de las descargas. Constitucionalmente, los municipios tienen la obligacién de

ofrecer el servicio publico de agua potable y de tratar las aguas residuales.

Por lo que es necesario hacer uso racional del agua en los rastros y mataderos,
se recomienda usar eficientemente el liquido durante todos y cada uno de los

procesos de limpieza que se desarrollen (Bonilla et al., 2007).

3.4. Generacion de aguas residuales en México
Las descargas de aguas residuales de origen urbano provienen de viviendas,

edificios publicos y de la escorrentia urbana que se colecta en el drenaje. Los



contaminantes principales, son el nitrogeno y fésforo, los compuestos organicos,
las bacterias coliformes fecales, la materia orgénica, entre muchos otros
(Jiménez et al., 2010).

La descarga de aguas residuales domésticas, industriales, agricolas y pecuarias
sin ningun tipo de tratamiento provoca contaminacion en los cuerpos de agua
receptores disminuyendo la calidad de las aguas superficiales y subterraneas, lo
gue genera un grave problema ambiental y de salud. El volumen vertido o
descargado de las aguas residuales es aproximadamente 23 millones de litros
por dia. Dicho volumen representa el 0.4% del total de las aguas residuales de
origen urbano. De éste 0.4%, el 62.8% no recibe un tratamiento previo a su
descarga (COFEPRIS, 2006).

3.5. Caracteristicas del agua de rastro
Existen en México cuatro diferentes establecimientos dedicados a la matanza de
animales de abasto: rastros municipales, rastros particulares; establecimientos

Tipo Inspeccién Federal (TIF) y mataderos clandestinos (Castillo et al., 2001).

Las aguas residuales de los rastros contienen sélidos suspendidos, compuestos
organicos coloidales y disueltos, de los cuales gran parte son biodegradables,
como las proteinas y grasas. Ademas, contienen una concentracion muy alta de
carbono, nitrégeno, fosforo y sales (Cuetos et al., 2010), asi como detergentes y
desinfectantes procedentes de las operaciones de limpieza, asi como virus,

bacterias y patdgenos.
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Tabla 1. Concentraciones promedio de contaminantes en el agua residual de rastro (Jarauta,

2005).
Parametro (Unidad) Concentracion
DBOs (mg/L) 1200 -7000
DQO (mg/L) 4000 - 12000
SST (mg/L) 300 - 2500
Nitrégeno total (mg/L) 200 -750
Grasas y aceites (mg/L) 100 - 600
pH (mg/L) 6.8-7.8

El volumen total de aguas residuales generado, esta directamente relacionado

con la cantidad de agua que se utiliza.

De acuerdo con la EPA el agua residual de los rastros es considerada como una
de las mas dafinas (Hamdy y Amal, 2001), debido a su alto contenido de
contaminantes organicos, las descargas de aguas residuales de los rastros, al
ser descargadas sin ningun tipo de tratamiento causan impactos graves en las
aguas superficiales, acabando con el oxigeno disuelto de los cuerpos receptores
(Castillo et al., 2001).

3.6. Tratamiento biolégico de agua residual

El tratamiento bioldgico resulta ser una buena opcién de depuracién en el
tratamiento de las aguas residuales, el tratamiento bioldgico se basa la capacidad
gue tienen los microorganismos para convertir la materia organica (disuelta o en
suspension) en nuevo tejido celular y diferentes tipos de gases. En el tratamiento
bioldgico de las aguas residuales el oxigeno tiene una funcién muy importante,
ya que la ausencia o presencia del mismo condiciona el tipo de microorganismos

gue se encargaran de degradar y eliminar la materia organica. En funcion de esto,

11



los tratamientos pueden ser aerobios (en presencia de oxigeno) o anaerobios (en

ausencia de oxigeno) (Mejia-Lopez et al., 2017).

3.7. Tratamiento aerobio

Una parte de la materia organica es oxidada por la flora bacteriana, de esta forma
obtiene la energia necesaria para el mantenimiento celular. De manera
simultanea, otra parte de la materia organica se convierte en tejido celular nuevo

(sintesis celular), para ello se emplea la energia liberada en la fase de oxidacion.

Oxidacion
CHONS + O2 + Bacterias —> CO2 + H20 + NHs + Otros productos finales +

Energia

Sintesis
CHONS + Oz + Energia Bacterias —> CsH7O2N

Donde CHONS representa a los elementos que predominan en la materia
organica de las aguas residuales y CsH7O2N la composicion media de los
microorganismos encargados de la biodegradaciéon de la materia organica
(Hoover y Porges, 1952).

Finalmente, cuando la materia organica disponible es consumida, las nuevas
células empiezan a consumir su propio tejido celular con la finalidad de obtener
energia para el mantenimiento celular. A este proceso se le conoce como

respiracion endégena.

Respiracion endégena
CsH70O2N + 502 Bacterias —> 502 + 2H20 + NHs + Energia.

12



3.8. Tratamiento anaerobio o digestién anaerobia

Los tratamientos anaerobios han sido ampliamente empleados en el tratamiento
de aguas residuales con altas cargas organicas. Los procesos aerobios son
bastante apropiados para la depuracion de aguas residuales de los rastros
(Reyes et al., 2009).

En el tratamiento de las aguas residuales con alto contenido de materia organica
los procesos de tratamiento anaerobios son mas ventajosos que los tratamientos
aerobios, debido a que mas del 90% de la energia disponible es convertida en
metano y el 10% de la energia restante es asimilada por las células bacterianas
(Malina, 1992).

La digestion anaerobia es un proceso biolégico en donde gran parte de la materia
organica es convertida en biogas, que es una mezcla de diéxido de carbono y
metano, con trazas de otros elementos como acido sulfhidrico, nitrégeno e
hidrogeno, gracias a un consorcio de bacterias sensibles o completamente

inhibidas por el oxigeno (Moller et al., 2004).

Materia organica — CHa + CO2

Figura 2. Degradacion de la materia orgénica.

3.9. Etapas de la digestién anaerobia

La digestibn anaerdbica (D. A.) es un proceso bioquimico que acurre en el
tratamiento anaerobio de las aguas residuales, La D.A. consiste en la
degradacion de la materia organica realizada por un grupo de diferentes
microorganismos que transforman los compuestos organicos complejos
(proteinas, carbohidratos y lipidos) en productos mas simples como: Gas

carbonico, gas sulfhidrico, metano y amonio (Alcocer y Francia, 2015).

La degradacién de la materia organica es un proceso bastante complejo, es

llevado a cabo en grupos de reacciones en serien y en paralelo, de las que se

13



tienen en cuenta procesos diferentes de conversion, los cuales se incluyen en las

etapas de: Hidrdlisis, Acidogénesis, Acetogénesis y Metanogénesisse (figura 3).

3.9.1 Hidrdlisis

El primer paso de la digestion anaerobia es la transformacién por via enzimatica
(hidrdlisis) de los compuestos organicos de alto peso molecular en compuestos
que puedan servir como fuente de energia y carbono celular (Metcalf y Eddy,
2003). Los compuestos complejos de la materia organica son: proteinas,

carbohidratos y lipidos.

Las reacciones de la hidrolisis son llevadas a cabo por bacterias anaerobias
facultativas, los géneros que participan mas frecuentemente son los miembros
de la familia Enterobacteriaceae, asi como los géneros Bacillus,

Peptostreptococcus, Propionibacterium, Bacteroides, Micrococcus y Clostridium.

3.9.2. Acidogénesis
El segundo paso en la digestion anaerobia es la acidogénesis, la cual implica la
conversion de los compuestos producidos en la etapa de la hidrdlisis en

compuestos intermediarios de menor peso molecular (Metcalf y Eddy, 2003).

En esta etapa la materia organica es biodegradada a AGV (&cido acético,
propionico y butirico), diéxido de carbono, hidrogeno y alcoholes por una
poblacion bacteriana heterogénea. Las bacterias acidogénicas se reproducen
rapidamente, su tiempo de duplicacion es de 30 minutos como minimo (Mussati
et al., 1999), la reaccion preferida por estas bacterias es la que conduce a &acido
acético; las otras reacciones son una respuesta de las bacterias a la acumulacion
de hidrégeno durante las perturbaciones de carga al sistema, lo que a su vez

produce acido butirico, acido propiénico y etanol.

3.9.3 Acetogeénesis

Mientras algunos productos de la digestion anaerobia pueden ser metabolizados
de manera directa por los microorganismos metanogénicos (Hz y acetato), otros
como: valeriato, butirato, propionato, algunos aminoacidos, etc. necesitan ser

transformados en productos mas sencillos como: hidrégeno y acetato, este
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proceso es realozado por las bacterias acetogénicas. Los procesos acetogénicos
son energéticamente dificiles de realizar, por lo cual ser ayudados de los
microorganismos metanogénicos o de otros microrganismos consumidores de
hidrogeno, la energia libre en esta reaccion depende de la presion del hidrogeno
en el medio. Un tipo de microorganismos especificos son llamados
homoacetogénicos, los cuales consumen CO2y Hzy producen acetato (Campos
et al., 2001).

Una metanogénesis eficiente es resultado de la oxidacion de los productos de
fermentacién como: el propionato y el butirato en acetato, CO2 y Hz, la cual es
llevada a cabo por un grupo denominado “organismos acetdgenicos productores

obligados de hidrégeno (OHPA)”, este proceso es conocido como acetogénesis.

3.9.4 Metanogénesis

Esta etapa es la ultima del proceso de digestibn anaerobia, es la conversion
bacteriana de los compuestos intermediarios en productos finales mas simples
(principalmente el dioxido de carbono y el metano). Es considerada la etapa mas

lenta del proceso de degradacion anaerobia (Mara y Horan, 2003).

Las bacterias metanogénicas pertenecen al reino Archeaea, son anaerobias
estrictas, las cuales producen metano como principal producto del metabolismo

energeético.
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Figura 3. Etapas del proceso de la digestién anaerobia (Apples et al., 2018).

Los tratamientos anaerobios han despertado gran interés en las ultimas décadas.
Lo que se le atribuye principalmente a dos factores: 1) al reconocimiento de las
ventajas de los procesos anaerobios, 2) al mayor entendimiento de la
microbiologia y bioquimica anaerobia junto con los avances de la ingenieria de

procesos (Sarti et al., 2007).

3.10. TECNOLOGIA DE LOS PROCESOS ANAEROBIOS

En cuanto a las tecnologias anaerobias disponibles, una de las caracteristicas
que permite hacer distinciones entre los reactores anaerobios y aerobios, es la
forma en que la biomasa se puede encontrar, ya sea fija 0 suspendida al interior
del reactor. De acuerdo a esta caracteristica se muestran en la siguiente tabla los

distintos tipos de reactores que existen (Chamy et al., 2003).
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Tabla 2. Clasificacion de reactores anaerobios de acuerdo al tipo de biomasa (Chamy et al.,

2003).

Biomasa suspendida

Biomasa fija

Biomasa
autoinmovilizada

Por lotes Filtro anaerobio UASB
RCTA De lecho suspendido EGSB
Contacto Lecho fluidizado

3.11. Tipos de reactores anaerobios

No existe un tipo de reactor que sea el adecuado para todas las situaciones,
debido a la existencia de diversos factores que influyen en el proceso como: la
naturaleza del agua residual, el caudal, la disponibilidad de espacio, los costes
de inversion y operacion, etc. Por esta razon se han desarrollado una variedad
muy grande de reactores anaerobios, los cuales se clasifican en dos grandes
grupos dependiendo de la velocidad de carga con la que pueden operar.

1.- Reactores de baja carga.

2.- Reactores de alta carga.

3.12. Reactores de baja carga

El sistema mas representativo de los reactores de baja carga, es el reactor de
contacto anaerobio, el cual es la version anaerobia del sistema de fangos
activados, debido a que la biomasa forma fl6culos que se mantienen suspendidos
y se separan del efluente en un decantador externo para ser devueltos al tanque

de contacto (Pipyn et al., 1993).

3.13. Reactores de alta carga
La principal diferencia entre los reactores de baja carga y los reactores de alta
carga, es que los reactores de alta carga pueden retener elevadas

concentraciones de biomasa en su interior, con ello se compensa la baja
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velocidad de crecimiento de los microorganismos anaerobios, y por tanto, tienen
la capacidad de tratar elevadas cargas organicas.
Estos reactores se dividen en dos grupos, dependiendo de la forma en que la

biomasa es retenida.

3.14. Reactores de biomasa suspendida

En los reactores de biomasa suspendida los microorganismos se asocian en
floculos, los cuales se encuentran suspendidos en el liquido gracias al mezclado,
los cuales presentan un area superficial alta, lo que les permite una buena
penetracion de nutrientes y oxigeno. Al final del proceso, es utilizado un tanque
sedimentador que sirve para separar los microorganismos de la fase liquida y
recircular una parte de la biomasa. Un ejemplo de este tipo de reactores es el
sistema de lodos activados (Nava et al., 2014).

Estos reactores presentan problemas operativos como la flotacion de lodos
debido a la presencia en exceso de bacterias filamentosas, como una
consecuencia de los bajos niveles de oxigeno disuelto y pH, variaciones de
temperatura, deficiencia de nutrientes, tiempos de retencién celular altos y de las
relaciones bajas de A/M (alimento/microorganismos) (Martins et al., 2004).

El principal representante de los reactores de biomasa suspendida es el reactor
anaerobio de lecho de fangos, UASB (Upflow Anaerobic Sludge Blanket).

3.15. Reactores de biomasa adherida (biopeliculas)

En estos reactores los microorganismos crecen adheridos a un material inerte,
ya sea sintético (espumas, plasticos, ceramicas, entre otros) o natural
(principalmente carbén, rocas, basalto, entre otros). En este tipo de reactores las
bacterias se adhieren a la superficie del material mediante la produccion de
sustancias poliméricas extracelulares (SPE) las cuales actian como pegamento,
permitiendo asi el crecimiento de la biopelicula. La eficiencia de estos sistemas
en el tratamiento de aguas residuales con alta carga organica, radica en la

capacidad que tienen estos reactores de almacenar una alta concentracion de
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biomasa; la actividad metabdlica es atribuida a la alta concentracion de nutrientes
adheridos a la biopelicula y a la interaccion de las diferentes especies
microbianas; presenta mejor resistencia a la toxicidad, esto es por el efecto
protector de la matriz extracelular, la que puede reducir la concentracion de
sustancias toxicas en la biopelicula (Cohen, 2001).

Los reactores de biomasa adherida presentan ventajas con respecto al sistema
de lodos activados (Odegaar et al., 1994):

1) El proceso es mas compacto debido a la disponibilidad de una mayor area de
superficie especifica.

2) No se requiere de una recirculacion de lodos para mantener concentraciones
altas de biomasa.

3) Se presentan tasas de nitrificacion y desnitrificacion muy altas, esto es debido
a la coexistencia de una actividad metabdlica andxica y aerobia dentro del mismo

reactor.

3.16. Reactores anaerobios de pelicula fija

La finalidad de retener el mayor tiempo posible las células bacterianas en el
reactor, como es el caso del filtro anaerobio, llevo a desarrollar reactores en los
que fuera posible la retencién de biomasa, para lo cual en necesario proporcionar
un medio de soporte en el que las bacterias puedan fijarse y a su vez puedan
desarrollarse grandes colonias sobre la superficie del material de soporte.

En los digestores de pelicula fija el tiempo de retencién de soélidos resulta muy
prolongado, por lo que el proceso se ve favorecido, al tener una concentracion
de biomasa mas elevada. Los reactores de pelicula fija se han desarrollado,
mayormente para operar con flujo ascendente; en los que el agua de desecho
simplemente fluye a lo largo del tanque de reaccion y el contacto de ella con las
células bacterianas provoca las reacciones de degradacion de la materia
organica (Mejia, 1996).

Debido al desarrollo de los modelos de reactores de pelicula fija se ha logrado la

aplicacion de la digestién anaerobia en el tratamiento de las aguas residuales
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industriales con altas concentraciones de materia biodegradable en forma soluble

con buen éxito.

3.17. SOPORTES

La selecciéon de un medio de soporte con caracteristicas fisicas y quimicas
adecuadas influye de manera directa sobre la adherencia de la biopelicula; éstas
son porosidad (con la finalidad de permitir un intercambio constante de
materiales), estabilidad biolégica y quimica, facilidad de operacion vy
regeneracion, superficie especifica (una superficie amplia para la adherencia
celular), resistencia a solventes, enzimas y a cambios de presién, entre otras
(Solano y Rangel, 2006). Los microorganismos se adhieren en la superficie y
crean una pelicula biologica.

Las dimensiones del material de soporte dependeran de la naturaleza de las
aguas residuales a tratar, para poder garantizar el maximo contacto entre la
biopelicula y el contenido de materia organica del afluente (Cruz, 2009).
Teniendo como principal finalidad permitir la acumulacion de grandes cantidades
de biomasa, con un constante aumento de tiempos de retencién celular, actia
como una barrera fisica, la cual evita que los sélidos sean arrastrados en el
efluente y mejora el contacto entre los componentes del afluente y los sdlidos

bioldgicos que se encuentran contenidos en el biofiltro (Dorado et al., 2010)

3.18. Soportes naturales

Con el desarrollo de nuevos materiales de soporte para los microorganismos, los
procesos de biopeliculas han recibido mayor atencién en el tratamiento de las
aguas residuales domesticas e incluso de las aguas residuales industriales.
(Zhang et al., 2010). Los materiales de soportes naturales mas comunmente
utilizados son: ixtle, bambd, luffa, coyonoxtle, cafia de azucar, fibras de coco y

conchas de ostras.
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Figura 4. Biopelicula soportada en fibra de ixtle (Vdzquez-Solano et al., 2014)

3.19. Soportes sintéticos

Por otra parte, se han empleado un gran namero de polimeros sintéticos, entre
ellos, espuma de poliuretano, cloruro de polivinilo y polipropileno, los cuales
presentan las caracteristicas mencionadas anteriormente, y cuya
implementacion ha permitido alcanzar grados diferentes de eficiencia en
procesos de tratamientos de las aguas residuales. Existe una gran variedad de
polimeros sintéticos, de los cuales muchos constituyen componentes
mayoritarios de una grande gama de productos descartables de uso cotidiano, la
determinacién su capacidad para la inmovilizacién de biomasa microbiana resulta
ser una muy buena estrategia de aprovechamiento alternativo de dichos
materiales, optimizando el desempefio de sistemas de tratamientos bioldgicos de
las aguas residuales.
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grafito y polipirrol (Pérez-Rodriguez et al., 2016)

3.20. BIOPELICULA

Las biopeliculas son conglomeraciones complejas de microorganismos, las
cuales pueden ser de una o varias especies, contenidas dentro de una matriz
extracelular, adheridos a superficies abiéticas o bibticas (Sanchez et al., 2014).
Compuestas principalmente por polisacéaridos, proteinas y pueden contener
algunas veces lipidos, acidos nucleicos y otros biopolimeros. En los sistemas de
tratamientos basados en biopeliculas, los microorganismos tienden a unirse entre
si, a adherirse a distintas superficies sélidas, a reproducirse y a crecer a través
de la produccién de polisacaridos extracelulares (PEC).

Las biopeliculas que tienden a desarrollarse sobre materiales porosos son mas
estables y resistentes (Cunningham et al., 1990; Iwai y Kitao, 1994).

Las biopeliculas han cobrado gran importancia en el tratamiento de las aguas
residuales, esto se debe a que la concentracion de la biomasa puede llegar a ser
hasta diez veces mayor que la concentracion en cultivo liquido (Casey et al.,
1999).
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3.21. Formacion de la biopelicula:

La formacion de las biopeliculas es un proceso dinamico y complejo, la adhesion
de los microorganismos a las diferentes superficies se encuentra influenciada por
variable diferentes que influyen directamente sobre la especie bacteriana, estas
variables son: son: la composicion de la superficie celular, la naturaleza de las
superficies, la disponibilidad de nutrientes, la hidrodinamica y la comunicacion
célula a célula (Vanegas et al., 2009).

Las biopeliculas se forman cuando las células se adhieren a alguna superficie
mediante una matriz compleja, la cual estd compuesta por productos de
secrecion de naturaleza polimérica. La matriz puede facilitar la adhesion de las
células, asi como la adhesion de sustancias nutritivas, con lo que se logra una

mayor concentracion disponible para las células (Robledo y Angelo, 2017).

3.21.1. Se reconocen 5 etapas para el establecimiento de las biopeliculas

1) Acondicionamiento de la superficie por adsorcion de materia organica. El
crecimiento de las bacterias en superficies depende de la interaccion entre
diferentes factores de la superficie bacteriana y del sustrato, asi como del
medio ambiente que los rodea.

2) Transporte de las células y de los nutrientes al sitio de adherencia.
Después del acondicionamiento de la superficie ocurre la deposicion y la
adhesion reversible de las células bacterianas.

3) Inicio del proceso de adhesion bacteriana (todavia reversible), por medio
de atraccidn electrostatica. Fendmeno que ocurre pasivamente a través
del movimiento browniano, por simple sedimentacién o por medio del
movimiento activo de bacterias flageladas, lo cual permite el
establecimiento de interacciones fisicas y electrostaticas entre la
superficie bacteriana y el sustrato.

4) Crecimiento celular, colonizacion y adhesion irreversible. Esta etapa
consiste en la adhesion irreversible de las bacterias, debido a la
produccion de SPE (sustancias poliméricas extracelulares) y a la
estimulacién de proteinas receptoras de la pared bacteriana, asi también

se lleva a cabo el desarrollo de puentes célula a célula que une a las
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células unas con otras, lo que le proporciona estabilidad la estructura
formada en el proceso llamado maduracion. El siguiente periodo es la
colonizacion de la superficie, periodo en el que las bacterias adheridas
crecen formando microcolonias, las cuales se consideran como las
unidades fundamentales de una biopelicula.

5) En esta etapa la biopelicula presenta una actividad metabdlica alta y
liberacion de células localizadas en la periferia. Una vez que la biopelicula
ha madurado, las células se dispersan a otras regiones. Inicialmente se
pensaba que ese proceso era pasivo y que dependiente de las fuerzas de
arrastre del medio, estudios recientes han demostrado que la dispersion
€S un proceso activo y que este se encuentra estrictamente regulado por
las células adheridas. Asimismo, las condiciones ambientales interfieren
en la dispersion de la biopelicula entre las que se incluyen la disponibilidad
de nutrientes, los niveles de oxigeno, el pH y la presencia de algunos

compuestos quimicos.

Figura 6. Etapas del desarrollo de la biopelicula (Balaban et al., 2007).

3.22. Ventajas de la biopelicula
La agrupacién de las bacterias en colonias les brinda proteccion ante posibles

condiciones adversas del medio. Los microorganismos formadores de
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biopeliculas poseen ciertas ventajas sobre los microorganismos suspendidos: 1)
Su permanencia dentro del sistema es mayor; 2) Su tasa de crecimiento es
mayor; 3) Presentan un incremento en su actividad metabdlica; y 4) Presentan

una mayor resistencia a la toxicidad (Lapo et al., 2015).

3.23. Desventajas de la biopelicula

Dentro de las desventajas de la biopelicula se hace referencia a la industria
alimentaria, debido a que los microorganismos que la constituyen son muy
dificles de erradicar, ya que son extremadamente resistentes a los
desinfectantes. Por lo anterior las industrias deben implementar programas de

limpieza y desinfeccion para su eliminacion.

Las bacterias formadoras de biopeliculas han desarrollado resistencia a los
antibiéticos debido a varios factores, por ejemplo, se ha demostrado que las
bacterias muestran varios fenotipos con un amplio de reservorio para la liberacion
continua de bacterias a los alimentos procesados en contacto con las superficies.
La formacion de biopeliculas bacterianas o “biofilms” afectan de manera directa
a la industria alimenticia en la produccion y calidad de sus productos, en la
heterogeneidad replicativa y 39 metabdlica, lo cual interfiere en la accion de los
antibioticos, asi como en la composicion de la biopelicula y en su estructura

dificulta la accién de los antibiéticos (Vanegas et al., 2009).

3.24. Ciclo de vida de las biopeliculas
Se describe el ciclo de vida de las biopeliculas bacteriana bajo dos pasos y
representa esquematicamente (figura 5) (King et al., 2011):
e Primero. Las bacterias se adhieren reversiblemente a una superficie.
e Segundo. El apego se convierte en permanente y las biopeliculas
comienzan a crecer. A partir de una biopelicula madura, las bacterias

pueden separarse y propagarse para colonizar nuevas superficies.
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Figura 7. Representacion esquematica de la biopelicula polimicrobiana en formacién (Kiing,
2011).

3.25. Sistema de comunicacion entre bacterias

La comunicacion celular entre puede ser desencadenada por moléculas
pequefias de sefializacidn, estas se difunden en los espacios intercelulares. El
proceso de comunicacion bacteriana debido a que cada bacteria unida a una
superficie produce una molécula sefial que anuncia la presencia de las mismas,
de modo que mientras mas bacterias se unen, se incrementa la concentracion de
esta sefial. Una vez se logra esto, se inducen fenémenos diferentes para, asumir
la diferenciacion de la biopelicula (Sarduy y Gonzales, 2016).

El “guorum sensing” se encarga de la regulacion de diversas funciones como
movilidad, la expresion de factores de virulencia, produccion de antibioticos,
esporulacion, intercambio del material genético, asi como el desarrollo de la

biopelicula (Sauer et al., 2007).
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Ubicacion del experimento

El experimento se realizd6 en el laboratorio de Biotecnologia, perteneciente al
Departamento de Botanica de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro
ubicada en Buenavista, Saltillo, Coahuila, México a los 25°21°13"" latitud norte,

101°02°01"" longitud oeste y una altura de 1758 metros sobre el nivel del mar.

4.2. Tipo de agua y lugar de colecta
Para la experimentacion se colectd agua residual proveniente del rastro TIF 377
ubicado en la carretera a Zacatecas km 8.

4.3. Material experimental

Se utilizé un reactor de acrilico con capacidad de 1.8 litros (figura 8), al reactor
se le realizaron dos perforaciones una para la entrada (influente) y otra para la
salida (efluente), este fue operado en un régimen de flujo continuo por lo que fue
alimentado por medio de una bomba peristaltica.

Figura 8. Reactor de acrilico utilizado en esta investigacion.

27



4.4 Establecimiento del experimento

El reactor fue empacado con 14 gramos de fibra de Agave sisalana recubierta
con pirrol y anilina. Se le agregaron 500 mililitros de lodo anaerobio recolectado
de la planta de tratamiento de agua residual de la UAAAN ubicada a un costado
del Jardin Botanico con el fin de formar una biopelicula y 500 ml de agua residual
del rastro (ARR) para la induccion de los microorganismos a los sustratos
contenidos en esta agua (figura 9). El reactor fue operado en flujo continuo con

recirculacion por 15 dias.

Figura 9. Fase de establecimie

nto del biofiltro.

4.5. Arranque del reactor
Al pasar los 15 dias (8 de Mayo del 2018), el regimén de recirculacion fue
detenido, y el reactor fue alimentado en forma continua sin recirculacion con ARR

con lo cual se inici6 el monitoreo (figura 9).
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Figura 9. Reactor empacado con Agave sisalana después de la recirculacion.

4.6. Parametros a monitorear
Los parametros analizados fueron la demanda quimica de oxigeno (DQO), los
sélidos totales suspendidos (STS), los sélidos totales disueltos (STD), las

coliformes totales (CT), las coliformes fecales (CF) y pH en el influente y efluente.

4.6.1. pH
El pH se determiné utilizando un potencibmetro de la marca Analytical
Instruments modelos 16WTRO001-PHT-026 y/o tira indicadora marca FERMONT.

4.6.2. Temperatura
La temperatura (maxima y minima) fue tomada de la pagina de Internet

AccuWeather.

4.6.3. Conductividad eléctrica
La conductividad eléctrica fue medida con un medidor multiparamétrico Orion
Star™ modelo A215.
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4.6.4. Determinacion de demanda quimica de oxigeno de acuerdo a la
Norma Mexicana NMX-AA-030/2-SCFI-2011

La demanda quimica de oxigeno es la cantidad de oxigeno necesario para la
oxidacion de la materia organica e inorganica presentes en una muestra de agua.
Se entiende por demanda quimica de oxigeno (DQO) como la cantidad de
materia organica e inorganica en un cuerpo de agua, susceptible de ser oxidada

por un oxidante fuerte. Se expresa en mg/L de oxigeno.

La materia organica es oxidada por el dicromato de potasio en un medio
fuertemente acido en presencia del catalizador (Ag2SOa4y H2S04) La coloracién
pasa de un color amarillo a verde-azul y se lee a una absorbancia de 600 nm.
Esta es la base de las mediciones de los reactores anaerobios las condiciones

de los parametros de operacion para los tratamientos de efluentes industriales y

urbanos.

Reaccion

Cr207% + 14 H*+6 e- » 2 Cr3*+ 7 H20
C+2H20 » CO2+4 H'+4 e

6 C + 4 Cr2072%- + 56 H*+ 12 H20 8¢r3*+ 28 H20 + 6 CO2
+ 24 H*

Amarillo Verde-azul
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Materiales y equipo
e Espectrofotometro HACH DR/500.

e Digestor HACH DRB/200

e Tubos con tapon de rosca (Hach).

e Micropipetas Labmate Soft 1% 5mL, 100% 1000 uL.
e Centrifuga SOLBAT J600.

e Frascos ambar de 1 litro.

e Matraces de aforacion de 1 litro.

e Dicromato de potasio (K2CR207).

e Sulfato de plata (Ag2SO).

Solucién Digestora para altas concentraciones (mayores a 75 mg DQO/I)

Secar durante 2 horas a 103°C, 20 g. de K2CR207 (Dicromato de Potasio).
Enfriar en un desecador y pesar 10.216 g. de dicromato, pasar este dicromato a
un matraz de aforacién de un litro y afiadirle 500 ml de agua destilada, adicionar
33.3 g de HgSO4 (sulfato mercurico), adicionar 167 ml de &cido sulfurico
concentrado lentamente por ser una reaccién exotérmica en bafio de hielo, por
ultimo aforar a 1 litro con agua destilada cuando la mezcla se haya enfriado, en
el caso de que no todas las particulas se hayan disueltos, se mezcla con un
agitador magnético, para después pasar esta mezcla a un frasco ambar, ya que
puede sufrir una descomposicién por la luz. Pesar los reactivos en material de
vidrio o plastico.

Solucién de sulfato de plata en acido sulfurico

Pesar con precision 15 g de sulfato de plata, pasar este compuesto a un matraz
de aforacion de 1 litro, aforar a 1 litro con &cido sulfarico concentrado, dejarlo
reposar durante dos dias en un lugar seco y obscuro para su completa disolucion.

Después pasar esta solucion a un frasco ambar.
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Procedimiento

1. Centrifugar la muestra problema por 5 minutos a 1500 revoluciones por
minuto.

2. En un tubo Hach afadir 3.5 ml de la solucién de &cido platay 1.5 ml de la
solucion de dicromato de potasio.

3. Agregar 2.5 ml de la muestra problema (ARRT), cerrar bien con el tapon
de rosca; es necesario realizar un blanco. (con agua destilada).

4. Agitar lentamente por inversion. Colocar los tubos en el Digestor durante
2 horas a 159°C.

5. Sacar los tubos del digestor y dejar enfriar a temperatura ambiente. Leer

la absorbancia en el espectrofotometro a una longitud de onda de 620 nm

4.7. Determinacion de sélidos totales y sdélidos suspendidos totales de
acuerdo a la Norma mexicana NMX-AA-034-SCFI-2015

Esta norma mexicana establece el método para la medicion de sélidos y sales
disueltas y aplica para aguas naturales, residuales y residuales tratadas. Es de

aplicacién nacional.

El principio de este método se basa en la medicién cuantitativa de los sélidos y
sélidos disueltos asi como la cantidad de materia organica contenidos en aguas
naturales, residuales y residuales tratadas, mediante la evaporacion y calcinacion
de la muestra filtrada o no, en su caso, a temperaturas especificas, en donde los

residuos son pesados y sirven de base para el calculo del contenido de estos.

Sdlidos suspendidos totales (SST): Es el material constituido por los solidos
sedimentables, los sélidos suspendidos y coloidales que son retenidos por un
filtro de fibra de vidrio con poro de 1,5 um secado y llevado a masa constante a

una temperatura de 105 °C + 2 °C.

Solidos Totales (ST): Es el residuo que permanece en una capsula después de
evaporar y secar una muestra a una temperatura de 105 °C + 2 °C.
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Equipo

e Horno de secado capaz de mantener una temperatura de 105 °C + 2 °C.

e Balanza analitica calibrada, con una resolucion de 0,1 mg.

e Mufla eléctrica capaz de mantener una temperatura de 550 °C + 50 °C.

e Equipo de filtracion al vacio.

e Parrilla de calentamiento.

e Materiales:

e Capsulas de evaporacion (porcelana, niquel o platino), del tamafio acorde
al volumen de la muestra.

e Desecador, provisto con un desecante o con control de humedad.

e Filtro de fibra de vidrio. Los filtros deberdn ser circulares, con una
porosidad de 1.5 um y del diametro correspondiente para adaptarse
perfectamente en el dispositivo de filtrado.

e Soporte de secado: charola de aluminio o Crisol Gooch.

¢ Dispositivo de filtracion o Crisol Gooch.

e Pinzas para cépsula y/o crisol.

e Probeta.
Reactivos y patrones

Todos los productos quimicos usados en este método deben ser grado reactivo,

a menos que se indique otro grado.

Cuando se indique agua debe entenderse agua que cumpla con las siguientes

caracteristicas: a) Conductividad max: 5,0 uS/cm a 25 °C, y b) pH: 5,0 a 8,0.

El tiempo maximo de almacenamiento previo al andlisis es de 7 dias y

almacenarlas a una temperatura de 4 °C + 2 °C.

Es conveniente que para muestras provenientes de reactores biologicos el
analisis se realice dentro de las 24 h posteriores a la toma de muestra para

minimizar la interferencia por generacion de biomasa.
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Al menos recolectar un minimo de 600 mL de muestra en envases de plastico o

vidrio y taparse inmediatamente después de la recolecta. Pueden utilizarse

muestras compuestas o simples. Evitar llenar los recipientes completamente

(hasta el borde) para permitir eficientemente la homogenizacién por medio de la

agitacion.

Procedimiento

Preparacion de capsulas

Introducir las capsulas al horno a una temperatura de 105 °C + 2 °C, 20
min como minimo. Unicamente en el caso de la medicién de solidos
volatiles, las capsulas posteriormente se introducen a la mufla a una
temperatura de 550 °C + 50 °C, durante 20 min como minimo.

Después de este tiempo transferirlas al horno. Trasladar la capsula al
desecador y dejar enfriar por 20 min como minimo.

Pesar las cdpsulas y repetir el ciclo horno-desecador y hasta obtener una
diferencia < 0,000 5 g en dos pesadas consecutivas.

Registrar como m1 considerando para los calculos el ultimo valor de la

masa.

Preparacién de dispositivo de filtracion y/o soportes de secado

Utilizar filtro de fibra de vidrio que adapte al dispositivo de filtracion y/o
secado y/o charola de aluminio, con la ayuda de unas pinzas colocarlo con
la cara rugosa hacia arriba en el dispositivo de secado y/o filtracion.

El soporte de secado con el filtro se introduce al horno a 105 °C £ 2 °C
durante 20 min como minimo, después de este tiempo transferirlo a un
desecador.

Pesar el dispositivo de filtracion y/o soportes de secado y repetir el ciclo
horno desecador hasta obtener una diferencia < 0,000 5 g en dos pesadas
consecutivas. Registrar como m2, considerando para los calculos el tltimo

valor de la masa.

34



Preparacion de la muestra

Las muestras deben estar a temperatura ambiente al realizar el analisis. Agitar

las muestras para asegurar la homogeneizacion.

Medicién de sélidos suspendidos totales (SST)

Se recomienda seleccionar el volumen de muestra de acuerdo a las
caracteristicas de esta. Homogeneizar la muestra mediante agitacion vigorosa
del envase, transferir de forma inmediata y en un solo paso un volumen adecuado

de muestra a una probeta.

Filtrar la muestra:

e A través del filtro colocado en el crisol Gooch, o

e A traveés del filtro que es tomado de la charola de aluminio y colocado en
el equipo de filtracion con ayuda de unas pinzas.

e Enjuagar la probeta con el volumen suficiente para arrastrar los sélidos y
verter en el filtro.

e Calcular el contenido de sdlidos suspendidos totales (SST) de las

muestras como sigue:

m_m
SST = (6—\/2) 1000 000
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Dénde:

m,: es la masa del soporte de secado con el filtro antes de la filtracion, en g.

m,. es la masa del soporte de secado con el filtro, en g.

V: es el volumen de muestra, en mL.

Medicion de solidos totales (ST)

Se recomienda seleccionar el volumen de muestra de tal manera que el
residuo seco sobre la capsula se encuentre en un intervalo de masa de
2,5 mg a 200 mg.

Transferir la muestra a la capsula previamente puesta a masa constante y
evaporar a sequedad en el horno de secado a 105 °C + 2 °C.

En caso de utilizar placa de calentamiento llevar a casi sequedad sin llegar
a ebullicién de la muestra y posteriormente pasar al horno de secado a
105 °C % 2 °C para su secado total por una hora.

Trasladar la capsula al desecador y dejar enfriar por 20 min como minimo.
Llevar la capsula a masa constante repitiendo el ciclo horno-desecador,
hasta obtener una diferencia < 0,000 5 g en dos pesadas consecutivas.
Registrar como m3, la ultima masa obtenida.

Calcular el contenido de sdlidos totales de las muestras como sigue:

_ (m3_m,)

ST 1000000
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Donde:
ST: son los solidos totales, en mg/L.

m3. es la masa de la capsula con el residuo, después de la evaporacion, en

gramos.
m,: es la masa de la capsula vacia a masa constante, en gramos

V: es el volumen de muestra, en mL.

4.8. Determinacién de coliformes totales y coliformes fecales de acuerdo a
la Norma Mexicana NMX-AA-042-SCFI-2015

La presencia y el grado de contaminacion fecal es un factor importante en la
evaluacion de la calidad de un cuerpo de agua. Examinar muestras de agua para
detectar presencia de organismos del grupo de las bacterias coliformes (los
cuales normalmente habitan el intestino humano y de otros animales de sangre
caliente), provee un indicador de contaminacion. Ya que la habilidad de algunos
organismos miembros del grupo de las bacterias coliformes de sobrevivir en el
agua es limitada, su cantidad puede también ser utilizada para estimar el grado

de contaminacion fecal reciente.

La presente norma mexicana especifica el método enumeracién en agua de
organismos coliformes, organismos coliformes fecales (termotolerantes) y
Escherichia coli (E. coli) mediante cultivo en un medio liquido contenido en tubos
multiples y calculo de su nUmero més probable en la muestra, en aguas naturales,

residuales y residuales tratadas. Es de aplicacion nacional.

Organismos coliformes totales (CT): Organismos aerobios o0 anaerobios
facultativos capaces de crecer a 35 °C en un medio liquido de lactosa, con

produccion de acido y gas en un periodo de 48 h.
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Escherichia coli (E. coli): organismos coliformes fecales (termotolerantes), los
cuales ademas producen indol a partir de triptéfano en un lapso de 24 h a 44,5
°C 0,2 °C.

Principio

Inoculacion de alicuotas de muestra, diluida o no diluida, en una serie de tubos
en medio liquido selectivo conteniendo lactosa. Examen de los tubos después de
24 h'y de 48 h incubados a 35 °C + 0,5 °C. Subcultivo de cada tubo que muestre
turbidez y produccién de gas en un medio confirmativo méas selectivo y, cuando
se busca E. coli se subcultiva en un medio donde pueda ser demostrada la
formacion de indol. Incubacion de estos medios confirmativos por un periodo de
24had48h+3hyaseaa35°C+0,5°C para la enumeracién de organismos
coliformes y de 44,5 °C + 0,2 °C por 22 h a 26 h para organismos coliformes
termotolerantes y E. coli. Mediante tablas estadisticas, célculo del nUmero mas
probable (NMP) de organismos coliformes, organismos coliformes
termotolerantes y E. coli expresadas como contenidas en 100 mL de la muestra

a partir del nimero de tubos positivos en los resultados confirmativos.

Diluyente, medios de cultivo y reactivos
Materiales basicos

Usar ingredientes de calidad uniforme y sustancias quimicas de grado analitico
para la preparacion de los medios de cultivo y reactivos, seguir. Usar medios
completamente deshidratados y seguir estrictamente las instrucciones del

fabricante.

El agua para la preparacion de medios de cultivo y disoluciones, debe ser
destilada o desionizada libre de sustancias que puedan inhibir el crecimiento, con

conductividad <5 uyS/cm.
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Medios de cultivo para prueba presuntiva

e Usar uno de los siguientes medios de cultivo:

e Caldo lauril triptosa (lactosa) o caldo lauril sulfato de sodio.

Medios de cultivo para prueba confirmativa

e Caldo lactosa bilis verde brillante para coliformes totales y coliformes
fecales.

e Caldo EC para coliformes fecales termotolerantes.
Equipo y materiales

e Horno para esterilizacion por calor seco con temperatura de 170 °C a 175
°C durante 2 h 6 180 °C durante 1 h.

e Autoclave que alcance y mantenga una temperatura de al menos 121 °C
0 una presion manométrica de 103 kPa, durante 15 min.

¢ Incubadora o bafio de agua con termostato controlado de 35 °C + 0,5 °C.

¢ Incubadora o bafio de agua con termostato controlado de 44,5 °C £ 0,2
°C.

e Medidor de pH.

e Frascos de vidrio o bolsas estériles para muestreo.

e Pipetas graduadas estériles.

e Cajas Petri.

e Tubos de fermentacién (campanas Durham).

e Tubos de vidrio con tapén.

e Asas bacteriologicas.
Procedimiento

e Prueba presuntiva: antes del examen, mezclar la muestra agitandola

vigorosamente para lograr una distribucion uniforme de los
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microorganismos dependiendo de la naturaleza del agua y el contenido
bacteriano esperado, hacer las diluciones necesarias en esta etapa.

Para preparar la muestra, realizar diluciones e inocular alicuotas en el
medio presuntivo. Para alicuotas superiores o iguales a 10 mL, usar tubos
conteniendo medio de cultivo de doble concentracion.

Utilizar series que constan de por lo menos 3 diluciones: 10 mL, 1,0 mL y
0,1 mL de muestra. Cada serie debe contar con 3 0 5 tubos.

Incubacion de los tubos: incubar los tubos inoculados de 24 ha48h+3h
a35°C +0,5°C.

Revision de los tubos en cultivo presuntivo: examinar los tubos de cultivo
a las 24 h de incubacion y registrar como reaccién positiva aquellos que
muestren turbidez y formacion de gas en el interior del tubo invertido (tubo
de Durham). Continuar la incubacion por 24 h + 3 h en aquellos tubos que
no presenten estos cambios y examinar nuevamente.

Pruebas confirmativas: la formacién de gas y turbidez son resultados
presuntivos de coliformes y es necesario realizar pruebas confirmativas,
resembrar cada uno de los tubos con reaccion positiva a tubos con caldos
para prueba confirmativas segun sea la determinacion para coliformes
totales, coliformes fecales termotolerantes y/o E. coli.

Organismos coliformes totales: para confirmar la presencia de organismos
coliformes, incubar los tubos con caldo lactosa bilis verde brillante
resembrados a 35 °C + 0,5 °C y examinar la produccién de gas en un
periodo de 24 ha 48 h+ 3 h.

Organismos coliformes fecales (termotolerantes) y E. coli.: para confirmar
la presencia de organismos coliformes fecales (termotolerantes), incubar
los tubos con caldo EC o con caldo lactosa bilis verde brillante
resembrados a una temperatura de 44,5 °C £ 0,2 °Cpor24h+2hy
examinar la produccion de gas.

Para confirmar la presencia de E. coli, incubar los tubos de agua triptona
0 agua peptonada resembrados, a 44,5 °C £ 0,2 °C por 24 h+ 2 h. Después
del periodo de incubacion adicionar de 0,2 mL a 0,3 mL de reactivo de
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Kovac o su equivalente, a todos los tubos resembrados; el desarrollo de
una coloracion roja en la parte superior del tubo después de una agitacion
suave, denota la produccion de indol, caracteristica de la presencia de E.
coli, para enumerar el NMP/100 mL de E. coli se toma en cuenta la serie

de tubos utilizada para expresion de resultados.
Expresion de resultados

Con el nimero de tubos de las pruebas confirmativas que hayan dado reacciones
positivas, calcule el nimero més probable de organismos coliformes, organismos
coliformes termotolerantes y E. coli en 100 mL de muestra, refiriéndose a las
tablas estadisticas del NMP. En caso de que en la prueba presuntiva no muestre
turbidez y produccién de gas reportar el valor minimo expresado en tablas

correspondiente al nimero de tubos empleados.

Cuando se utilicen diluciones diferentes a las establecidas en las tablas, se

aplicard la siguiente formula:

NMP . 10 NMP
100 Y

Dénde:

F= Valor de tablas NMP /MI, este se obtendra de la combinacién de tubos
positivos y negativos donde se tengan todos los tubos positivos en una misma
dilucién y las 2 diluciones posteriores a esa combinacion.

V= volumen mayor de muestra

10= factor de dilucion.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. pH

En la figura 8 se muestra el comportamiento del pH en el agua residual del rastro
sin tratar (influente) y el agua tratada (efluente). Se observa que el pH del
influente fue estable la mayor parte del tiempo (generalmente 8). El pH en el
efluente se mantuvo entre 7 y 8. Guinea et al., (2000), reporto que un pH de 6.9
a 8 es considerado como 6ptimo para el crecimiento de los microorganismos y
Chacdn-Carrera (2018), menciona que la actividad biolégica de los
microorganismos es Optima en un rango de 6.0 a 8.0 (lo que implica una mayor
remocion de materia organica. La neutralidad del pH es importante en el
tratamiento, ayuda a evitar efectos negativos, como acidificacion y formacién de
espumas, los cuales afectan la digestion anaerobia. El pH es un factor muy
importante, ya que ayuda a mantener un rendimiento alto en la remocion de
materia organica. En los procesos anaerobios, el acido carbonico y los acidos
volétiles son los principales factores que afectan el pH. Cuando toda la alcalinidad
del medio no es suficiente para la neutralizacion de los acidos voléatiles puede

ocurrir una caida de pH (Cajigas-Ceron et al., 2005).

Es importante conocer el pH del agua tratada, sin importar cual sera su uso, ya
gue se pueden determinar efectos toxicos si es que existen, ademas es un
parametro que permite saber si el agua produce efectos en el ambiente y en los
diferentes grupos de organismos (Bridgewater, 2007).
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Figura 10. Comportamiento del pH en influente y efluente.
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5.2. Relaciéon de la DQO y la temperatura ambiental

La presencia de materia organica y la temperatura son fundamentalmente
importantes para el metabolismo de las bacterias, siendo la temperatura un factor
condicionante en las interacciones bioldgicas y de supervivencia que desarrollan
las bacterias (Corrales et al., 2015). La velocidad con la que se degrada la materia
organica es superior en rangos termofilicos que, en los mesofilicos, presentando
un grado mayor de eficacia en dicha remocién y en la destruccion de patogenos,
lo cual es de especial importancia si se pretende dar uso al producto del
tratamiento (REC, 2016). Esta regla generalmente aplica al tratamiento biolégico

convencional.

En la figural2 se puede observar la relacion entre la temperatura y la remocion
de la demanda quimica de oxigeno resultante de esta investigacion. La remocion
no fue totalmente dependiente de la temperatura ambiental, ya que en la mayoria
de los dias calientes como frios la remocion se mantuvo por arriba del 70% y muy
pocos dias inferior a este porcentaje. Del dia 131 al 161 se observa una caida
del porcentaje de remocion, pero después de estos dias a pesar de que la
temperatura maxima y minima fueron mas bajas se detecté un incrementé la
remocién de la DQO, estos 31 dias pudieron servir para que los microorganismos
se aclimataran a la temperatura fria y mejoraran su desempefio. Espinoza y
Rodriguez et al.,, (2012), mencionan que las temperaturas influyen
significativamente en la velocidad de degradacion de la materia organica y
Krishnaraj et al., (2019), concluye que la variacion de temperatura durante la

etapa de operacion es uno de los principales obstaculos en el proceso.
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5.3. Demanda quimica de oxigeno (DQO)

En la figura 10 se presenta el comportamiento de la DQO del agua residual sin
tratar (influente) y el agua residual tratada (efluente). Se observa que los mg/L de
DQO en el agua residual sin tratar son variables durante los meses de monitoreo,
los primeros treinta dias se encuentra en un rango de 1100 mg/L, durante los
dias cuarenta a cuarenta y cinco hubo una baja en la concentracién de DQO paso
de 1100 mg/L a 900 mg/L manteniéndose asi hasta los cien dias de monitoreo,
posteriormente los mg/L de DQO volvieron a bajar a partir del dia cien y hasta el
dia ciento cincuenta manteniéndose en un rango de 886 mg/L, del dia ciento
cincuenta al ciento noventa los mg/L de DQO subieron nuevamente llegando a
los 1000 mg/L, por ultimo hacia los dias doscientos a doscientos veinte los mg/L
de DQO alcanzaron una concentracién de 1700 mg/L. Estas variaciones son a
causa del numero y tipo de animales sacrificados durante la colecta. Segun
Signorini et al., (2006) la composicion de las aguas residuales de un rastro o

matadero dependen fundamentalmente, de la especie que se procesa.

En cuanto a la remocion de la DQO se observa que el efluente se mantuvo en
un rango de 100 a 300 mg/L. La remocién de la DQO durante los primeros dias
fue superior al 26% y después se llegaron a alcanzar remociones hasta del 98%.
Existen diferentes factores que afectan la capacidad de un biorreactor para
degradar la materia organica presente en el mismo, entre los mas destacados
se encuentran la diversidad de los microorganismos y la densidad poblacional
adherida al soporte utilizado. Estos resultados son similares a los que obtuvo
Lopez et al, (2008), quienes obtuvieron una remocion del 94% de la materia
organica utilizando una dosis de 5mg de polimérico aniénico como auxiliar de
floculacion en aguas residuales de matadero, en otro estudio reportaron una
remocion (de la materia organica) de un 50 a 81%, utilizando un filtro anaerobio.
En otro estudio Chu y Wang (2011) utilizaron un biorreactor de lecho movil relleno
con espuma de poliuretano grado industrial como soporte (PU) para tratar una
muestra de agua residual sintética, logrando una remocién del 72% de la materia

organica. Mufioz et al., (2016) obtuvo una remocion de la materia organica del
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85% utilizando un reactor de flujo horizontal con polietilentereftalato (PET) en el
tratamiento de agua residual
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Figura 12.Comportamiento de la demanda quimica de oxigeno

48



5.4. Solidos totales, solidos suspendidos totales, coliformes totales y

coliformes fecales.

En la tabla 3 se muestran los solidos totales y sélidos suspendidos totales, tanto
del efluente como del influente. Se puede observar que en el agua residual sin
tratar los solidos totales alcanzan los 1942 mg/L y los sélidos suspendidos totales
257 mg/L. Estos resultados concuerdan con los de Jarauta (2005), donde reporta
300 a 2500 mg/L de SST como maximos en el agua residual de rastro. La
eficiencia de remocion de sélidos totales que se presenta en el efluente es del

45.57%, mientras que la remocion de solidos suspendidos totales fue del 100%.

Heidrich et al., 2014, mencionan que cuando se trabaja con agua con contenidos
altos de solidos y particulas potencialmente indigeribles biolégicamente, el flujo
del agua se puede alterar a través del reactor, lo que causa anomalias en la
remocién de DQO. Las variaciones presentadas en la DQO pueden ser causadas
debido a que el agua utilizada en este estudio contenia altas concentraciones de

sélidos.

De acuerdo con la NOM-003-ECOL-1997, los limites maximos permisibles de
contaminantes para las aguas residuales tratadas que se reldsen en servicios al
publico puede tener como limite maximo de SST 20mg/L para uso con contacto
directo, por lo que de acuerdo a los resultados obtenidos en esta investigacion,

este pardmetro esta por debajo del limite permitido (tabla 3).

En la figura 13 se puede observar que el agua residual tratada tiene una

coloracidn mucho menos intensa y con menor presencia de solidos
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Figura 13. Agua residual del rastro sin tratamiento (izquierda) y agua residual del rastro tratada
por el biofiltro usado en esta investigacion (derecha).

En la tabla 3 se muestran los resultados de las coliformes totales y fecales, En el
agua sin tratar se realizé la determinacion y se obtuvo un NMP de 1x10° para
coliformes totales (CT) y el mismo resultado para coliformes fecales (CF), una
cantidad mucho mayor que la que reportan tuczkiewicz et al., (2010) donde el
influente presentaba 4.8x10° coliformes fecales, esto quiere decir que con el agua
residual del rastro con la que se trabajé se encuentran aproximadamente diez mil
millones de coliformes totales y fecales. En el efluente fueron detectadas 1 x 107
coliformes totales, por lo tanto, hay una remocién del 90%, y 1x108 coliformes
fecales, es decir una remocion del 90%. Pese a la remocién determinada en el
efluente, las coliformes totales y fecales siguen estando muy por arriba de los
limites maximos permisibles de la segun la Norma Oficial Mexicana NOM-003-
ECOL-1997 establece que el limite permisible de coliformes fecales es de 1000
NMP/100 mL por lo cual en la tabla 3, se presentan como mayores a 2400
NMP/100 ml, indicando que estas aguas residuales no cumplen con los limites
para ser reutilizadas. McCord et al., (2019), por medio de un sistema de digestién

anaerobia sencillo reporta en el agua tratada un NMP de 3.27x10%/100 mL de
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coliformes fecales, una cifra muy baja en comparacion con la obtenida en este

monitoreo.

Tabla 3. Comparacion de la concentracién de sélidos totales, sélidos suspendidos totales,
coliformes totales y coliformes fecales en el agua residual municipal sin tatar y el agua residual

tratada.
Tipo de agua ST mg/L | SST mg/L | Coliformes totales | Coliformes fecales
NMP/100 mL NMP/100 mL
Influente 1942 257 >2400 >2400
Efluente 885 0 >2400 >2400
Porcentaje de remocidn
45.57% | 100% 0% 0%
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6. CONCLUSIONES

El biofiltro anaerobio utilizado en esta investigacion para el tratamiento de agua
residual del rastro como ventajas demostré que su desempefio no es
dependiente de la temperatura, que presenta una alta remocion de la materia
organica y de los sélidos totales suspendidos y sélidos totales y que mantiene un
pH cercano a la neutralidad. La desventaja si es que el efluente se quisiera
redsar, es que no cumple con los limites maximos permisibles de coliformes

totales y fecales a pesar de una remocion del 90% de estos dos parametros.
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