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RESUMEN
Las aguas residuales de los rastros son altamente contaminantes, ricas en grasas, aceites,
proteinas y microorganismos patdgenos. Por tal motivo es necesario un tratamiento para reducir
el impacto negativo en el ambiente y en la salud humana. Los tratamientos bioldgicos son una
opcion para este tipo de aguas residuales. Dentro de los tratamientos bioldgicos se encuentran
los sistemas biolectroquimicos (SBE), los cuales remueven una gran cantidad de materia
organica y ademas generan voltaje. El objetivo de este trabajo fue evaluar la remocion de la
demanda quimica de oxigeno (DQO) y de parametros microbiol6gicos como la demanda
bioquimica o bioldgica de oxigeno (DBO), coliformes totales y fecales (CT y CF) y huevos de
helmintos (HH). Los resultados demuestran que el SBE operado por 85 dias a un tiempo de
retencion hidraulica de 48 horas tuvo una eficiencia de remocion del 58.5, 98.9, 99.9 y 100 para
la DQO, DBO, CT-CF y HH, respectivamente. Por lo anterior se puede considerar que el SBE

es una buena opcidn para el tratamiento de agua residual del rastro.

Palabras clave: Bioelectroquimico, Tratamiento, Residual, Rastro, Parametros.



1. INTRODUCCION

El agua es un recurso natural fundamental para la vida en la Tierra, constituye uno de los
compuestos méas abundantes de la naturaleza y cubre aproximadamente tres cuartas partes de la
superficie terrestre (Castafieda, et al., 2013). Existen diversas investigaciones que tienen como
principal objetivo el tratamiento de aguas residuales para disminuir la contaminacion y obtener

los beneficios ambientales que esto conlleva (Elkhatib et al., 2015).

La composicion de las aguas residuales de un rastro o matadero depende, fundamentalmente, de
la especie que se procesa (Signorini et al., 2006). Las aguas residuales de los rastros se
caracterizan por contener altas concentraciones de proteinas, grasas, aceites, soOlidos
suspendidos y otros productos de la industria de la carne, asi como presentar pH bésicos. La
disposicion efectiva de este tipo de aguas ha tomado gran importancia debido a los
requerimientos normativos tan estrictos considerados para la calidad de los efluentes (Rodriguez
et al., 2002).

Los sistemas biolectroquimicos son una tecnologia emergente para la generacion de energia
eléctrica, teniendo como catalizador a microorganismos electrogénicos (Revelo et al., 2013).
Los SBE poseen dos compartimentos llamados anodo y catodo. En el anodo se forma la
biopelicula microbiana capaz de degradar sustratos energéticos produciendo CO3, protones (H")
y electrones (e-); estos ultimos son transportados desde el anodo hasta el catodo mediante un
circuito externo. Los electrones junto con los protones son reducidos a agua en el catodo,
generando energia eléctrica mediante la formacion de un gradiente electrénico (Torres-Zamata
et al., 2020). En la presente investigacion se evaluo la biodegradacidn de la materia organica en
un (SBE) que esta compuesto de dos camaras, con 2 electrodos (un anodo y un catodo de fieltro

de grafito) separados por una membrana de intercambio cationico.



2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Evaluar un sistema biolectroquimico de doble camara en el tratamiento de agua residual del

rastro mediante la determinacion de pardmetros microbioldgicos.

2.2 Objetivos especificos

1. Determinar la demanda bioguimica o biol6gica de oxigeno del influente y efluente.

2. Determinar la concentracion de coliformes totales y fecales del influente y efluente.

3. HIPOTESIS

El sistema biolectroquimico tendra una alta eficiencia de remocion de la demanda quimica y

bioguimica de oxigeno, asi como de los patdgenos contenida en el agua del rastro debido a que
estos sistemas son altamente eficientes.



4. REVISION DE LITERATURA

4.1 Agua residual del rastro

Uno de los mas graves problemas que aquejan al medio ambiente son las descargas de aguas
residuales provenientes de los rastros. Estas aguas residuales provienen del sacrificio de
animales como bovinos, porcinos, ovinos, caprinos, equinos y aves. De acuerdo con
Rodriguez et al. (2002), este tipo de agua contiene altas concentraciones de materia organica,
grasas y proteinas, entre otros. De acuerdo con el sitio 3tres3.com publicado en diciembre del
2022, se cuentan con un total de 1119 rastros, del total 76% son rastros municipales, 14% son

rastros privados y un 10% son rastros Tipo Inspeccion Federal o TIF.

4.2 Caracteristicas quimicas y microbioldgicas del agua residual del rastro

Los compuestos quimicos y los microorganismos de las aguas residuales del rastro pueden estar
presentes de forma natural o ser introducidos por el hombre alterando las concentraciones
naturales debido a las actividades industriales, agricolas o los desechos urbanos y domésticos,
afectando la biodiversidad acuéatica. Los contaminantes microbiolégicos de las aguas residuales
de rastro pueden ser diversos tipos de géneros de bacterias Escherichia, Salmonella, Shigella,
Vibrio y Pseudomonas, entre otros (Meiramkulova et al., 2021). Los contaminantes quimicos
gue contienen las aguas residuales de los rastros son: los parametros que son de tipo organico,
se basan en la disminucion de oxigeno, y los de tipo inorganico, son los que se toman en cuenta
por su efecto toxico. Asi como también la materia organica que se encuentra formada
generalmente por las combinaciones de carbono, hidrogeno y oxigeno, con la presencia, en
varias ocasiones, de nitrogeno, unos estan presentes en otros elementos como lo es: azufre,
fosforo o hierro. Cabe destacar que los principales grupos de sustancias organicas presentes en
el agua residual son: las proteinas, grasas y aceites e hidratos de carbono. Asi como también la
Demanda bioguimica de oxigeno (DBO) es utilizada para determinar la cantidad de oxigeno que
requieren los organismos en sus procesos metabdlicos al consumir u oxidar materia susceptible
gue se encuentra presente en la muestra liquida, disuelta o en suspension, del agua residual.
Otros de los parametros quimicos es la demanda quimica de oxigeno (DQO) se utiliza para

medir el contenido de materia organica tanto de las aguas naturales como de las residuales. Los
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solidos totales son toda la materia solida de tipo organica o inorgénica que pertenece como
residuo dentro del agua residual del rastro. También los s6lidos disueltos son los componentes
de las moléculas organicas e inorganicas las cuales presentan remocion o coagulacion y
sedimentacion. Estos presentan un tamafio de particula menor a 1,2 um. Se relacionan con la
conductividad eléctrica. Asi como también los solidos suspendidos son el material flotante en
las aguas residuales y se acumula en la superficie, por lo que suele ser muy visible. Estos pueden
contener y almacenar bacterias y cifras elevadas de metales y pesticidas, la materia inorganica
se origina por el contacto de sustancias especificas con el agua, originadas por el contacto de la
misma con las formaciones geoldgicas o por aguas residuales tratadas o sin tratar. Asi también
al determinar la conductividad se evalla la capacidad del agua para conducir corriente eléctrica,
lo cual es una medida indirecta de la cantidad de iones en solucion (fundamentalmente cloruro,
nitrato, sulfato, fosfato, sodio, magnesio y calcio). El potencial de hidrégeno cuantifica si el
agua residual es acida o alcalina y luego poder neutralizar para su posterior adecuacion. Este
dato da informacién si el agua puede interferir en la capacidad de reaccion de sustancias

especificas dentro de ella (Espinosa et al., 2011).

4.3 Tratamiento del agua residual del rastro

El tratamiento de estas aguas tiene como objetivo mejorar su calidad bacterioldgica, quimica y
fisica, asi como también tiene el objetivo de ser tratadas por una digestion anaerobia, ya que
suelen tener concentraciones de fosfatos, nitrdgeno, asi como también la adecuada alcalinidad

de esta agua y los micronutrientes para el crecimiento bacteriano (Romero et al., 2001).

El agua residual de rastro tiene 3 tratamientos los cuales se clasifican como:

4.3.1 Tratamiento primario:

El tratamiento primario tiene como objetivo remover los contaminantes, sobre todo los
contaminantes sélidos suspendidos presentes, asi como también tiene como objetivo producir
un liquido homogéneo, este tratamiento estd constituido por varios procesos secuenciales:
fisicos o quimicos. Este tratamiento también permite eliminar sélidos visibles, asi como
también, remover grasas y aceites en suspension, y sélidos sedimentables y sangre para que no

obstruya o dificulte los procesos consecuentes.
10



4.3.2 Tratamiento secundario:

El tratamiento secundario también conocido como tratamiento biolégico se encarga de remover
las microparticulas que no pudieron ser removidas en el tratamiento primario, estas
microparticulas tienen un tamafio menor de las que se llegan a rescatar del primer tratamiento,
este busca estabilizar la materia organica contaminante, mediante la accion de la biomasa activa,

especialmente bacterias.

4.3.3 Tratamiento terciario:

Este tratamiento tiene la finalidad de eliminar la carga orgénica residual y otras sustancias
contaminantes no eliminadas en los tratamientos primarios y secundarios, como lo es el fésforo,
nitrégeno, nutrientes, compuestos toxicos y patdgenos. Este tipo de tratamiento se utiliza para
un acondicionamiento de agua estricto, generalmente para aguas que se utilizaran (Caldera et
al., 2010).

4.3.4 Floculacion:

La floculacion y coagulacion es un tratamiento fisicoquimico que se utiliza en el proceso de
tratamiento de agua para reducir su turbidez. Este método requiere la eliminacion de los fléculos
que posteriormente debe ser llevado a la filtracién. Se toma en cuenta que los reactivos deben
ser dosificados precisamente para no tener materiales extra producidos por las mismas aguas
residuales. La floculacion esta muy ligada a la coagulacion dentro del tratamiento de aguas
residuales. Ya que las particulas de desecho se han agrupado mediante la coagulacion, es
entonces que se utilizan agentes floculantes en el tratamiento de aguas residuales para eliminar
grumos. Los floculantes son considerados polimeros livianos, pesados y medianos que hacen
que los grumos sean desestabilizados de particular y asi se puedan aglomerar para caer fuera de
la solucidn, eliminandolos por completo del agua filtrada. Los floculantes suelen venir en varias
cargas con densidades, pesos moleculares y formas que han existido desde hace siglos
(Degrémont et al., 2023)
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4.3.5 Tratamientos quimicos:

Funcionan como un tratamiento eficaz para la disminucion de materia inorganica soluble
presente en el agua residual. asi como también la eficacia de la precipitacion quimica depende
de factores que incluyen la concentracion de metales presentes en la solucidn, el precipitante
utilizado y la presencia de otros constituyentes que pueden inhibir la reaccion de precipitacion,
como los cationes monovalentes. La precipitacién quimica implica la adicion de un producto
quimico para alterar el estado fisico de los sélidos disueltos y suspendidos y facilitar su
eliminacion por sedimentacion o filtracion. (Roa et al., 2014). Cabe mencionar que los
tratamientos quimicos también se componen como: Los mas comunes en las aguas residuales

son:

* Organicos: carbohidratos, grasas animales, aceites, pesticidas, fenoles, proteinas,

contaminantes prioritarios, agentes tensoactivos, compuestos organicos volatiles, etc.

* Inorganicos: alcalinidad, cloruros, metales pesados, nitrogeno, pH, fosforo, contaminantes

prioritarios y azufre.

* Gases: sulfuro de hidrégeno, metano y oxigeno.

4.3.6 Tratamientos bioldgicos:

En este tipo de agua residual de rastro contribuye a incrementar la cantidad de nitrogeno y
fosforo en el efluente, lo que tiene implicaciones serias ya que un tratamiento biologico, no
remueve totalmente y puede llegar a causar eutrofizacion. Por este motivo se busca un
tratamiento terciario, que puede llevarse a cabo con hidrofitas acuaticas como una alternativa
(Rodgers et al., 1978; Benda et al., 1991). También los tratamientos biol6gicos son los mas
habituales en las aguas residuales son animales, plantas y microorganismos patdégenos. Se solia
decir que "la solucion a la contaminacién es la dilucion”. Cuando se descargan pequefias
cantidades de aguas residuales en un cuerpo de agua que fluye, se produce un proceso natural
de auto purificacion de la corriente. Sin embargo, las comunidades densamente pobladas
generan cantidades exorbitantes de aguas residuales que la dilucion por si sola no evita la
contaminacién. Esto hace que sea necesario tratar o purificar aguas hasta cierto punto antes de

su eliminacién (Rojas et al., 2002).
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4.3.7 Los tratamientos fisicos:

Son los componentes y parametros fisicos de las aguas residuales son el color, el olor, los s6lidos
y la temperatura. Cabe destacar que el tratamiento fisico es aquel que permite eliminar los
solidos en suspension presentes en el agua. Los principales procesos fisicoquimicos que pueden
ser incluidos en el tratamiento primario son los siguientes: sedimentacion, flotacion y filtracion.
Sedimentacion: Es un proceso de separacion por gravedad que hace que una particula mas densa
que el agua tenga una trayectoria descendente, depositandose en el fondo del sedimentador

(Hervés-Ramirez et al., 2000).

4.3.8 Los procesos anaerobicos:

El tratamiento anaerobico de aguas residuales es un proceso de tratamiento biologico en el que
los organismos, especialmente las bacterias descomponen el material organico de las aguas
residuales en un entorno sin oxigeno. La digestion anaerdbica es un proceso de tratamiento de
aguas residuales bien conocido. Para la digestion anaerobica eficaz de materiales organicos se
evita la entrada de aire en los tanques donde se lleva a cabo el proceso, dando paso a que, durante
la digestion anaerdbica, se produzcan metano y dioxido de carbono, el metano es un biogés, por
lo tanto, el proceso de digestion anaerobica se puede utilizar para producir biogas que se puede
utilizar para producir energia. El proceso de tratamiento anaerdbico de aguas residuales se
produce a través de cuatro pasos principales: hidrélisis, acidogénesis, a cetogénesis y
metanogénesis. Todos estos pasos estan gobernados por microorganismos anaerdbicos,

especialmente bacterias y arqueas (Samanthi, 2017).

4.3.9 Biopeliculas:

Las biopeliculas son aquellas que varian de acuerdo con la naturaleza de las especies, la
formacién de una biopelicula comienza con la acumulacion de nutrientes en una superficie
debido a la porosidad del material, a las interacciones electrostaticas, a fendmenos de adsorcion
y a factores electroquimicos, que permiten un aumento en la concentracion de nutrientes que lo
conforman asi como también del medio ambiente donde se encuentran los microorganismos que
tienen como proteccién contra los agentes dafiinos y las variaciones climaticas del medio

ambiente. se ha comprobado la importancia del tratamiento residual debido a la alta
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concentracion de la biomasa adherida a una biopelicula es entre 9 y 10 veces mas que la que se

produce en un cultivo en estado liquido (Marquez et al., 2017)

4.3.10 Desbaste o remocion de sélidos:

Este proceso de tipo mecénico tiene como prioridad eliminar los sélidos de mayor tamafio que
generalmente tienen las particulas que arrastran las aguas. Se utilizan mallas o rejas para
eliminar las particulas grandes que pueden dafiar equipos y causar bloqueos de tuberias en etapas
posteriores. Se debe tomar en cuenta que las mallas o rejas deben estar disefiadas de un material

anticorrosivo para evitar su desgaste por el masivo paso del agua
5. Reactores anaerobios

Los reactores anaerobios son utilizados para tratar efluentes domesticos o industriales con altas
cargas organicas. Un sistema de tratamiento anaerobio es aquel que se distingue por la ausencia
del oxigeno en sus procesos, con el fin de eliminar la materia orgénica biodegradable, tanto
soluble como coloidal, asi como también la eliminacion de compuestos que tienen nutrientes (N
y P). asi como también cabe mencionar que el receptor de electrones puede ser el CO: o de la
misma materia organica, obteniendo producto de reduccion en el carbono es su estado mas
reducido CHs (Romero et al., 2011)

6. Digestor anaerobio de flujo ascendente con manto de lodo (UASB)

Se basa en la actividad autorregulada de diferentes grupos de bacterias que degradan la materia
organica y se desarrollan en forma interactiva, formando un lodo biolégicamente activo en el
reactor. Dichos grupos bacterianos establecen entre si relaciones simbidticas de alta eficiencia
metabolica bajo la forma de granulos cuya densidad les permite sedimentar en el digestor. La
biomasa permanece en el reactor sin necesidad de soporte adicional. La particularidad distintiva
de este reactor es la retencién de biomasa en su interior sin necesidad de ningin medio de
soporte, gracias a la formacion de granulos o "pellets”, lo que lo hace mas econdémico y le da

ventajas técnicas sobre otros reactores (Bermudez et al., 2011).

7. Lodos activados.
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Los lodos activos es el proceso del efluente salido del tratamiento primario es bombeado aun
tanque donde se mezcla con lodo activo que es una suspension rica en bacterias. Después es
pasado a un tanque de sedimentacién secundario donde el agua es extraida y parte del lodo es
eliminado del fondo, mientras que otra parte es utilizada como indculo en el efluente primario.
Estos lodos son también conocidos como la digestién del tanque de aireacién y una caracteristica
principal de este método es el reciclaje de una gran cantidad de biomasa para la obtencion de un
gran nimero de microorganismos que se usan para oxidar la materia orgéanica en un corto
tiempo. El lodo secundario y el lodo del tratamiento primario se juntan y posteriormente son
digeridos anaerébicamente para obtener biosélidos. En este proceso la concentracion de
patdégenos se ve reducida gracias a microorganismos antagonistas, asi como la adsorcion o
incorporacion en el lodo secundario (Bitton et al., 2011). Los lodos activados en las aguas

residuales del rastro tienen la funcidn de algunos procesos biolégicos como lo son:
 La materia orgénica biodegradable debe ser eliminada

* En determinados procesos especificos, la eliminacién de compuestos de nitrogeno y fosforo a

través de la bioguimica.

« Cumplir la normativa legal en referencia a la concentracion de DBO y compuestos de nitrdgeno

y fésforo.

* Evitar la disminucién de la cantidad de oxigeno en el cauce, por el gran impacto que se genera
sobre la fauna y la flora en el mismo. En aquellos procesos que eliminan compuestos de

nitrégeno y fésforo, que puedan evitar la eutrofizacion del cauce receptor (Sainz-Sastre, 2005).

8. Biofiltros anaerobios

Los biofiltros anaerobios son un proceso de mecanismo en la remocién de la materia organica,
este proceso se basa en la absorcion y asimilacidon biolégica en un soporte, este proceso no
requiere recirculacién a diferencia de los lodos activados donde ésta es determinante para

mantener los microorganismos en el licor mezclado. Sin embargo, ambos procesos dependen de
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la oxidacion bioldgica de la materia organica presente en el agua residual, produciendo CO. y
energia, la cual es el sustento y promotor para el crecimiento de la biomasa (Noyola et al., 2000).
La biofiltracion utiliza procesos fisicos, quimicos y bioldgicos a bajas tasas de filtracion, lo que
permite establecer un equilibrio entre la tasa de deposicién de contaminantes y el crecimiento
de las poblaciones de microorganismos (Garzén et al.,2004; Vigueras et al., 2013),
promoviendo la formacién de una biopelicula sobre la superficie de un medio filtrante,
responsable de retener y degradar los contaminantes del agua y los microorganismos patogenos
como coliformes fecales, a través de la accion de microorganismos (Chavez et al., 2004). Asi
como también Incluye también la remocion de sélidos suspendidos totales (SST) reduciendo la
turbidez y favoreciendo la penetracion de la luz dentro del agua tratada (Sdnchez-Roman et al.,
2007).

9. Filtros percoladores

Los filtros percoladores crecen los microorganismos sobre la superficie de un soporte en forma
de pelicula; se introduce el agua desde la superficie y gotea mientras que el agua se permea a
través del medio, tomando en cuenta y suministrando con ellos el oxigeno requerido para el
tratamiento. El agua ya tratada es evacuada junto con una proporcion considerable de biomasa,
por lo cual debe ser transferida a un tanque de sedimento donde todos los solidos bioldgicos son
separados, y asi mismo es necesario que se realice un tratamiento previo a la filtracion biolégica
aerobia para remover grasas, aceites y solidos suspendidos del agua residual con el fin de

impedir que el sistema se obstruya (Banks y Wang, 2005).
10. Biorreactores de membrana (BRM)

Es la retencién de la materia suspendida y una fraccion de los compuestos solubles, conduce a
la obtencién de un efluente ante las descargas de del agua residual, tiene también la posibilidad
de retener todas las bacterias y los virus y da como resultado un efluente estéril, eliminando asi
la desinfeccion posterior y los riesgos, asi como también la separacion de los microorganismos
y el control independiente del tiempo de retencion celular (TRC) y del tiempo de resistencia
hidraulica (TRH) ya que posibilitan un mejor control del proceso de la membrana (Cicek et al.,
2001)

16



Los biorreactores de membrana no solo retienen la biomasa, sino que también previenen el
escape de enzimas exocelulares u occidentes solubles creando asi una mezcla biolégicamente
mas activa capaz de degradar un amplio intervalo de fuente orgénicas, estos sistemas eliminan

la dificultad de los procesos y problemas asociados con la sedimentacion (Buisson et al., 1998)
11. Sistemas bioelectroquimicos.

Una celda de combustible microbiana es un tipo de sistema biolectroquimico que se encarga de
convertir un sustrato biodegradable directamente a electricidad, esto se lleva a cabo cuando se
consigue las bacterias, a través de su metabolismo, transfieren electrones desde un donador, tal
como la glucosa, a un aceptor de electrones llamado también electrodo, en una celda de
combustible microbiana las bacterias no transfieren directamente los electrones, producidos en
su espectro terminal, sino que estos son total desviados hacia el electrodo denominado anodo
(Buitron y Perez, 2011).

Las celdas de combustible microbiana son también convertidores bioelectroquimicos
renovables que tienen como objetivo en convertir la energia bioquimica en electricidad, asi
como también las celdas de combustible microbianas permiten que el tratamiento sea simultaneo
de las aguas residuales y la recoleccion de energia a partir de medios organicos mixtos mediante
el uso de consorcios microbianos como lo es los biocatalizadores. Como también lo es los
tratamientos de desechos antropogénicos y las aguas residuales, los sistemas bioelectroquimicos
generan electricidad en lugar de consumirla, también los sistemas bioelectroquimicos tienen la
capacidad de descomponer los contaminantes toxicos, una de las ventajas que tienen estas celdas

de no sobrecargar el ciclo del carbono mas que los combustibles fosiles (Lopez- Tirado, 2020).
12. El sistema bioelectroquimico (SBE)

Cabe destacar que en los Gltimos afios ha evolucionado el uso de microorganismos para cumplir
funciones de transformacion de energia y remocion de compuestos, permitiendo el desarrollo
de los SBE (Trembla et al.,2015). El sistema biolectroquimico (SBE) es un grupo de nuevas
tecnologias que se basan en la capacidad de algunos microorganismos para catalizar reacciones
de oxidacion en el &nodo y de reduccion en el catodo (Mekawy et al., 2015). Dependiendo del

modo de operacion del reactor y del producto final que se forma, los SBE pueden clasificarse

17



en tres grandes grupos: 1) celdas de combustible microbiana (CCM); 2) celdas de electrdlisis
microbiana (CEM) y 3) celdas de desalinizacién microbiana (CDM) (Pant et al., 2012). En la
préctica realizada en el afio 2010 da como resultado un cambio dréstico en el valor promedio de
DP obtenido, de 51.79 % menos del valor calculado considerando todas los SBE analizados.
Este resultado indica que el aumento en volumen de la celda tiene efecto negativo sobre la DP
obtenida en el sistema (Oh et al., 2010). Al realizar el escalamiento de los reactores resulta
dificil mantener la homogeneidad del sistema, afectando la tasa de transferencia de masa y
velocidad de reaccion y, por ende, la produccion de electricidad. Los reductores (electrones) de
la cdmara anodica fue similar a la disminucion de la concentracién de DQO de las aguas
residuales. Por lo tanto, como el célculo de EC para la oxidacion de un sustrato orgénico en la
camara anodica se realiza basandose en el porcentaje de remocion de DBO o DQO en la camara
y la corriente eléctrica generada en dicha camara, se estaria considerando menor materia
organica disponible para la produccion de electricidad y, por lo tanto, una reduccion en los
valores de EC (Fornero et al., 2010). En el caso de la DQO removida se obtuvo que el 75 % de
los datos fueron valores en el rango del 80 al 95 %. De acuerdo con los resultados obtenidos, no
es evidente una relacion entre la maxima DP generada por los SBE y altos valores de remocion
de DQO de las aguas residuales estudiadas. Los datos utilizados para el analisis de este trabajo
muestran que, al obtener valores maximos de DP, solo se puede alcanzar el 73.4 % de remocion
de DQO y que, en los sistemas que alcanzan valores de remocion de DQO del 95%, la DP
obtenida disminuye de manera significativa. Por tales motivos, es importante analizar los
procesos llevados a cabo por la ecologia microbiana asociada al sistema debido a los bajos
valores de EC, en ambos escenarios. EI microbioma establecido en el anodo parece ser un
elemento importante para el avance de esta tecnologia y, su estudio y entendimiento, resultan
claves en los procesos de transferencia de electrones que se llevan a cabo para la produccion de

energia (Duteanu et al., 2010).

13. Localizacion geografica del sitio.

La presente investigacion se llevd a cabo en el Laboratorio de Biologia del Departamento de
Botanica de la Universidad Autonoma Agraria Antonio Narro en Buenavista, Saltillo, Coahuila,

México.
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14. Disefio y construccion de un SBE

Se disefid y construyd un sistema bioelectroquimico con doble compartimento de policarbonato
con un volumen de trabajo de aproximadamente 2 litros. En la parte anddica y catodica se
emplearon electrodos fieltro de grafito. En la parte anddica y catddica se emplearon electrodos
fieltro de grafito. La parte anddica y catddica estara separada por una membrana selectiva (CMI-
7000). ElI SBE cuenta con una entrada (influente) y una salida (efluente), fue operada a
temperatura ambiente y con un régimen de alimentacion de flujo continuo por medio de una

bomba peristéltica, a un tiempo de retencion hidraulica de 48 horas (figura 1).

Influente
Efluente

Membrana

Aireacion

I
po.._ = !l!!l!lllll!'ll!lll'l|IIIIII|!!ll!Il!lIl!l!!!llB.
| i |l
L

Figura 1. Disefio del SBE
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Figura 2. Construccion del SBE

Construido el SBE, los microorganismos anaerobios fueron inoculados en el anodo y los
microorganismos aerobios fueron inoculados en el catodo, el agua residual del rastro y los
electrodos fueron puestos en contacto por 15 dias para fomentar el desarrollo de la biopelicula

microbiana especifica para el tipo de agua residual y la membrana (figura 3).

Figura 3. Puesta de la membrana para el desarrollo de la biopelicula microbiana
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Acondicionamiento de los electrodos en ambiente anaerobio (ausencia de oxigeno) y aerobio

(presencia de oxigeno) para la formacion de los indculos para el &nodo y céatodo

respectivamente.

Figura 4. Aireacion del SBE

Después del periodo de formacion de la biopelicula, se comenzé a alimentar continuamente el
SBE con el agua residual del rastro (influente) y se establecié un TRH de 48 horas. Tanto el

influente como el efluente (agua tratada) se analizaron para conocer el contenido de DQO, pH

y conductividad (figura 5).

[ AUTA DE EVACUACION]|
|

Figura 5. Monitoreo del SBE
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Figura 6. Monitoreo del SBE, entrada (influente) y una salida (efluente)

14.1 Determinacion de la demanda quimica de oxigeno

Principio del método: las muestras se oxidan mediante digestion con acido sulfurico y dicromato
de potasio en presencia de sulfato de plata y sulfato de mercurio (I). La plata actia como
catalizador para oxidar la materia organica mas resistente. EI mercurio reduce la interferencia
causada por la presencia de iones cloruro. La cantidad de dicromato utilizada en la oxidacion de
la muestra se determina midiendo la absorbancia del Cromo (111) formado a una longitud de
onda de (600 + 20) nm para un intervalo hasta de 1000 mg/L. Las mediciones de la absorbancia
se efectian en el tubo de digestidn, que hace las veces de celda, y son convertidas a un valor de
DQO-TS. Se puede utilizar una longitud de onda alternativa de (440 + 20) nm para un intervalo
de calibracion de hasta una concentracion de masa de 150 mg/L. Para un intervalo de calibracion
menor, de hasta 50 mg/L, se puede utilizar una longitud de onda alternativa de (348 + 15) nm.
A 348 nmy 440 nm, se mide la absorbancia del Cromo (V) remanente (NMX-AA-030/2-SCFI-
2011).

Reactivos
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-Agua, con las siguientes caracteristicas:

Conductividad maxima 5,0 uS/cma 25 °C y pH de 5,0 a 8,0.

-Tubos sellados DQO-TS Siempre que sea posible se recomienda adquirir tubos sellados DQO-
TS listos para su uso. Esto minimiza el manejo de productos quimicos toxicos por personal del
laboratorio. Los tubos de tipo comercial se pueden comprar para cubrir diferentes intervalos de
analisis, (por ejemplo, hasta 50 mg/L, 160 mg/L, 1 000 mg/L o 1 500 mg/L).

Es esencial que los tubos sellados adquiridos contengan sulfato de mercurio (I1) para eliminar
interferencias debido a cloruros.

-Dicromato de potasio, disolucion de referencia certificada (K2Cr207) = 0,10 mol/L (intervalo
de hasta 1000 mg/L de DQO-TS). Disolver (29,418 + 0,005) g de dicromato de potasio (secado
a 105 °C por 2 h £ 10 min) en aproximadamente 600 ml de agua en un vaso de precipitado.
-Agregar cuidadosamente 160 ml de acido sulfurico concentrado con agitacion. Dejar enfriar y
diluir a 1000 ml en un matraz volumeétrico. La disolucion es estable al menos por seis meses.
-Acido sulfurico

-Acido sulfurico concentrado, y (H2S04) = 1,84 g/ml. 6.4.2 Acido sulfarico diluido, ¢ (H2SOx)
= 4 mol/L. A un vaso que contenga aproximadamente 500 ml de agua afiadir cuidadosamente
con agitacion, (220 £+ 10) ml de &cido sulfurico concentrado Dejar enfriar y diluir a (1 000 + 10)
ml en una probeta. Almacenar en un frasco de vidrio. La disolucion es estable por doce meses.
-Acido sulfarico diluido, (H2SO4) = 1,8 mol/L. A un vaso que contenga (180 + 2) ml de agua,
afiadir cuidadosamente con agitacion, (20 £ 1) ml de &cido sulfurico concentrado. La disolucion
es estable por doce meses.

-Disolucion de sulfato de mercurio (IT), (HgSO4) 1,35 mol/L. Disolver (80 + 1) de sulfato de
mercurio grado reactivo en (200 £ 2) ml de acido sulfurico diluido.

Precaucion:

Este reactivo es muy téxico. Para los peligros asociados (véase Apéndice informativo B).

-La disolucion es estable por doce meses.

-Sulfato de plata en acido sulfurico, (Ag2SO4) = 0,038 5 mol/L. Disolver (24,0 £0,1) g de sulfato
de plata en 2 L de &cido sulfurico concentrado Para obtener una disolucion satisfactoria, agite
la mezcla inicial. Deje reposar una noche y después agite nuevamente con el fin de disolver todo
el sulfato de plata. Almacenar en botella de vidrio oscuro protegido de la luz directa del sol. La

disolucion es estable por doce meses.
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-Reactivos premezclados preparados (con un intervalo de DQO-TS de hasta 1000 mg/L).
Colocar (0,50 + 0,01) ml de dicromato de potasio en tubos de digestion individuales. Agregar
con cuidado (0,20 £ 0,01) ml de disolucién de sulfato de mercurio (11) (véase 6.5), seguido de
(2,50 + 0,01) ml de sulfato de plata. Agitar cuidadosamente y a continuacién, tape los tubos.
Deje reposar una noche para enfriar. Agitar de nuevo antes de su uso. Este reactivo preparado
es estable por un afio si se almacena en lugar oscuro a temperatura ambiente. Se puede preparar
por anticipado un lote grande de tubos de digestion utilizando los reactivos que se especifican
aqui. Tubos sellados que contengan sulfato de mercurio (Il), acido sulfdrico concentrado,
dicromato de potasio y sulfato de plata pueden prepararse en el laboratorio, o ser adquiridos
comercialmente, si se encuentran disponibles. Estos tubos sellados deben almacenarse en lugar
oscuro a temperatura ambiente. Deben de ser estables al menos por un afio. Es esencial que los
tubos que hayan sobrepasado su fecha de caducidad no sean usados y sean descartados.
-Reactivos para deteccion espectrofotométrica

-Disolucion madre de referencia de concentracion de masa de ftalato acido de potasio (KHP)
[CsH4 (COOH) (COOK)], v (DQO-TS) de 10 000 mg/L. Disolver (4,251 + 0,002) de ftalato
hidrogeno de potasio, previamente secado a (105 £ 5) °C durante 2 h + 10 min, en
aproximadamente 350 ml de agua (vease 6.1). Diluir con agua a 500 ml en un matraz
volumétrico. Almacenar la disolucion en refrigeracion de 2 °C a 8 °C y preparar nuevas
disoluciones cada mes. Una alternativa para el almacenamiento por refrigeracion es afiadir 2 ml
de &cido sulfurico diluido, antes de diluir a 500 ml, para inhibir la degradacion microbioldgica.
Esta disolucion, si es almacenada adecuadamente, en un frasco de vidrio ambar y en
refrigeracion de 2 °C a 8 °C, puede durar al menos un afio. Esta disolucion puede adquirirse
comercialmente.

-Disoluciones de referencia para calibracion instrumental, con valores de concentracion de masa
v (DQO-TS) de 200 mg/L, 400 mg/L, 600 mg/L, 800 mg/L y 1 000 mg/L. Diluir, por separado,
20 ml, 40 ml, 60 ml, 80 ml y 100 ml de la disolucion madre de referencia de concentracién de
masa de 10 000 mg/L, con 4 ml de acido sulfurico diluido a 1000 ml con agua. Almacenar estas
disoluciones de 2 °C a 8 °C y preparar nuevas disoluciones cada mes (cuando aplique). Para un
intervalo bajo de concentracion de masa [por ejemplo, hasta 150 mg/L (O)], pueden prepararse
disoluciones de calibracién de 30 mg/L, 60 mg/L, 90 mg/L, 120 mg/L y 150 mg/L. Almacenar

estas disoluciones de 2 °C a 8 °C y preparar nuevas disoluciones cada mes (cuando aplique).
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Reactivos para deteccion mediante titulacion (que se utilizan para muestras digeridas en tubos
sellados, y que presentan color atipico y/o turbiedad).

-Disolucion indicadora de sulfato de hierro (I1) fenantrolina (ferroina) Disolver (3,5 £ 0,1) g de
sulfato de hierro (II) heptahidratado (FeSO4"7H20) en 500 ml de agua -Agregar (7,4 £ 0,1) g de
1,10-fenantrolina monohidratada (Ci2HsN2>"H20) y agitar hasta disolver. La disolucion es estable
por lo menos un mes.

-Disolucion de sulfato de amonio y hierro (II) (FAS), [(NH2)2Fe (SOa4)2:6H20] = 0,075 mol/L.
Disolver (30,0 £ 0,5) g de sulfato de amonio y hierro (II) hexahidratado (NHa)2Fe (SO4)2:6H20]
en aproximadamente 200 ml de agua. Agregar cuidadosamente (20,0 + 0,5) ml de acido
sulfarico concentrado -Enfriar y diluir con agua a 1000 ml en un matraz volumétrico. Preparar
cada semana (cuando aplique) y valorar el dia de uso. Diluir (0,5 = 0,01) ml de 0,1 mol/L de
dicromato de potasio a aproximadamente 5 ml con &cido sulfdrico diluido (véase Titular esta
disolucion con el sulfato de amonio y hierro (I1), usando una gota de ferroina como indicador.
La concentracion de cantidad del sulfato de amonio y hierro (I1) ¢, expresada en moles por litro,
estd dada por la siguiente expresion:

Equipo y materiales

-Aparatos para la etapa de digestion

-Placas de calentamiento, capaz de mantener una temperatura de (150 + 5) °C sin causar
sobrecalentamiento local a los contenidos de los tubos que estan siendo probados.

-La placa de calentamiento debe tener capacidad para sostener al menos 10 tubos. Los orificios
en la placa de calentamiento deben ser de un diametro tal que la pared del tubo de vidrio esté en
contacto estrecho con la placa de metal. La profundidad en los orificios debe ser tal que pueda
ocurrir el calentamiento adecuado de los contenidos.

-Hay placas disponibles que sostienen mas de cincuenta tubos. El contenido de los tubos debe
alcanzar la temperatura deseada dentro de los 10 min de haber colocado los tubos en la placa
precalentada.

-Tubos de digestion, fabricados de vidrio resistente al 4cido, capaces de resistir una presion de
600 kPa a 150 °C (longitud de 185 mm, didmetro externo de 14 mmy grosor de pared de 1 mm)
o los disponibles comercialmente. Los tubos de vidrio se acoplaron a la placa de calentamiento
de manera tal que la pared esté en contacto estrecho con la placa de metal. Antes de usarse

deberan ser inspeccionados para asegurar que no estan dafiados o rotos de alguna manera, y
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serén descartados si es detectado cualquier defecto ligero. Los tubos de vidrio se proveeran con
tapas adecuadas. Si los tubos de vidrio son usados como celdas para medir la absorbancia, es
esencial que la parte externa de los tubos esté escrupulosamente limpia antes de ser colocados
en el espectrofotometro.

-El Apéndice informativo C proporciona alguna informacion sobre el uso de equipos
comerciales pequefios de DQO-TS con base en deteccion espectrofotométrica.

-Pipeta, capaz de dispensar (2,00 = 0,02) ml.

-Aparatos para la medicion de la etapa final

-Aparato de deteccion espectrofotométrica

-Espectrofotémetro, con capacidad de medicion a (600 £ 20) nm.

Es altamente recomendable que el espectrofotdmetro sea capaz de medir la absorbancia de la
muestra digerida directamente del tubo sellado, eliminando asi la necesidad de transferir la
disolucion a una celda separada

-Instalaciones de almacenaje adecuadas, para los tubos sellados de digestion usados. Los tubos
sellados de digestion usados y sus contenidos deberan desecharse de acuerdo con los
requerimientos nacionales.

-Centrifuga, adecuada para soportar los tubos de digestion

-Aparato para la deteccion por titulacion

-Bureta, por ejemplo, de 10 ml con graduaciones de 0.02 ml, o titulador digital, por ejemplo,
con una resolucion de 0.02 ml o mejor (para titular muestras digeridas turbias de los tubos
sellados).

-Agitador magnético para titulacion

-Barra de agitacion y recuperador de barra de agitacion

Procedimiento:
-Utilizar tubos HACH.
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Figura 7. Tubo hach

-Agregar 1.5 ml de K>Cr20-.
-Agregar 3.5 ml de H2S04-AgSOa.

Figura 8. Tubos hach con reactivo

-Tapar bien y mezclar.
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Figura 9. Tubos hach con los respectivos reactivos

-Agregar 2.5 mL de muestra.

Bo%

Figura 10. Tubos hach con reactivo y muestra
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-Realizar dilucién 1:10 para agua cruda 0 muestras muy contaminadas

agregando 250 pL muestra y 2.25 ml H-O destilada.

- A,g’,lmﬂ

Figura 11. Tubos hach listos

-Tapar bien y mezclar.
-Limpiar los tubos por fuera con papel hiimedo.
-Introducir en el digestor por 120 min a 150°C.
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Figura 12. Digestor

-Dejar que los tubos se enfrien.
-Si no se leen al momento, guardarlos en lugar oscuro.
-Limpiar los tubos por fuera con papel himedo.

-Leer absorbancias en el espectrofotometro a 620 m.
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Figura 13. Espectrofotémetro.

-La lectura puede tomarse hasta después de 24 h como méaximo.

14.2 Determinacion de la demanda bioquimica de oxigeno

Principio del método: el método se basa en medir la cantidad de oxigeno que requieren los
microorganismos para efectuar la oxidacion de la materia organica presente en aguas naturales
y residuales y se determina por la diferencia entre el oxigeno disuelto inicial y el oxigeno
disuelto al cabo de cinco dias de incubacion a 20°C. Para la determinacion de oxigeno disuelto
(OD) se puede emplear cualquiera de los dos métodos establecidos en la norma mexicana NMX-
AA-012-SCFI (NMX-AA-028-SCFI-2021).

Reactivos

Todos los productos quimicos usados en este método deben ser grado reactivo, a
a menos que se indique otro grado.

Agua: Debe entenderse agua que cumpla con las siguientes caracteristicas:

a) Resistividad, megohm-cm a 25°C: 0,2 min.;
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b) Conductividad, uS/cm a 25°C: 5,0 max., y

c¢) pH: 5,0a8,0.

Fosfato monobasico de potasio (K2HPO.)

Fosfato dibasico de potasio (K2HPOu4)

Fosfato dibasico de sodio heptahidratado (Na:HPO4+7H-0)
Cloruro de amonio (NH4Cl)

Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4+7H-0)
Cloruro de calcio anhidro (CaClz)

Cloruro férrico hexahidratado (FeCls*6H-0)

Acido sulfurico concentrado (H2SOx)

Hidroxido de sodio (NaOH)

Sulfito de sodio (Na:SOs)

Glucosa grado patron primario (CsHi20s)

Acido glutdmico grado patron primario(CsHsNO4)
Equipo y materiales

-Equipo de aireacion con difusor

Incubadora: controlado por termostato a 20°C + 1°C. Eliminar toda la luz para evitar la

posibilidad de produccién fotosintética de oxigeno disuelto.
-Balanza analitica con precision de 0,1 mg

-Medidor de oxigeno disuelto

-Material limpieza del material.

-Todo el material usado en la determinacion debe ser exclusivo para este procedimiento. Para
el lavado del material remojar durante 1 h en una disolucién de acido sulfarico al 10 % y
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enjuagar con agua. Los detergentes con base de amoniaco no deben usarse para la limpieza del

material.

-Los contenedores de las muestras deben lavarse con disolucién de detergente no ionico, libre
de metales, enjuagarse con agua, remojar en &cido toda la noche y volver a enjuagarse con agua

libre de metales.

-Para el material de cuarzo, politetrafluoroetileno o material de vidrio debe dejarse remojando
de 12 h a 24 h con HNOs (1:1), HCI (1:1) o con agua regia (3 partes de HCI concentrado + 1
parte de HNOs concentrado) a 70 o C s6lo en los casos que presente material adherido, después

debe ser enjuagado con agua libre de metales.
En los casos de que el material presente grasas, enjuagar con acetona y/o hexano.

Botellas Winkler de vidrio para incubacion con capacidad de 300 ml de aforo total y con boca
estrecha, reborde y tapén de vidrio esmerilado, de forma codnica. -Contratapa de

politetrafluoroetileno u otro material plastico para botella Winkler -bureta
Procedimiento

-Por muestra usar 1 frasco Winkler para ODi y otro para OD5.

Figura 14. Frascos Winkler
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-Realizar duplicado de las muestras y del blanco.

-Preparar el Agua de Disolucion (AD) necesaria (320 ml/frasco).

Figura 15. Reactivos para la preparacion del AD

-Agitar el AD al menos por 1 h.
-Determinar la dilucion a utilizar: agua cruda 1% (3 ml), 0.1% (300 (L),

0.001% (30 pul) 0 0.0001% (3 pl) de muestra y para Agua Tratada 10% (30 ml) o 1% (3 ml) de

muestra.
-Colocar con una pipeta la muestra en el frasco Winkler.
-Llenar el frasco Winkler con AD hasta donde termina el esmerilado.

-Colocar el tapén del frasco Winkler, sostener bien y mezclar varias veces, eliminar el

excedente.
-Frascos para OD5 se meten a incubar por 5 dias a 20°C.

-Tanto para OD como para OD5 (después de incubar) afiadir a cada frasco Winkler 2 ml de

MnSO., inmediatamente agregar 2 ml de yoduro azida de sodio.
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-Colocar el tapon del frasco Winkler, sostener bien y mezclar varias veces, eliminar el
excedente.
-Agregar 2 mL de H2SO..

Figura 16. Preparacion de los frascos Winkler.

-Colocar el tapon del frasco Winkler, sostener bien y mezclar varias veces, eliminar el

excedente.

-Colocar en una bureta el tiosulfato de sodio para realizar la titulacion.

Vakid] W
i * -

Figura 17. Placa de agitacion y bureta.
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-Medir 100 mL de la muestra y colocarla en un matraz Erlenmeyer.

T
i

Figura 18. Matraz Erlenmeyer con muestra.

-La titulacion se lleva a cabo mezclando con agitacion magnética.

-Dejar caer un poco de tiosulfato de sodio para aclarar el tono amarillo de la muestra.

-Agregar de 5-10 gotas de indicador de almid6n hasta que la solucién tome un color azul.
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Figura 19.Titulacion con tiosulfato.

-Agregar nuevamente tiosulfato de sodio lentamente hasta la desaparicion del color azul.

Figuré 20.
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-Detener el flujo del reactivo al primer cambio de coloracion y medir el volumen de tiosulfato

de sodio gastado en la titulacién.

14.3 Determinacion de coliformes totales y fecales

Principio del método: se basa en la tecnologia del sustrato definido, en donde se emplea un
nutriente especifico como la principal fuente de carbono para el crecimiento de los organismos
de interés acoplado a un indicador y la expresidn de enzimas caracteristicas de estos organismos.
El indicador se torna visible después de la hidrolizacion del sustrato a través de una sefial de
color y fluorescencia. Esta sefial indica que se ha producido la reaccion y confirma la presencia
de los organismos de interés. El calculo de sus nGmeros mas probables (NMP) en la muestra, se
lleva a cabo, mediante el uso de tablas de referencia para NMP. Los tubos se examinan a las 24
y 48 horas de incubacion ya sea a 35 o 37°C. Cada uno de los que muestran turbidez con
produccién de gas se resiembra en un medio confirmativo mas selectivo y, cuando se busca E.
coli presuntiva, en un medio en el que se pueda demostrar la produccion de indol. Se lleva a
cabo la incubacion de estos medios confirmativos basta por 48 horas ya sea 35 0 37°C para la
deteccion de organismos coliformes y a 44°C para organismos termotolerantes y E. coli.
Mediante tablas estadisticas se lleva a cabo el célculo del nimero mas probable (NMP) de
organismos coliformes, organismos coliformes termotolerantes y E. coli que pueda estar
presente en 100 cm de muestra, a partir de los nimeros de los tubos que dan resultados
confirmativos positivos (NMX-AA-186-SCFI-2012).

Reactivos

-Caldo lauril sulfato de sodio
-Caldo lactosa verde brillante bilis
-Caldo EC

Equipos y materiales

-Incubadora para 35 0 37°C

-Incubadora para 44[1C
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-Autoclave u olla de presion para esterilizar
-Balanza analitica

-Pipetas de 5, 1y 0.2 ml

-Puntillas para pipeta (estériles)

-Tubos de ensaye

-Campanas Durham (0.5 ml capacidad)
-Gasas y algoddn

Procedimiento:

Las muestras empleadas en el andlisis, se deben tomar en frascos que se hayan lavado con

extremo cuidado y esterilizado.

Siempre que sea posible, llenar el frasco a 2/3 partes de su capacidad; una cantidad menor seria
insuficiente, si fuera mayor, disminuiria el espacio de aire disponible, necesario para
homogeneizar la muestra. Las muestras deben ser representativas del agua en el estudio y
asimismo no deben contaminarse en forma alguna (al menos 100 ml). EI material se prepara al

menos un dia antes de la prueba, y la muestra debe ser fresca (no mas de 2 horas).
a) Pruebas presuntivas
Preparacion del medio e inoculacion
1. Realizar diluciones seriadas de 10! hasta 109, las cuales se realizan por triplicado (3x).
2. Marcar los tubos con la dilucion y la muestra correspondiente.

3. Agregar 22.5 ml de caldo lauril sulfato de sodio (CLSS) a cada tubo de ensaye (22 ml directo

con una pipeta, y 0.5 ml en la campana de Durham).

4. Llenar la campana de Durham e introducirla al tubo de ensayo rapidamente por inversion

cuidando que no queden burbujas en el proceso.
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5. Colocar correctamente los tapones de plastico en la boca de los tubos de ensayo.

Figura 21.Tubos de ensaye con CLSS.

6. Esterilizar los tubos de ensaye con el medio de cultivo por 15 min a 121°C/15 Ibp.
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Figura 22. Autoclave.

7. Esterilizar el area a trabajar y agregar a cada tubo de ensayo correspondiente a la dilucion 10t

2.5 ml de muestra (3x). Tapar nuevamente los tubos al finalizar este paso.
8. Mezclar cada tubo en el vortex para homogeneizar la muestra con el caldo de cultivo.

9. Tomar 2.5 ml de los tubos de la dilucion 10t y vaciarlo en el tubo correspondiente de la

dilucion 102.
10. Mezclar cada tubo en el vortex para homogeneizar la muestra con el caldo de cultivo.

11. Realizar los pasos 9 y 10 a fin de que se realicen las diluciones seriadas hasta 10°.
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Figura 23. Tubos de ensaye con medio de cultivo mas muestra.

12. Incubar los tubos de ensayo a 35°C 1 por 24 a 48 h.

Figura 24. Incubadora.
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13. Observar los resultados, los tubos positivos deben tener turbio el caldo de cultivo y

observarse produccion de gas en la campana de Durham (desplazamiento de liquido - vacio).

r

Figura 25. Tubo positivo de coliformes.

14. Guardar los tubos positivos y desechar los tubos negativos.
b) Prueba confirmatoria coliformes totales

1. Solo se trabajara en este punto con los tubos que resultaron positivos en la prueba presuntiva.
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Figura 26. Tubos de ensaye con medios de cultivo.

2. Marcar los tubos con la dilucién y la muestra correspondiente.

3. Agregar 24.75 ml de caldo bilis verde brillante (CBVB) a cada tubo de ensaye (24.25 ml

directo con una pipeta, y 0.5 ml en la campana de Durham).

4. Llenar la campana de Durham e introducirla al tubo de ensayo rapidamente por inversion

cuidando que no queden burbujas en el proceso.
5. Colocar correctamente los tapones de plastico en la boca de los tubos de ensayo.
6. Esterilizar los tubos de ensaye con el medio de cultivo por 15 min a 121°C/15 Ibp.

7. Esterilizar el area a trabajar y agregar a cada tubo de ensayo con la dilucion correspondiente

0.25 ml (250ul) de muestra. Tapar nuevamente los tubos al finalizar este paso.

8. Mezclar cada tubo en el vortex para homogeneizar la muestra con el caldo de cultivo.
9. Incubar los tubos de ensayo a 35°C £ 1 por 24-48 h +3.
10. Observar los resultados, los tubos positivos deben tener turbio el caldo de cultivo y

observarse produccion de gas en la campana de Durham (desplazamiento de liquido - vacio).
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Figura 27. Tubos positivos.

11. Analizar los resultados y compararlos con el indice del NMP y limite confiable del 95% para

varias combinaciones de resultados positivos y negativos cuando se usan 3 tubos.

c) Prueba confirmatoria coliformes fecales
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1. Solo se trabajara en este punto con los tubos que resultaron positivos en la prueba

presuntiva.

1 v':

A Figﬁra 28. Tubos de ensaye con medio de cultivo.

2. Marcar los tubos con la dilucién y la muestra correspondiente.

3. Agregar 24.75 ml de Caldo EC (CEC) a cada tubo de ensaye (24.25 ml directo con una pipeta,

y 0.5 ml en la campana de Durham).

4. Llenar la campana de Durham e introducirla al tubo de ensayo rapidamente por inversion

cuidando que no queden burbujas en el proceso.
5. Colocar correctamente los tapones de plastico en la boca de los tubos de ensaye.

6. Esterilizar los tubos de ensaye con el medio de cultivo por 15 min a 121°C/15 Ibp.

46



Figura 29. Mandmetro de la autoclave.

7. Esterilizar el area a trabajar y agregar a cada tubo de ensaye con la dilucion correspondiente

0.25 ml (250uL) de muestra. Tapar nuevamente los tubos al finalizar este paso.

Figura 30. Tubos de ensaye con medio de cultivo.

8. Mezclar cada tubo en el vortex para homogeneizar la muestra con el caldo de cultivo.
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9. Incubar los tubos de ensayo a 35°C £1 por 24-48 h £3.4

Figura 31. Incubadora.

10. Observar los resultados, los tubos positivos deben tener turbio el caldo de cultivo y

observarse produccion de gas en la campana de Durham (desplazamiento de liquido - vacio)

ro

Figura 32. Tubo positivo.
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11. Analizar los resultados y compararlos con la Tabla 17.4 indice del NMP y limite confiable

del 95% para varias combinaciones de resultados positivos y negativos cuando se usan 3 tubos.
14.4 Determinacion de los huevos de helmintos

Método modificado de Bailenger

Principio:

Este método de andlisis se basa en la diferencia de densidades entre los huevos de helmintos,
las demas sustancias presentes en las aguas residuales, y procesos de sedimentacion, flotacién,
decantacion y la técnica bifasica para recuperar los huevos de helminto y efectuar el conteo.

Reactivos
-Solucioén de sulfato de zinc al 33%
-Eter (o acetato de etilo)

-Buffer acetoacético pH 4.5 (15 g de acetato de sodio trihidratado; 3.6 m de acido acético glacial;

aforar a 1 litro con agua destilada).

-Solucion de detergente (1 ml Triton X-100 o Tween 80, aforado a 1 litro con agua de la llave).
Equipo y materiales

-Centrifuga capaz de generar 1,000 g.

-Tubos conicos para centrifuga de 15 y 50 ml.

-Pipetas Pasteur.

-Camara McMaster.

-Agitador o virtex para tubos (no es esencial).

-Probetas graduadas de 10 y 50 ml; o pipeta graduada de 10 ml

Procedimiento:

1. Recolectar la muestra (V litros), usualmente 1 litro para agua residual cruda o

parcialmente tratada, y 10 litros para efluentes con tratamiento final (Nota 1). Permite
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que la muestra sedimente por espacio de 1 a 2 horas, dependiendo del tamafio del
contenedor. Se recomienda un recipiente de abertura ancha, de paredes rectas, para la
sedimentacion, ya que se puede remover mas facilmente el sobrenadante y permite el

enjuagado del contenedor

Figura 33. Litro de muestra ARR, SBE y Humedal.

2. Remover el 90% del sobrenadante empleando una bomba de succién o sifdn.

3. Transfiera con cuidado el sedimento a uno o mas tubos cénicos de centrifuga,
dependiendo del volumen, y centrifugue a 1,000 g por 15 min. Recuerde enjuagar el
contenedor muy bien con la solucién de detergente, y agregue el agua de enjuagado al

sedimento.

Figura 34. Tubos conicos.
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4. Remueva el sobrenadante. Si se ha empleado més de un tubo cdnico en el paso 4,
transfiera todos los sedimentos a un tubo (enjuague muy bien con la solucion de
detergente para asegurar que no se quede sedimento alguno) y centrifugue nuevamente

a 1000 g por 15 min.

Figura 35. Tubos conicos con muestra.

5. Suspenda el pellet en un volumen igual de buffer acetoacetico (ej., si el volumen del
pellet es de 2 ml, agregar 2 ml de buffer) Si el pellet es menor a 2 ml, agregue buffer
hasta un volumen final de 4 ml para asegurar que, después de la extraccién con acetato
de etilo (pasos 7 y 8), hay suficiente volumen de buffer sobre el pellet para permitir que

la capa de acetato de etilo sea vaciada sin re-suspension del pellet.

6. Agregue 2 volimenes de acetato de etilo o éter (ejemplo 4 ml), y mezcle la solucién en
un vortex. La muestra puede ser agitada a mano, también, esto es aceptable si no se tiene

un vortex disponible.

7. Centrifugue la muestra a 1000 g por 15 min. La muestra se separara en 3 fases

distintas. Toda la muestra “pesada”, no grasosa, incluyendo los huevos de helminto,
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10.

11.

12.

larvas y protozoos, estaran en la capa inferior. Encima de esto, estara el buffer, que
deberd ser claro. Las grasas y otro material se mueven en el acetato de etilo o éter y se
forma un tapdn oscuro y espeso en el fondo del vial.

Anote el volumen del pellet que contiene los huevos de helmintos, y vacie el resto del

sobrenadante en un solo movimiento.

Resuspende el pellet en 5 volumenes de solucion de sulfato de zinc. Anote el volumen
final del producto (X ml). Mezcle bien. Se requiere un minimo de 1.5 ml para llenar

una cdmara McMaster doble (sin burbujas).
Réapidamente tome muestra con una pipeta Pasteur y transfiera a una camara McMaster.

Deje la camara en reposo en una superficie plana por 5 minutos antes de trabajar. Esto

permite que los huevos de helminto floten.

Coloque la camara en el microscopio bajo 10x 0 40x. cuente los huevos de helminto

que se encuentren dentro de la cuadricula en la cAmara completa.

Figura 36. fotografia tomada a 10x, se alcanzan a ver los huevos de helmintos.
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Figura 37. Fotografia tomada a 40x donde se alcanza a ver un solo huevecillo.

13. Calcule el nimero de huevos de helminto por litro de la siguiente forma:
N = AX/PV
N= numero de huevos de helminto.
A= namero de huevos de helminto contabilizados en la cAmara o el promedio de estos.
X=volumen del producto final (ml)
P=volumen de la camara McMaster (0.3 ml) [si se usa cAmara sencilla, 0.15ml]
V= volumen original de la muestra (litros)

Nota 1: tamafio de muestra. Tomar en cuenta el volumen de la muestra para hacer los calculos
(1o L).

Nota 2: tiempos de sedimentacion. A 20°C, las velocidades de sedimentacion de los huevos de
helminto encontrados mas comUnmente son: Ascaris lumbricoides 20 mm/min; Trichuris

trichiura 16 mm/min; otros 6 mm/min.

Nota 3: buffer acetoacético. Al controlar el pH, se optimiza la concentracion de los huevecillos.
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15. RESULTADOS Y DISCUSION
Demanda quimica de oxigeno

El monitoreo del SBE fue realizado durante 85 dias a un TRH de 48 horas. El agua residual del
rastro recolectada durante ese periodo contenia un promedio de 7.2 g/l de DQO. Los resultados
del tratamiento mostraron en promedio un porcentaje de eficiencia de remocion de la DQO
(ERDQO) del 58.5%. No se observé correlacion entre la temperatura y el %ERDQO, la
temperatura promedio maxima fue de 23.9°C y la temperatura minima promedio fue de 12.5°C
(como se muestra en la figura 40). Resultados similares obtuvieron Pérez-Rodriguez et al.,
(2018) al trabajar con un SBE de doble compartimento o cAmara en el tratamiento de agua
residual municipal a 3 diferentes TRH 24, 48 y 72 h detectaron una remocion de la DQO de 45,
46.2 y 50%. Mientras que Condori-Pacheco et al., (2019) evaluaron la biodegradacion de la
materia organica en términos de eficiencia de remocion a partir del agua residual doméstica
utilizando una CCM, obteniendo un %ERDQO mayor al 70 % (tanto para DQO como DBOs).
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Figura 38. Porcentaje de remocidn y temperatura ambiente.
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Pardmetros microbioldgicos: demanda bioquimica de oxigeno, coliformes totales y fecales y

huevos de helmintos

Los parametros microbioldgicos se representaron de la siguiente manera, la DBOs promedio del
efluente obtenido del SBE durante los 85 dias de monitoreo fue de 0.024 g DBO/L mientras que
el promedio del agua residual rastro (influente) tuvo un promedio 2.228 g DBO/L, obteniendo

una remocion promedio de la DBO de 98.9% (tabla 1).

Los resultados de la concentracion de coliformes totales y fecales del influente y efluente fue
mayor a 2400 NMP/100 mL (realizando una dilucién hasta 10%). Por lo anterior se decidi6
realizar diluciones hasta 10® tanto en el influente como en el efluente. En el influente la
concentracion de coliformes totales dio positivo hasta 10%, mientras que la concentracion de
estas en el efluente dio positivo hasta 10*. E1 SBE removié un 99.99% de coliformes totales y

fecales (figura 39)

Coliformes
Para poder calcular las el porcentaje de la remocion en las coliformes, se realizd la siguiente
operacidn, las coliformes totales y fecales dieron positivo hasta 10° para lo cual se realizé lo
siguiente.

Ejemplo
10° igual a 100, 000 000
107 igual a 10, 000 000 10*= 10 000 x 100= 10 000 000 / 100 000
10° igual a 1, 000 00O 000= 0.1 — 100=95.5%
107 igual a 100, 000

10%igual a 10, 000
10%igual a 1, DOD

Figura 39. Porcentaje de coliformes a las distintas diluciones

Larrain et al. (2019) mencionan que en un SBE a un TRH de 24 h en el tratamiento de agua
residual municipal no se llega al 100% de remocidn de coliformes, aunque esto también depende
del tiempo que es un factor muy importante en la electrdlisis empleada en dicho proceso ya que
mientras mas tiempo tenga el proceso mayor serd la remocién de microorganismos. Mientras

que Araujo et al. (2017), demostraron que la eficiencia del tratamiento SBE reduce la
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concentracion de coliformes totales y coliformes fecales en un 100% al tratar agua residual del

rastro a un TRH de 25 h.

La remocion de huevos de helmintos H/L durante en el SBE fue del 100%, ya que la

concentracion del influente dio un promedio de 2866.66 H/L y en el efluente de 0 H/L (Tabla

1).
Tabla 1. Promedio de Influente y Efluente
Muestra DBO Coliformes Coliformes Huevos de
helmintos
g/L totales Fecales
H/L
INFLUENTE 2.228 >2400 >2400 2866,66 H/L
EFLUENTE 24 >2400 >2400 0

16. CONCLUSION

Los resultados obtenidos en el trabajo de tesis muestran el potencial del tratamiento de aguas

residuales con alto contenido de materia organica mediante un sistema bioelectroquimico. Se

acepta la hipdtesis ya que el sistema biolectroquimico tuvo una alta eficiencia de remocién de

la demanda quimica y bioquimica de oxigeno, asi como de los patdgenos contenidos en el agua

del rastro debido a que estos sistemas son altamente eficientes.
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