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EL ÉXITO O FRACASO DE UN SISTEMA ANAEROBIO DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES

DEPENDE FUNDAMENTALMENTE DE LA CALIDAD DE LA BIOMASA CONTENIDA EN EL REACTOR; POR

lo tanto, la caracterización de la biomasa permite entender el funcionamiento del
sistema, proyectar su desempeño futuro y definir la potencialidad de la biomasa
como fuente de inóculo para otros reactores.

LODOS ANAEROBIOS

Caracterización Fisicoquimica

MUESTREO

La toma de una muestra de lodo en reactores de lecho suspendido, por ejemplo
reactores UASB,se realiza extrayendo la cantidad de lodo necesaria mediante las
válvulas de drenaje del sistema. En los reactores de lecho fijo, por ejemplo los
filtros anaerobios, la toma de la muestra se lleva a cabo extrayendo una cantidad
suficiente del medio de soporte y raspando posteriormente la biomasa adherida.

La muestra de lodo se toma en recipientes limpios; dependiendo del objetivo

del estudio, se pueden tomar muestras puntuales de una o varias capas de lodos o
del medio de soporte. La otra alternativa consiste en tomar muestras compuestas a
partir de muestras individuales tomadas a diferentes alturas o alícuotas del manto
de lodo o del medio de soporte. Es importante tener en cuenta, que para obtener
una muestra representativa, debe descartarse el lodo almacenado en la válvula,
para lo cual se descarta el volumen inicial colectado. Generalmente se toma de uno
a dos litros de muestra y se recomienda llenar el recipiente hasta el borde superior

para minimizar la exposición al oxígeno (Wills el al., 2000).
Al tomar la muestra, se debe registrar información básica como el tipo de

reactor evaluado, los parámetros de operación y las características del afluente y



[104] DIGESTiÓN ANAEROBIA

el efluente del reactor. La muestra se debe transportar refrigerada, y una vez
ingresa al laboratorio, se recomienda gasear la muestra con Nz por 10 a 15 minu-
tos y luego refrigerar a 4°C hasta el momento de ser procesada.

SÓLIDOS

FUNDAMENTO TEÓRIco. El material suspendido o disuelto presente en el agua resi-
dual se denomina 'sólidos', y en él se pueden distinguir tres categorías: sólidos
totales, sólidos suspendidos totales y sólidos disueltos totales. En cada una de
estas tres categorías también se hace diferencia entre los sólidos fijos y los sóli-
dos volátiles: los primeros son los sólidos que permanecen después de incinerar
la muestra, mientras que los segundos son los sólidos oxidados o volatilizados al
incinerar la muestra.

Cuando los lodos anaerobios presentan características sólidas o semi-só-
lidas, la masa de los sólidos disueltos es despreciable comparada con la fracción
de sólidos suspendidos, por lo cual no es necesario filtrar los lodos, evitando así
las dificultades inherentes a filtrar al vacío una cantidad apreciable de lodo.

En caso de que el contenido líquido del lodo sea importante, debe realizar-
se el filtrado de los lodos para separar la fracción suspendida de la disuelta; para
este caso se utilizó el método consignado en los métodos normalizados para el
análisis de aguas potables y residuales (APHA, 1998).
MATERIALES y EQUIPOS.

• Cápsulas de porcelana
• Balanza analítica

• Probeta
• Baño María
• Estufa
• Mufla

• Pipetas
• Pinzas para mufla
PROCEDIMIENTO. Se recomienda trabajar por triplicado, así:

• Colocar 30 mililitros de lodo en una cápsula de porcelana previamente incine-

rada y pesada, (PI)'
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o Evaporar al baño María la humedad del lodo.
o Secar en estufa a una temperatura entre 103°( Y 105°( durante 24 horas.
o Transferir las cápsulas al desecador hasta que se enfríen y pesarlas, (Pz).
o Incinerar la muestra en la mufla a 5500

( ± 500
( durante una hora.

o Transferir las cápsulas a la estufa durante 15 minutos.
o Posteriormente, colocar las cápsulas en el desecador y permitir que se enfríen.

o Pesar las cápsulas, (PJ
CÁLCULOS.

o Sólidos Suspendidos Volátiles (SSV):

S T (mg//) = (Pz-P)"1.OOO/(30/1.000)

o Sólidos Suspendidos Totales (SST):

SSV (rng/L) = (PrP3)'*'1.000/(30/1.000)

íNDICE VOLUMÉTRICO DE LODOS Y VELOCIDAD DE SEDIMENTACiÓN

FUNDAMENTO TEÓRICO. Los sistemas de tratamiento de aguas residuales por proce-
sos biológicos anaerobios se basan en la retención de grandes cantidades de
lodo en el sistema; con ello se logra que el tiempo de retención de lodos sea
mucho mayor que el tiempo de retención hidráulico; por lo tanto la velocidad de
sedimentación (VS) es una variable importante para mantener la biomasa dentro
del sistema. La velocidad de sedimentación indica la rapidez con la que sedimenta

el lodo y se expresa en m/h.
El índice Volumétrico de Lodos (IVL) es una prueba que evalúa la capaci-

dad de sedimentación y compactación de un lodo; se define como el volumen que
ocupa un gramo de lodo, después de sedimentar durante 30 minutos, sus unida-

des son ml/g.
MATERIALES y EQUIPOS.

o Probeta de vidrio de 1.000 mi
o (ronómetro

o Regla
• 200 mi de lodo sedimentado
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PROCEDIMIENTO.

• Colocar los 200 mi de lodo sedimentado en la probeta y aforar a 1.000 mI con
efluente clarificado del propio reactor anaerobio o con agua destilada.

• Tapar la probeta con parafilm, homogenizar el lodo y el agua invirtiendo la
probeta tres veces.

• Colocar la probeta en una superficie plana y registrar el volumen de lodo sedi-
mentado por unidad de tiempo; generalmente se registra el volumen sedimen-
tado cada 30 segundos para los primeros 5 minutos y, posteriormente, cada 3
minutos hasta completar 30 minutos.

CÁLCULOS.

• Seconvierte el volumensedimentadoa altura equivalenteutilizandolasiguienteecua-
ción h.= (1.000 - V) * L 11.000,donde h.es la a~ura (cm) del borde superior de la

I I I

probeta al volumende lodo sedimentadopara un tiempo \' V¡es el volumensedimen-
tado (mi) en un tiempo Ti y L es la altura (cm) de la probeta entre O y 1.000 mI.

• Se construye una gráfica de T¡(abcisas) contra h¡ (ordenadas), uniendo los pun-
tos manualmente, luego se traza una tangente a la zona de la curva con mayor
pendiente. La pendiente de esta recta corresponde a la velocidad máxima de
sedimentación (cm/min); utilizando el factor de conversión se calcula la velocidad
de sedimentación en m/h.

• El IVL se calcula aplicando la siguiente ecuación:

IVL = V j(SST*F)
3()/11111111

donde V30 . t es el volumen en mi, ocupado por el lodo a los 30 minutos demlnu os

iniciado el ensayo, los SSTson los sólidos suspendidos totales del lodo en giL y F
es el factor de dilución, que para este caso es 200/1.000=0.20 .

PERFIL DE LODOS

FUNDAMENTO TEÓRICO. La concentración del lodo dentro del manto de lodo no es
uniforme, pues generalmente la concentración disminuye desde el fondo a la su-

perficie del reactor. La evaluación de esta variación se realiza determinando la
concentración del lodo a diferentes alturas, procedimiento denominado 'perfil de
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lodos', el cual permite estimar la cantidad de lodo existente en el reactor. Cono-
ciendo la biomasa presente y la actividad metanogénica del lodo, se puede prede-
cir la máxima carga orgánica que puede soportar el sistema.

El contenido y la actividad del lodo varían con el tiempo; se estima que el
reactor alcanza la estabilidad, la actividad metanogénica del lodo permanece cons-
tante y la cantidad del lodo aumenta a una tasa constante.

MATERIALES y EQUIPOS.

• Recipientes para toma de muestras.
• Materiales y equipos necesarios para determinar sólidos.

PROCEDIMIENTO.

• Tomar aproximadamente 100 mi de lodo en cada punto de muestreo.
• Determinar los SSTy SSVen cada muestra de acuerdo con el método determi-

nación de sólidos.

CÁLCULOS.

• Convertir la altura de toma de muestra a volumen de reactor utilizando la geo-
metría y dimensiones del reactor

• Construir sendas gráficas de las concentraciones de SSTo SSV(abscisas) con-
tra el volumen correspondiente de reactor (ordenadas): el área bajo las cur-
vas resultantes son las masas de SSTy SSVcontenidas en el reactor. Elcontenido
total de SSTy SSVse calcula descomponiendo el área bajo la curva en figuras
geométricas, calculando el área para cada una de estas figuras y realizando la

suma de las áreas individuales.

GRANULOMETRíA

FUNDAMENTO TEÓRIco. El tratamiento anaerobio de residuos líquidos en reactores
de lecho suspendido, tiene como fundamento el lograr la formación de gránulos
que tengan velocidad de sedimentación alta y actividad metanogénica notable.
Los gránulos evolucionan con el tiempo y dependen de la operación del reactor y
del estado en que se encuentre el mismo, es decir en la fase de arranque o en la
estable. La determinación del tamaño de los gránulos permite establecer sus cam-
bios durante un proceso de granulación y además, permite identificar la homoge-
neidad o heterogeneidad de los gránulos del lodo con respecto a su tamaño.

[107]
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MATERIALES y EQUIPOS.

o Agar bacteriológico o gelatina sin sabor.
o Cajas de Petri.

o Microscopio óptico con ocular de Whipple.
PROCEDIMIENTO.

o Preparar agar bacteriológico como lo recomienda la casa comercial; no se
requiere su esterilización. Comoalternativa se puede utilizar gelatina sin sabor.

o En 5 cajas de Petri, colocar 1mi de lodo en el centro.
o Enseguida verter el agar aún tibio, procurando formar una película lo más

delgada posible.
o Distribuir la muestra en el agar de manera uniforme, con movimientos circu-

lares de la caja de Petri hacia la derecha y los mismos hacia la izquierda,

formando ochos.
o Esperar a que se solidifique el agar.
o Observar en el microscopio óptico empleando un ocular de Whipplepreviamente

calibrado, determinando el tamaño de cada cuadrado del micrómetro ocular.
Para su lectura se debe tener en cuenta:
o Presencia de gránulos bien definidos y compactos.
o El valor del diámetro promedio se debe realizar sobre una muestra al azar de

mínimo 100 gránulos.
o Para granos no esféricos se debe medir el diámetro mayor.
CALCULOS. Con los datos obtenidos de las mediciones de los gránulos se determina
la valor promedio de los gránulos.

ACTIVIDAD METANOGÉNICA ESPECíFICA

Para evaluar la actividad metenogénica específica (AME) del lodo, se determina la

capacidad del consorcio microbiano para generar metano, lo cual se mide bajo

condiciones controladas de temperatura. Se puede utilizar diferentes sustratos en
forma individual o mezclados, lo cual permitirá establecer la presencia y la activi-
dad de los diferentes grupos metanogénicos.

FUNDAMENTO TEÓRICO. La actividad metanogénica es una característica que indica la
capacidad de la biomasa para transformar la materia orgánica en metano; se
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define como la masa de sustrato en forma de OQOque es convertida a metano por
unidad de masa de biomasa y por unidad de tiempo, lo cual se expresa con las

siguientes unidades: gOQO-CH4/gSSV día.
La actividad metanogénica se mide bajo condiciones de saturación de sustrato;

por lo tanto, la concentración de ácidos grasos volátiles (AGV) deberá ser suficiente
para que su difusión en el lecho del lodo no constituya una limitante. Así por ejemplo,

en ensayos estáticos con frecuencia el lodo sedimenta y forma una capa que limita la
difusión del sustrato. También se debe adicionar macro y micronutrientes, una solución
buffer para mantener el pH cercano a 7, mientras su incubación puede hacerse con o
sin agitación, a una temperatura entre 30°C y 35°C. En estas condiciones ambientales

los microorganismos presentes en el lodo podrán llevar a cabo la transformación del
sustrato.Comoresultado, podrá calcularsela tasa máximade producción de metano para
el lodo bajo estudio (Field, 1987). Enreactores a escalareal, o en la naturaleza, la tasa de

conversión de sustrato a metano es menor debido a que existen limitacionesen la canti-
dad de sustrato, en la cantidad de nutrientes y en las condiciones ambientales.

Para determinar la cantidad de lodo y de sustrato que se deben adicionar
en la prueba, se han hecho algunas recomendaciones (Field, 1987) las cuales se

consignan en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1. Relaciones SSV/AGV

Sistema Lodo SSV (giL) AGV' (gIL) DQD

Agitado 2.0 a 5.0 2.0 a 4.0

No agitado 1.0 a 1.5 3.5 a 4.5

°Los N;V del sustrato deben ser neutralizados a pH 7 usando NaOH:de lo contrario. la baja de pH y la alta fracción de AGV no ionizados

causarán inhibición severa de la metanogénesis.

Los sustratos más utilizados para este ensayo son una mezcla de H2-C02

(80%-20%), ácidos grasos neutralizados solos o en mezclas, específicamente
los ácidos fórmico, acético, propiónico y butírico; también se utilizan alcoholes,

metanol, etanol y carbohidratos (glucosa).
La actividad metanogénica del lodo puede verse afectada por el tiempo

que el lodo requiere para adaptarse al sustrato, este período se denomina 'fase
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de adaptación' o 'fase lag'. Por esta razón, previamente a su determinación, se
hace una primera alimentación con el sustrato, de forma que la actividad se mide
durante la segunda alimentación.
METODOLOGíAS.Existen diferentes metodologías para realizar el ensayo de activi-
dad metanogénica, las cuales se diferencian en la forma como se mide la cantidad
de CH

4
producido y en la manera como se realiza la adición del sustrato.
Las metodologías básicas de medición de la producción de metano son

las siguientes:
• Medición de CH

4
por desplazamiento de líquido, para lo cual se utilizan reci-

pientes de 0.5 litros o mayores y un sistema de desplazamiento de líquido
(Figura 5.1). El biogas producido se burbujea en una solución alcalina (gene-
ralmente de NaOH o KOH) con pH mayor que 12 en la cual el C02 es adsorbido
y el volumen de gas metano desplazará un volumen igual de la solución alcalina;
esta metodología exige un montaje y seguimiento muy cuidadoso. El volumen
de líquido desplazado fuera de la botella de solución será equivalente al volu-
men de biogas generado por el sistema.

Reactor

Siogas

- -.-- Cilindro
graduado

Solución
de NaOH

Figura 5.1. Medición de la actividad metanogénica por desplazamiento.

• Medicióndel volumen de metano mediante la determinación de la concentraciónde
CH4 por cromatografía de gases en un sistema cerrado (Figura 5.2), mediante el
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uso de botellas serológicas de 60 o 120 mi, en las cuales la fase gaseosa corres-
ponde a 2/3 del volumen de la botella donde podrá acumularse el metano produ-
cido. Tanto en la preparación del medio de cultivo, como en la inoculación se debe

seguir los procedimientos recomendados para el manejo de microorganismos
anaerobios (evitar contaminacióncon oxígenoy mantener condiciones reductoras).
Aunque en este método la manipulación de las botellas es mucho más simple, los

requerimientos de equipos de cromatografía de gases limitan su uso.

Para la adición del sustrato se pueden utilizar dos métodos:
o Realizar dos alimentaciones, iniciando la segunda alimentación cuando se ha

logrado la conversión a metano de por lo menos el 80% del sustrato adiciona-

do en la primera alimentación.
o Realizar una activación inicial del lodo mediante la adición de 0.1-0.3 mi de

sustrato; al cabo de 12 horas se retira de la botella de ensayo todo el metano

producido durante este lapso de tiempo. En ese momento, se adiciona una
cantidad de sustrato tal, que se cumpla la relación SSV/AGVseleccionada y se
inicia la medición de metano a diferentes intervalos de tiempo hasta el momen-
to en que se alcanza la máxima producción (generalmente, 72 horas).

MEDICiÓN DE METANO POR DESPLAZAMIENTO DE LíQUIDO

Ver Figura 5.1 .
MATERIALES y EQUIPOS.

o Botellas de suero de 500 mI.
o Sistema de mangueras y agujas para comunicar la botella utilizada como reac-

tor con la botella utilizada para medir la producción de metano por desplaza-

miento de líquido.
o Cuarto caliente o baño María.
o Solución de NaOH con fenoftaleina como indicador de pH.

o Medio de cultivo (ver Anexo 1).
o Solución de nutrientes (ver Anexo 1).

PROCEDIMIENTO.

o Adicionar 250 mi de agua destilada hervida así como los volúmenes de AGVy
de lodo. El volumen dependerá de si el sistema es estático o agitado.

[111 ]
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o Cuando se sospecha una limitación de nutrientes y elementos traza se adiciona
la solución de nutrientes en una relación de 1mi /L. El extracto de levadura se
adicionan en una concentración de 0.2g/L.

o La temperatura de incubación es de 30°C a 35°C de acuerdo con las condicio-
nes que se fijen para el ensayo.

o En otra botella de suero se colocan 500ml de la solución de NaOH,se sella con
tapón de caucho el cual se perfora con dos agujas de jeringa. La botella con
NaOH se coloca boca abajo, y se conecta a la botella con el lodo (Figura 5.1).
La "T" de la manguera de conexión funciona como trampa para NaOH,e impi-
de la entrada de NaOH a la botella de lodo. La segunda aguja en el frasco con
NaOH permite la salida del líquido y medir el volumen de gas producido, el cual
es equivalente al volumen de NaOH desplazado y recogido en el cilindro gra-
duado.

o Determinar la producción diaria de metano a intervalos regulares de tiempo
para determinar el periodo de tiempo en el cual se obtiene la mayor produc-
ción de metano. Es importante agitar la botella que contiene el lodo antes de
realizar la lectura para liberar el gas del lodo y conseguir mayor contacto
entre el sustrato y el Iodo.

o Cada muestra se realiza por duplicado. Para cada serie de ensayos se incluye
un blanco que contiene agua destilada y un control al que no se le agrega
sustrato, a fin de corregir la producción endógena de gas, así como el volumen
desplazado por cambios de temperatura y presión atmosférica.

Medición de metano por cromatografía

Ver Figura 5.2.
MATERIALES y EQUIPOS.

o Botellas serológicas de 60 mi, con tapón de caucho y sello de aluminio
• Cilindro de CH4 puro para elaborar curva de calibración
o Cromatógrafode gases configurado para cuantificaciónde concentracionesde CH4•

o Cuarto caliente o baño María.
o Medio de cultivo, ver Anexo 1.
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Figura 5.2. Cromatógrafo de gases para medición de metano.

PROCEDIMIENTO.

• Por cromatografía de gases no sólo se puede determinar la producción de
metano sino las de alcoholes y ácidos grasos volátiles.

• Previa a la determinación de la actividad metanogénica es necesario contar
con una curva de calibración para cuantificar el volumen de metano producido

por cada muestra.

Agua
destilada

CURVA DE CALIBRACIÓN.

• La curva de calibración se construye rea-
lizando mediciones en 6 botellas
serológicas de 60 mi, a las cuales se les
agrega 20 mi de agua destilada. Las bo-
tellas se tapan y se sellan con sello de alu-
minio. Utilizando jeringa se inyectan los
siguientesvolúmenesde metano puro: 0.5,
1, 5, 10, 20 Y 30 mililitros (Figura 5.3).

• La curva de calibración se construye
graficando el volumen de metano inyec-
tado versus el área del cromatográma ob-

--t---- Aire + CH,

Figura 5.3. Preparación de la curva
de calibración
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tenido en el cromatógrafo de gases. La ecuación de la regresión lineal de los
datos corresponde a la relación de calibración.

PROCEDIMIENTO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD METANOGÉNICA

• Se colocan 13 mi de medio de cultivo en botellas serológicas de 60 mi, 0.2 mi
de la solución de vitaminas diluída y 0.2 mi de la solución de NazS.En la cámara
anaerobia o bajo flujo continuo de nitrógeno se adiciona el volumen de lodo
requerido para mantener la relación DQO/SSVseleccionada. Posteriormente,
se adiciona el volumen de sustrato requerido (generalmente se preparan solu-
ciones a una concentración suficiente para adicionar entre 1 a 2 mi) y se com-
pleta a un volumen total de 20 mi con el medio de cultivo.

• Adicionalmente, se debe preparar una botella sin sustrato con la cual, se eva-
luará la producción de metano residual del Iodo. Se recomienda hacer el ensa-
yo por triplicado para cada sustrato. La adición de las soluciones estériles
(vitamina y agente reductor) se lleva a cabo con jeringa estéril, purgadas con
Nz (filtro estéril de algodón en rama para el flujo de N ), Y se debe flamear el
tapón al realizar este procedimiento. La inoculación del lodo se puede realizar
con pipeta o con jeringa sin aguja, el lodo a utilizar debe en lo posible estar
estabilizado para eliminar la interferencia por producción de metano por sustrato
residual presente en el lodo.

• Para la preparación de la solución de sustrato se pueden utilizar los datos
para ácidos grasos volátiles que se presentan en la Tabla 5.2. La cantidad de
sustrato y de lodo a agregar se calculan utilizando las relaciones consignadas
en la misma Tabla 5.1.

• Para la incubación se colocan las botellas en posición invertida, lo cual contribuye
a crear un sello hidráulico. Las lecturas se realizarán a diferentes intervalos de
tiempo hasta cuando la producción de metano sea constante a través del tiempo

o hasta que el 80% del sustrato haya sido utilizado. Cuando se realiza una se-
gunda alimentación, se adiciona la misma concentración de AGVque la utilizada
en la primera alimentación, el control de la producción de metano se lleva a cabo

hasta que el8ü% del sustrato haya sido consumido (Field, 1987).
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Tabla 5.2. Datos básicos de los ácidos grasos volátiles (AGV)

Fórmula Peso molecular Densidad DaD Produccion
del teorica (g CH,

Acido Acido Sal Acido Sal hquido{') DaD 9 leorica{mol
(g/mi) acido) CH,I mol

acido)

Fórmico CH202 CHO,Na 46.0 6801 122 0348 025

Acetlco C2H,02 C,H 02Na 3H2° 61.07 136.08 105 1067 100

Proplonlco C¡H602 C1H,O¡Na 7408 96.06 099 1514 175

ButlrJco C,HB02 C,H.O,Na 8811 1101 0.96 1818 250

.¡ ~pendf> ¡j(. la c11idad del reactivo.

CALCULOS.

Se construye una gráfica colocando el volumen acumulado de metano en el ej~
Y,y el tiempo acumulado en horas en el eje X. Se selecciona la región de mayor

pendiente de la curva, y se calcula el valor numérico de dicha pendiente, la cual
estará expresada en mililitros de CH/hora. El período de tiempo utilizado para
determinar la tasa de producción de metano, debe cubrir por lo menos el re-
querido para la utilización del 50% de los AGV.La actividad metanogénica es-
pecífica (AME) se calcula mediante la siguiente ecuación:

.1,\//: = (/)*;-1) (/.'(' \ \.\'\)

Donde,
P = Pendiente de la gráfica en mi/hora.
FC= Factor de conversión de DQOa CH4, en mi CH/g DQO(este valor depen-
de de la temperatura y la presión. En la Tabla 5.3 se consigna este factor para
diferentes temperaturas).
V = Volumen de lodo utilizado en el ensayo en litros.
SSV= Concentración de SSVen el Iodo.
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Tabla 5.3. Factores de conversión de gramos de DQO a mililitros de CH, bajo

diferentes temperaturas y a una presión de 1 atmósfera"

Temperatura (oC) mi CH, seco I 9 de DaO mi CH, húmedol 9 de DaO

10 363 367

15 369 376

20 376 385

25 382 394

30 388 405

35 395 418

40 401 433

45 408 450

50 414 471

• Si la determinación de la actividad metanogénica se realiza en mayores altitudes sobre el nivel del mar, se puede corregir el factor de
conversión reportado para la presión atmosférica, asi:
Factor de conversión , 760 I presión atmosférica del lugar (mm de mercurio).

Caracterización microbiológica
RELACIONES DE LOS MICROORGANISMOS CON EL OXíGENO

En la naturaleza no existe una línea rígida de demarcación entre los organismos
aerobios y anaerobios, por lo que los microorganismos pueden ser divididos en

varios grupos de acuerdo con su relación con este parámetro; la Figura 5.4 ilustra
dicha situación. Tomado como criterio la relación de las bacterias con el oxígeno,
éstas se puden clasificar como aerobios obligados, anaerobios obligados,

anaerobio aerotolerante, anaerobio facultativo y microaerófilo.

ANAEROBIOS

- Aerotolerantes

-Obligados

Figura 5.4. Relación de los microorganismos con el oxigeno.
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• Aerobios obligados. Son bacterias capaces de crecer con las concentraciones
de oxígeno presentes en el aire (21 %) Y muchos pueden tolerar altas concen-

traciones (hiperbáricos).
• Anaerobios obligados. Son microorganismos que carecen del sistema respira-

torio y no pueden utilizar el oxígeno como aceptar final de electrones. Estos
mueren en presencia de oxígeno, probablemente por su incapacidad para

detoxificar algunos de los productos del oxígeno. Cuando el oxígeno se reduce,

algunos productos tóxicos como el peróxido de hidrógeno (HPz), el superóxido
(Oz ), y el radical hidroxilo (OH') se producen. Muchos de los anaerobios obli-
gados son ricos en enzimas flavínicas las cuales reaccionan espontáneamente

con el 0z generando los productos tóxicos. Obtienen energía mediante las vías
fermentativas, en las que compuestos orgánicos como ácidos, alcoholes y otros
productos sirven como aceptores de electrones.

• Anaerobios aerotolerantes. Son bacterias que pueden tolerar el 0z y crecer en

su presencia aún cuando no lo utilizan.
• Anaerobios facultativos. Son bacterias que crecen bajo condiciones anaerobias

o aerobias determinadas. Usan el oxígeno como aceptor de electrones termi-
nal, con menos eficiencia; en condiciones anaerobias, tienen metabolismo
fermentativo produciendo Hzy COzY pueden crecer aeróbicamente por respi-
ración produciendo sólo COz.Si el 0z está presente, produce mayor cantidad
de ATP y mayor crecimiento de biomasa celular; pero si no hay 0z' y está
disponible una fuente de energía fermentable como la glucosa, se lleva a cabo
la fermentación, que produce menos crecimiento de la biomasa y elimna Hzy

COz.(Madigan et al., 1997).
• Microaerofílicos. Encontraste a los anteriores existen algunos microorganismos

aerobios que utilizan el oxígeno solo cuando esta presente en niveles muy
bajos, usualmente por su limitada capacidad para respirar o porque contienen

alguna molécula o enzima sensible al oxígeno.

FORMAS TÓXICAS DEL OXíGENO

Como se mencionó anteriormente, el oxígeno es un fuerte oxidante y un excelente
aceptor de electrones en la respiración. La presencia de oxígeno atmosférico in-
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duce reacciones en la célula que conllevan a la producción del radical superóxido
de carga negativa (O-z) , peróxido de hidrógeno (HzOz) y otros productos de
oxidoreducción tóxicos. Los dos primeros pueden reaccionar y producir radicales
hidroxilo (OH-) libres que constituyen los oxidantes biológicos más poderosos
conocidos. La enzima superóxido-dismutasa cataliza la conversión de radicales
superóxido a peróxido de hidrógeno y oxígeno molecular, mientras la catalasa
convierte el peróxido de hidrógeno en agua y oxígeno.

TÉCNICAS PARA EL CULTIVO DE BACTERIAS ANAEROBIAS

Considerando las limitaciones y restricciones de crecimiento de los
microorganismos anaerobios, su aislamiento y cultivo requirió del desarrollo de
metodologías especiales, que sólo hasta hace menos de cuatro décadas fueron
incorporadas para su estudio. Los desarrollos de Hungate (1969), Wolfe (1976),
Bryant (1967) Y Mah (1980), permitieron avances significativos en el uso de
técnicas específicas para el estudio de bacterias anaerobias estrictas. Además,
estos avances permitieron conocer y entender la complejidad de las interacciones
microbiológicas y bioquímicas que ocurren durante la digestión anaerobia de la
materia orgánica.

JARRA DE ANAEROB/OS/S. Son recipientes sellados de policarbonato, en las cuales el
aire es reemplazado por una mezcla de Hzy COz'y con la presencia de un catali-
zador químico se remueven las trazas de 0z presentes en el vaso o en el medio de
cultivo; de esta forma es posible obtener las condiciones anóxicas requeridas
(Figura 5.5). Enestos sistemas también se puede crear las condiciones anaerobias

mediante el uso de ktí'spara generar hidrógeno y dióxido de carbono (Gas PaK®,

Gas Pack Plus®). Cuando se utilizan generadores de Hzy COz'el sobre del gene-
rador se abre y se coloca en la jarra, se adiciona 10 mi de agua destilada o
desionizada para permitir la generación de hidrógeno y dióxido de carbono e

inmediatamente se cierra la jarra. En el sistema Gas Pack Plus®, el hidrógeno se
genera a 'partir de las tabletas de borohidruro; una vez que se adiciona agua, el
hidrógeno que se genera se combina con el oxígeno presente en la jarra en pre-

sencia del catalizador de paladio para formar agua. El COzse genera a partir del
bicarbonato de sodio más la tableta de ácido cítrico. Con este sistema después de
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30 minutos de incubación se observa la formación de gotas de condensación al

interior de la superficie de la cámara. Dentro de las dos horas siguientes a 35°C,
la concentración de COz suele superar el 4%, pero menor al 10%. Después de la
incubación, aire la jarra por 15 segundos, antes de retirar las cajas (Catálogo No.

4371040. Becton Dickinson®).

Figura 5.5. Jarras de anaerobiosis.

Elcatalizador que se utiliza está compuesto de bolitas de alúmina recubiertas
de paladio, que actúa removiendo las trazas de oxígeno y generando vapor de agua,
el cual puede ser inactivado por exposición a humedad y al HzS u otros productos
volátiles de la bacteria. Las bolitas de alúmina pueden ser rejuvenecidas o restitui-
das a su total actividad mediante calentamiento en horno seco a 160-170 oCduran-
te 2 horas. Luego se guardan a temperatura ambiente en un recipiente limpio y
seco, preferiblemente en un desecador, hasta el momento de ser usadas. Es impor-
tante cada vez que se usen las jarras, es preciso utilizar un catalizador activo e
indicador de la anaerobiosis. Las jarras de anaerobiosis no son utilizadas para el
aislamiento de bacterias anaerobias obligadas, por que la exposición al oxígeno no
puede ser evitada durante en la manipulación de los cultivos.

En el sistema evacuación-reemplazo el aire del frasco es extraído y reem-

plazado por una mezcla de 85% de Nz' 10% de Hz y 5% de COz;este sistema es
más económico que el generador de gas y permite que las condiciones anaerobias
se establezcan rápidamente (Holdeman et al., 1977).
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(AMARA DE ANAEROB/OS/S. Sistema anaeróbico autoabastecido que permite la mani-
pulación de bacterias por medio de dos guantes fijados herméticamente y propor-

ciona una atmósfera de gases controlada con 85% de Nz' 10% de Hz y 5% de COz
(Figura 5.6). El material se introduce o se retira de la cámara mediante un dispo-
sitivo de intercambio de gases que, por lo general, es un compartimiento anexo a
la cámara, de material rígido, con una puerta interior que comunica a la cámara y
una exterior. Las cámaras de anaerobiosis pueden contar con incubadora,
indicadores de potencial redox (azul de metileno, usualmente) y esterilizador de

asas por electricidad (ver Anexo 4).

Figura 5.6. Cámara de anaerobiosis.

GASES LIBRES DE OXíGENO

En los laboratorios de microbiología anaerobia se utiliza gases de alta pureza como:
Nz' Hz, COz' mezclas Nz-COz (80-20%) y Hz-COz (80 -20%). El sistema de distribu-
ción utilizado, que se ilustra en la Figura 5.7, es el 'manifold' descrito por Ba/eh el a/.

(1979). Los gases pueden contener algunas trazas de oxígeno las cuales pueden
ser removidas haciendo fluir el gas por una columna de vidrio empacada con cobre
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la cual es calentada a 3500
( con electricidad, las trazas de oxígeno se combina con

el cobre y este es oxidado tomando una coloración negra. El cobre puede ser rege-
nerado haciendo pasar hidrógeno por unos pocos minutos (3% de Hz,y 97% de

COz)a través de la columna de cobre calentada (Holdeman el al., 1977).

Figura 5.7. Sistema de distribución de gases.

AGENTES REDUCTORES

Las bacterias anaerobias estrictas, grupo al que pertenecen las bacterias
metanogénicas, requieren de un ambiente totalmente exento de oxígeno puesto
que el este gas actúa como un tóxico o como un inhibidor del crecimiento del
grupo de bacterias anaerobias estrictas; de otro lado las bacterias metanogénicas
exigen también condiciones reductoras en el medio( ~330 mv).

Estos requerimientos obligaron a desarrollar técnicas especiales (Hungate,
1969; Wolfe, 1976; Balch y otros, 1979), dichas técnicas se apoyan en la aplica-
ción de dos principios fundamentales:
1. Exclusión total de trazas de oxígeno en la preparación y almacenamiento de los

medios de cultivo.
2. Mantenimiento de condiciones reductoras estrictas en dichos medios de cultivo.
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El método más simple para evitar la contaminación con oxígeno del medio
de cultivo, consiste en hervir y enfriar el medio bajo un flujo de gas inerte como Nz
o una mezcla Nz/COz;posteriormente se distribuye el medio en los viales, así mis-
mo en presencia de dichos gases. Una vez distribuido el medio se realiza el cam-
bio de la fase gaseosa para asegurar que cualquier traza de oxígeno presente en
la misma desaparezca; por último, la manipulación de los medios se realiza dentro
de la cámara anaerobia o utilizando jeringas y agujas hipodérmicas previamente

purgadas con Nz.
La sola remoción de las trazas de oxígeno del medio de cultivo no

asegura las condiciones reductoras necesarias, por lo que se requiere adi-
cionar al medio uno o varios compuestos reductores que permitan mantener
un potencial redox adecuado para el crecimiento de las poblaciones anaerobias
(Tabla 5.4).

Generalmentese utilizan dos agentes reductores: la cisteína-HCI,que se agre-

ga al preparar el medio, y el sulfuro de sodio, que se agrega a cada tubo o botella
antes de inocular para garantizar las condiciones de anaerobiosis adecuadas.

Tabla 5.4. Características de algunos compuestos reductores

Compuesto Potencial redox estándar (m V) Concentración utilizada (%)

Thioglicolalo de sodio -100 0.05

Cisleina-HCI -210 0.05

Dithiothreilol -330 0.05

Titanio 111 citrato -480 0.5 a 2.0

NiI:1S.9H20 -571 0.05

INDICADORES DE ANAEROBIOSIS

Las condiciones de anaerobiosis se controlan mediante un agente indicador de
oxido-reducción. Para este propósito, se dispone en el comercio de tiras de
azul de metileno o también se puede preparar una mezcla de azul de metileno-

glucosa (Anexo 4); el azul de metileno (AM) es azul cuando está oxidado e
incoloro cuando está reducido. Cuando el azul de metileno es incoloro el poten-
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cial redoxen este punto es cercano a -230mV. A pH alcalino y a una temperatu-
ra mayor de 3]OC, la glucosa reduce el azul de metileno a una forma transpa-

rente. (Holdeman el a/., 1977)

Azul de metileno + Glucosa

oxidado
(azul)

CALOR

Azul de metileno

reducido
(incoloro)

+ Ácido glucorónico

(reductora)

Los indicadores generalmente se mantienen incoloros en condiciones
reductoras y se colorean en condiciones oxidantes. Otro indicador de uso general
en la preparación de medios de cultivos prereducidos es la resarzurina, la cual
presenta un color rosado a un Eh cercano de -80mV y es incolora a -10 mV.

Oxidación

Dihidroresorufin

(transparente)

Resarzurina

(azul/morado)

Reducción-. Resorufin Reducción

(rosado)

Al igual que los agentes reductores, los indicadores redox pueden ser tóxi-
cos para algunas bacterias; por lo tanto, debe ser utilizado en concentraciones
muy bajas en los medios. La resarzurina se utiliza a una concentración aproxima-

da de 1mg/L .

MATERIAL DE VIDRIO

La vidriería utilizada en microbiología anaerobia se ilustra en la Figura 5.8;
incluye botellas de suero de diferente volumen, tubos de alta presión y tubos
Hungate, los cuales tienen tapa rosca y un septo de caucho. El material de
vidrio se tapa con tapón de caucho de butyl y sello metálicos, de 20 mm de
diámetro; se utiliza la agrafadora y la desagrafadora para colocar y retirar los

sellos metálicos respectivamente.
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...J

Figura 5.8. Material de vidrio: agrafador, desagrafador, tapones, agrapes y

viales de cultivo.

INOCULACiÓN y TRANSFERENCIA DE SOLUCIONES

Los tubos y botellas utilizados en la manipulación de bacterias anaerobias se
sellan con tapones de caucho, lo cual asegura las condiciones de anaerobiosis
y permite agregar soluciones e inocular utilizando jeringas estériles gaseadas
con Nz. Para realizar la inoculación o transferencias de soluciones se utilizan
generalmente jeringas de 1 mi tipo 'tuberculina'; antes de tomar cualquier líqui-

do, el aire contenido en la jeringa se debe purgar con Nz' para lo cual se intro-
duce la aguja de la jeringa dentro de otra aguja de diámetro mayor, previamente
esterilizada, realizando varias succiones de Nz para desalojar el aire; posterior-

mente, se toma la solución deseada. Al inocular o transferir soluciones se tienen
los cuidados normales para evitar la contaminación de estos medios (flamear
los tapones, agujas y trabajar cerca de la llama); la Figura 5.9 ilustra el proce-

dimiento de inoculación y transferencia de soluciones.
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N2

Purgar la jeringa
con N2

cerca de la llama

Agua
destilada

Flamear el tapón.
Inocular

con jeringa
cerca de la llama.

Tomado de Alazard el al., 1997

Figura 5,9. Inoculación y transferencia de soluciones.

TRANSFERENCIA DE COLONIAS. El aislamiento de bacterias anaerobias estrictas re-
quiere de un manejo especial para evitar el contacto con el oxígeno; a tal fin se
realizan pases consecutivos de medio sólido a medio líquido hasta obtener un

cultivo puro.
Para la inoculación en medio sólido se utiliza la técnica del ro//-tube

(tubo rodado). Los viales que contienen el medio sólido se llevan a un baño
serológico a 500

( para evitar que se solidifiquen; con ayuda de una jeringa
hipodérmica y su aguja, se inocula 0.5 mi de la dilución seleccionada del re-
cuento realizado inicialmente; es necesario evitar la formación de burbujas.Luego
el tubo es rodado lentamente hasta obtener una capa uniforme del medio sólido
sobre las paredes del tubo. Los tubos rodados son incubados en posición inver-
tida para que el agua de condensación pueda ser removida posteriormente.

Para la transferencia de las colonias, se seleccionan aquellas bien desa-
rrolladas sobre la superficie del medio en el ro//-tube, y son transferidas al
medio líquido con la mínima cantidad de agar alrededor de la colonia. Para ello,
y bajo condiciones asépticas, se remueve el agrafe y el tapón, se flamea la boca
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del vial e inmediatamente se inserta una aguja a través de la cual fluye el nitró-
geno; la aguja debe estar adaptada a una jeringa empacada con fibra de vidrio

estéril (Figura 5.10).

N

FIBRA DE VIDRIO

Figura 5.10. Jeringa empacada con fibra de vidrio para el saseo de los viales.

Usando una pipeta de Pasteur estéril, con su punta doblada y preferible-
mente gaseada con nitrógeno, y valiéndose de la ayuda de una chupeta, se toma
la colonia marcada sobre la superficie del vial y se transfiere a un vial con medio
líquido el cua"lha sido conectado al sistema de gaseo con nitrógeno; inmediata-
mente después se tapa y agrafa, procedimiento que ilustra la Figura 5.11.
(Holdeman et a/., 1977).

o O O
O O

O ~'---------'

Tomado de Espitia. 1999.

o

Figura 5.11. Transferencias de colonias a medio liquido.
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COMPOSICiÓN MICROBIOLÓGICA

Existen varios métodos para realizar la caracterización y la cuantificación de la

composición microbiológica de los lodos. Los métodos convencionales para la ca-
racterización del lodo se basan en el crecimiento de las diferentes poblaciones en
medios selectivos. En primer lugar está la técnica del Número Más Probable (NMP),

en la cual diluciones seriadas del lodo son inoculadas en medios selectivos; con este
método se maneja un intervalo de confianza del 95% y brinda información de la
proporción de cada población bacteriana presente en el lodo (Beliaeff y Mary, 1993).

Elanálisis de microscopía directa ha sido utilizado durante la caracterización de
lodos, para determinar la estructura de los gránulos y las biopelículas.Algunas técnicas
permiten realizar la visualización directa, otras requieren de la fijación y teñido del lodo
previa al examen. Esta técnica presenta el inconveniente de basarse solamente en la
morfología, lo cual no siempre permite identificar las bacterias con exactitud. La
epifluorescencia permite identificar las bacterias metanogénicas gracias a la fluores-
cencia producida por el factor 420; sin embargo, tiene el inconveniente de que algunos
microorganismos metanógenos no exhiben fluorescencia (Doddema y Vogels, 1978).

Otro método es la determinación de la velocidad de conversión de sustratos
a metano (AME) el cual es frecuentemente utilizado para la caracterización de la
biomasa del lodo, ya que proporciona información sobre la máxima actividad
metabólica posible de los diferentes grupos microbianos presentes en el lodo; sin
embargo no ha sido utilizada para la identificación y cuantificación de los

microorganismos.
A pesar de las limitaciones de las técnicas convencionales descritas ante-

riormente, estas han sido utilizadas con éxito para la caracterización de las comu-
nidades microbianas de los lodos, han permitido un mayor entendimiento de las
diferentes reacciones metabólicas que se llevan a cabo entre las poblaciones den-
tro del reactor y, por lo tanto, contribuyen a mejorar el dominio de esta tecnología

(Zinder, 1998; Oude Elferink, 1994).
Los avances en las técnicas de caracterización microbiológica han permi-

tido disponer de diversos métodos como la inmunodetección (ELl5A), los
biomarcadores (RNA ribosomal; amplificación de secuencias de la fracción 165 del
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rRNA mediante reacción en cadena de la polimerasa, PCR) y los análisis de la
composición Iipídica de las membranas, para llevar a cabo una identificación di-
recta de los microorganismos en los lodos (Oude Elferink, 1994). Cabe mencionar
que, si bien estas técnicas permiten una rápida identificación de los representan-
tes de las poblaciones microbianas presentes en el lodo, no evalúa la capacidad
de estas poblaciones para producir metano a partir de diferentes sustratos. En la
Tabla 5.5 se especifican las principales poblaciones microbianas que son cuantifi-
cadas en los estudios de caracterización microbiológica de los lodos.

A través de los recuentos microbiológicos se realiza la estimación del total
de las poblaciones presentes y del número de representantes para cada pobla-
ción. Para ello se utilizan las siguientes técnicas:

• Recuento total de bacterias con naranja de acridina.
• Estimacióndel número más probable (NMP) de representantes de cada población.
• Recuento total de la población metanogénica por epifluorescencia (factor 420).

RECUENTO MICROBIOLÓGICO TOTAL

La metodología utilizada es la
descrita en el Standar Methods
(1992). La poblacióntotal se es-
tima a través de la extrapolación
del promedio de varios conteos
directos, realizados por mi-
croscopía de epifluorescencia
sobre un filtro de nucleopore (0.2
~m), en el cual previamente se
filtran la dilución del lodo selec-
cionada y se colorea con naranja

de acridina (ver Anexo 2).

Figura 5.12. Microscopio de
epifluorescencia.
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Tabla 5.5. Caracterización microbiológica de lodos utilizados en el tratamiento de
diferentes tipos de agua residual por la técnica del NMP

Grupos Doméstica Matadero Vinaza Refineria de Refineria de Procesadora Palma Cerveceria
microbianos (Ramirezet (Ramlrezel (Ramirezel azúcar azúcar de papa africana (Wuelal.

al. 1996)' al. 1996)' a/.1996)' (Grotenhuis (Dolfingel (Wuela/. (Espifla el 1993)'"
elal. a/.19B5)" 1993)'" al. 199B)'

1991)"

Bacterias
fermentativas

(Glucosa) 2 x la' 3 x 10'0 3 x 10' 2.1 X 10" la" 2.7 x 10' 5x 10' 1.9 X la"
(Lactosa) 2x la' 5 x 10' 4 x 10' 5.6 x 10' 11 x 10' 1.2 x la"
Bacterias
sulfato

reductoras
(Acetato) 1 x 10' 1 x 10' 2 x 10' 2 x 10' 3.4 X la"
(Lactato) 1 x 10' 3 x 10' 4 x 10' x 10' 6.8 X la"
Bacterias

acetogénicas
Propionato 2 x 10' 4 x 10' 2.4 x 10' 107 6.6 x lD" 5x 10'

8utirato 4 x 107 2 x 10' 107 4.2 x la" x 10'
Etanol 1.5 x 10'

Bacterias
metanogénicas

Acetato 2 x la' 1 x 10' 2x 10' 2.4 x 10' 10' 1.3x la" 3 x 10' 6.6x la"
Hidrógeno 8 x 10' 2 x 10' 2x 10' 9.0 x 10' 10' 3.5 X la" 5 x 107 1.3 x 10"
Fonnato 2.0 x 10' 2.0 X 10" 4.7 X la"
Metanol 4.3 x 10' 3.1 X la"

No. de bacterias! 9 SSV • • No. de bacterias! mi ••• No. de bacterias! 9 SS

El microscopio está dotado de un ocular micrométrico de 100 divisiones,
sobre el cual las bacterias coloreadas por el naranja de acridina toman una tona-
lidad verde-amarilla que presenta fluorescencia; se realizan varios conteos, cuyo
promedio se extrapola al área del filtro, dividiendo dicho resultado por la biomasa
filtrada; así, se obtiene el número total de bacterias por gramo de SSVde lodo.

ESTIMACiÓN DEL NÚMERO DE REPRESENTANTES DE CADA POBLACiÓN

Se realiza mediante la técnica del número más probable (NMP), descrita en el
Standar Methods diferenciando los siguientes grupos según los medios de cultivo
utilizados para cada población:

Bacterias fermentativas (BF).
Bacterias sulfatoreductoras (BSR).
Bacterias sintróficas (BS).
Bacterias metanogénicas (BM).
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A su vez, para cada población se cuantifican el número de representantes
con diferentes sustratos, La Tabla 5.6 resume los sustratos utilizados para cada
población, el periodo de incubación y los parámetros para detectar la positividad

de los tubos sembrados,
Se realizan diluciones seriadas del lodo en el medio correspondiente. La

dilución 10 1 de la muestra de lodo previamente mezclada y homogenizada (me-
diante un homogenizador de tejidos) se realiza en la cámara de anaerobiosis o
bajo una fuente de nitrógeno. Las demás diluciones se realizan fuera de la cámara
con jeringas gaseadas con nitrógeno. Se inoculan tres o cinco tubos por cada
dilución, adicionalmente se incuban para cada población tubos sin inóculo como

control del medio (ver Anexo 3).
Las concentraciones de sustratos recomendadas para las bacterias

metanogénicas fueron: formato de sodio 4g/L y metanol 4 ml/L para las bacterias
acetogénicas; etanoI20-30mM/L para las sulfato reductoras; propionato 1 mi de una
solución de ácido propiónico neutralizado, butirato, 1 mi de una solución neutralizada
de ácido butírico, el metanol y etanol 1 mi de una solución stock de 6M y 1M respecti-
vamente (Whitman, 1992; Widdel, 1992; Hickey 1991 l.

Tabla 5.6. Principales características de la determinación del NMP de acuerdo con el
metabolismo bacteríal de los grupos relacionados con la digestión anaerobia

Grupo Sustrato Período de Incubación Detección tubos positivos
35'C (días)

Bacterias fermentativas de ia glucosa (BFG) y Glucosa 5a8 Acidificación del medio, cambio de
Lactosa (BFG) coior verde a amariBo

Bacterias fermentativas del lactato (BFL) Lactosa 5a8 Acidificación del medio, cambio de
color verde a amarillo

Bacterias sulfato reductoras del lactato (BSRL) Lactato 7 a 15 Producción de feS, coloración negra

Bacterias sulfatoreductoras del acetato (BSRA) Acetato 7 a 15 Producción de FeS, coloración negra

Bacterias sintróficas dei propionato (BSP) Propionato 30 a 60 Detección de metano por
cromatografía

Bacterias sintróficas del bulirato (BSB) Bulirato 30 a 60 Detección de metano por
cromatografía

Bacterias metanogénicas hidrogenofílicas (BMH) H/CO, 15 a 45 Detección de metano por
cromatografía

Bacterias metanogénicas acetoclásticas (BMA) Acetato 30 a 60 Detección de metano por
cromatografia
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Para la estimación de la población metanogénica del Hz-COz, se realiza el
intercambio de gases con esta mezcla (80%-20%). Cada tres días se gasean los

tubos inoculados. Para la población fermentativa, sintrófica y metanogénica,

acetoclástica y sulfatar reductora, el intercambio de fase se realiza con mezcla
Nz-COz (80%-20%).

Para el aislamiento de bacterias de las diferentes poblaciones cuantifica-

das por la técnica del NMp, a partir de la última dilución donde todos los tubos
fueron positivos, se toma 0.2-0.5 mi y se inoculan medios de cultivo sólidos (agar-
agar 2% para bacterias mesofílicas o 3% para bacterias termofílicas) para cada

población y se aplica la técnica del tubo rodado, de tal forma que las colonias
crecen sobre el agar en las paredes del tubo.

AISLAMIENTO DE BACTERIAS METANOGÉNICAS

Para la inoculación de los medios sólidos se deben mantener a 50°C en un baño
sera lógico. A esta temperatura adicionar las vitaminas, agente reductor e inoculo,
en condiciones de esterilidad con jeringas gaseadas con nitrógeno. Se homogeniza
suavemente y se rodan bajo un chorro de agua fría. Se incuban en posición inver-
tida por el tiempo necesario para obtener colonias, el agua de condensación es
retirada con una aguja gaseada con nitrógeno. Las colonias posteriormente son
transferidas, dentro de la cámara de anaerobiosis o bajo una fuente de nitrógeno
con pipetas de Pasteur estériles dobladas en la punta, a medios de cultivo líquidos
(el mismo medio que se utilizó para el aislamiento). Fuera de la cámara se realiza
intercambio de fase con jeringas empacadas con fibra de vidrio y estériles para
evitar una posible contaminación. El aislamiento de las colonias se obtiene me-

diante repiques sucesivos.
La pureza de los cultivos es confirmada inoculando el aislado en medio

sólido donde se deben obtener colonias de un solo tipo, también se chequea la
ausencia de contaminantes aerobios u otro tipo de anaerobios inoculándolo en un
caldo nutritivo donde se inhiba el crecimiento de las bacterias en estudio y se
favorezca el crecimiento de los posibles contaminantes.

Para el aislamiento de bacterias metanogénicas es necesario utilizar me-
dios selectivos que proporcionen las fuentes de carbono y energía que requiere la

[131 ]



[132] DIGESTiÓN ANAEROBIA

bacteria que se desea aislar; así, cuando se quiere aislar bacterias metanogénicas
hidrogenofílicas, se utiliza Hz/COzcomo fuente de carbono. Durante la incubación,
el espacio de cabeza es analizado para determinar la producción de metano por
cromatografía de gases. Cuando se obtiene un resultado positivo se examina el
cultivo por epifluorescencia; si se observa una fluorescencia azul-verdosa, ello
indica la presencia de bacterias metanogénicas (BM). pero es necesario tener en

cuenta que no todas las BM muestran esta fluorescencia. El uso de antibióticos
como kanamicina y vancomicina, entre otros, ayuda a reducir la contaminación
con bacterias no metanogénicas durante el aislamiento.

AGUAS RESIDUALES

Muestreo
,

La toma de muestras del residuo debe enmarcarse en la metodología de carac-
terización de aguas residuales; ésta consta generalmente de cinco etapas (es-
tablecimiento de objetivos, información básica, selección de sitios de aforo y
muestreo, programa de aforo y muestro, registro e interpretación de resulta-
dos), las cuales se especifican a continuación.

Objetivo de la caracterización. En este caso, el objetivo de la caracteriza-
ción responde a obtener las características fundamentales del residuo antes y
después del sistema anaerobio de tratamiento biológico. De esta manera se pue-
de evaluar la eficiencia del sistema y realizar los balances básicos de materia
orgánica, sólidos y nutrientes. Debe incluirse la medición y caracterización del
biogas generado en el proceso.

Información básica para la caracterización. La información básica esta rela-

cionada con las características del sistema de tratamiento, tales como: tipo de siste-
ma, cargas hidráulica y orgánica, volumen y tiempo de retención hidráulico, origen
del residuo, procesos preliminares (rejas, desarenado, sedimentación primaria).

Selección de sitios de aforo y muestreo. Con el fin de evaluar la eficiencia
del sistema de tratamiento, los sitios de aforo y muestreo se localizan al ingreso
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del sistema ya la salida del mismo. Normalmente se cuenta con algún dispositivo
de aforo que permite determinar el caudal afluente y efluente del sistema. De

otro lado, en sistemas anaerobios de tratamiento de aguas residuales, la medi-

ción y caracterización del biogas generado en el proceso es fundamental para
realizar los balances de materia orgánica e identificar la eficiencia en su remo-
ción; por lo tanto, se debe prever dicha medición en el programa de caracteri-

zación del residuo.
Elaboración del programa de aforo y muestreo. En la etapa de planifica-

ción del muestreo se debe definir si se toman muestras puntuales o una mues-

tra compuesta; por lo general, cuando se quiere evaluar la calidad del residuo y
la eficiencia del sistema, se trabaja con muestras compuestas; esta muestra se
compone a partir de muestra puntuales, mezclándolas en forma proporcional al

flujo o al tiempo. La muestra debe tomarse en recipientes limpios y refrigerarse
a 4°C hasta su análisis, los parámetros más importantes a analizar son la De-
manda Química de Oxígeno (DQO), la Demanda Bioquímica de Oxígeno (DBO) y
los Sólidos Suspendidos (SST y SSV). La medición de biogas generalmente se
realiza con medidores continuos tipo gasómetro seco, como los utilizados en
las redes de gas natural.

Registro e interpretación de resultados. La calidad con que se realice todo
el proceso de caracterización del residuo influye directamente en los resultados
del mismo; así, los aspectos más sobresalientes para tener en cuenta son:
representatividad de la muestra, técnicas de muestreo apropiadas, adecuado
manejo y preservación de muestras y análisis de datos desde los aspectos más
relevantes. Generalmente, el análisis se fundamenta en determinar las cargas hi-
dráulica, orgánica y de sólidos que ingresan al sistema, así como en evaluar la
eficiencia del sistema para remover materia orgánica y sólidos. Otro aspecto im-
portante en el análisis es la estabilidad del pH en el sistema, así como la evolución
de los ácidos grasos volátiles (AGV). Dichos parámetros influyen directamente en
el desempeño del proceso de digestión anaerobia: la tasa de degradación
anaerobia es máxima en la faja neutra, cerca del pH = 7, pero si el pH toma
valores menores de 6.3 o mayores de 7.8, la tasa de metanogénesis disminuye

drásticamente (Van Handel y Lettinga, 1994).
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Demanda Quimica de Oxigeno

La determinación de la DQO,tanto en el afluente como en el efluente del sistema,
permite evaluar la tasa de remoción de la materia orgánica. Para completar el cua-
dro de transformación de la materia orgánica en un reactor anaerobio, se requiere
cuantificar y caracterizar el biogas generado en el proceso. Según las características
del residuo y el proceso de tratamiento, la DQOpuede presentarse de varias mane-
ras: soluble, insoluble, biodegradable y resistente. En el proceso de degradación, la
DQO biodegradable está constituida por las fracciones acidificada, celular y
metanogenizada. La suma de la DQOresistente y la acidificada en el efluente, repre-
senta la DQO no removida; mientras que la sumatoria de la DQO celular y la
metanogenizada conforma la DQOremovida. La Figura 5.13 representa esquemáti-
camente el balance de DQOen el proceso de degradación anaerobia.

Figura 5.13. Balance de DQO en el proceso de degradación anaerobia.

FUNDAMENTO TEÓRICO

La metodología para la determinación de la demanda de oxígeno se fundamenta
en una oxidación de la materia orgánica presente en la muestra en medio ácido,
para lo cual se utiliza una mezcla de dicromato de potasio en exceso y ácido
sulfúrico, en presencia de un catalizador y alta temperatura. Luego de la diges-

tión, se valora el exceso de dicromato de potasio y por lo tanto se determina la
cantidad de materia orgánica oxidada en términos de equivalentes de oxígeno.
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METODOLOGíAS

(on respecto a la forma en que se realiza la digestión y oxidación de la materia

orgánica, los métodos de determinación se clasifican en aquellos de reflujo abierto y
los de reflujo cerrado. Los primeros, referenciados bajo el método 5220B en los
Métodos normalizados para el análisis de aguas potables y reSIduales (APHA,1998),

requieren de uná cantidad importante de muestra y de los compuestos químicos
utilizados en la determinación; además, para concentraciones bajas de DQO, no
presentan buena exactitud. El otro método es el de reflujo cerrado, más económico

en el uso de reactivos y con buena exactitud para concentraciones bajas de DQO,
siempre y cuando dichas concentraciones estén por encima de 50 mg/1.

Con relación al método de valoración del dicromato de potasio en exceso
se dispone de dos métodos: el titulométrico y el colorimétrico. El primero,
referenciado como el método 5220( en los Métodos Normalizados para el análisis
de aguas potables y reSIduales (APHA, 1998), consiste en una titulación del
dicromato de potasio en exceso en presencia de indicador de ferroína, utilizando
una solución valorada de sulfato ferroso amoniacal; por su parte, el método
colorimétrico, referenciado como 5220D en el mismo manual de referencia, re-
quiere cantidades pequeñas de muestra y de reactivos, y para su implementación
debe usarse un espectrofotómetro y una curva de calibración que se obtiene a
partir de una solución estándar de ftalato hidrógeno de potasio.

Ácidos grasos volátiles
MÉTODO 1. ÁCIDOS GRASOS VOLÁTILES POR TITULACiÓN

La medición de los AGVtambién puede ser realizada por titulación, método por el
cual se determina el bicarbonato y los ácidos grasos volátiles en soluciones acuo-
sas. La muestra centrifugada o filtrada se lleva a pH 3.0 con HCI0.1 N; a este pH,
el bicarbonato será convertido en COzy los AGVestarán presentes en solución en
la forma no ionizada. Después de ebullir la solución bajo condensador, para remo-

ver el COz' la solución se titula con NaOH 0.1 N hasta pH 6.5. Los AGV (y quizás
algunos otros ácidos orgánicos) serán convertidos ahora a su forma disociada.

[135]
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Los equivalentes de bicarbonato y AGVse pueden calcular a partir de los volúme-
nes de ácido y base utilizados en la titulación. (Rojas, 1988).

Lasaguas residuales que contienen compuestososcuros coloreados necesitan
ser evaluadas para corregir la acidez preexistente debida a ácidos orgánicos que no
son volátiles, generalmente ácidos húmicos y compuestos acaramelados.Unavez co-
nocida esta acidez, la concentración verdadera de AGVpuede ser calculada:

ACV verdaderos(meq/I) = ACV (lI1eq/l) - Acidez preexislente (meq/I)

El procedimiento se realiza de la siguiente manera: la muestra se centrifuga
por cinco minutos a 5000 rpm o se filtra a través de papel filtro, se deja decantar
y el sobrenadante se lleva a un recipiente graduado. Posteriormente, se agrega
agua destilada hasta un volumen de 100 mi, cuando el pH es mayor de 6.5 se
añade ácido hasta lograr un pH de 6.5, enseguida se titula con ácido clorhídrico
0.1 N hasta pH 3.0 (el consumo se registra como A).

Posteriormente la muestra se coloca en un balón de digestión con co-
nexiones de vidrio esmerilado, se añaden algunas perlas de vidrio de ebullición y
se conecta el balón al condensado. De esta forma se elimina por calentamiento el

bicarbonato como COz' mientras que se preservan los AGV que han sido
volatilizados por condensación. Se calienta el balón hasta que el líquido empieza a
ebullir y se deja así tres (3) minutos. Se interrumpe el calentamiento y se espera
dos (2) minutos, entonces se titula inmediatamente hasta lograr un pH 6.5 con
NaOH 0.1 N (este consumo se registra como B). No es necesario enfriar el líquido
(Field, 1987). Los meq/I de AGVse calculan de la siguiente manera:

Volumen de base gastada (8) x O.lmeq = meq ACV

meq ACV / Volllmer¡ de rmtestl'a V(ml) x 1000 = meq/I ACV

Volumen de ácido gastado (A) x O.lmeq = meq de Acidez lolal

meq de Acidez tOlal / Volllmen de mueslm V(ml) x 1000 = meq/I Acidez total

meq/I Acidez total - meq/I ACV = meq/I bical'bonalo.
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MÉTODO 2. ÁCIDOS GRASOS VOLÁTILES POR CROMATOGRAFíA

Para la determinación de ácidos grasos volátiles, la muestra se toma asépticamente

del cultivo, se acidifica y extrae con éter; el extracto de éter es utilizado para la
lectura por cromatografía.

La sal a partir del ácido es soluble en agua pero no en éter. A bajo pH (por

ejemplo, pH 2.0) los ácidos se encuentran en la forma de ácido libre, la cual es
soluble en agua y éter. Por esta razón las muestras para el análisis cromatográfico
son acidificadas a pH 2.0 o menor con una solución acuosa de HZS04 al 50%

previamente a la extracción.
Para su análisis la muestra (1 mi) se mezcla con 0.2 mi de HZS04 al 50%,

OAg de NaCly 1 mi de etil éter, mezclar, centrifugar y retirar la capa de éter, a esta
adicionar CaCLzpara remover agua disuelta en el éter. Inyectar en el cromatografo el
extracto de éter para su análisis. Se utiliza un cromatógrafo de gases, equipado con
detector de conductividad térmica, columna de aluminio o acero inoxidable de 6 1/4

de pulgada, empacada con Supelco 1OOO®,o 5% de FFAPsobre Chromosorb-G® y

como gas de arrastre se utiliza helio.
La solución estándar de los ácidos grasos volátiles se prepara: 1meq de

Ca/1 OOmlde solución acuosa: ácido fórmico: 0.037ml, acético 0.057ml, propiónico

0.075mL y butírico 0.091 mi (Holdeman et al, 1977).

Biodegradabilidad del residuo

FUNDAMENTO TEÓRICO

Existen dos tipos de procesos para el tratamiento de aguas residuales: los
fisicoquímicos y los biológicos. Los primeros son aplicados a aguas con contami-
nantes inorgánicos o con materia orgánica no biodegradable. Los procesos bioló-
gicos aerobios y anaerobios son utilizados cuando los principales contaminantes

son biodegradables.
La prueba de biodegradabilidad anaerobia permite evaluar el potencial de

degradación de la materia contaminante en un agua residual hasta metano (CH4)

y dióxido de carbono (COz). Con esta prueba se puede determinar:
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• La velocidad de reacción (tasa de biodegradabilidad).
• Porcentaje máximo de biodegradabilidad.

• El efecto de la carga orgánica.
• Detectar efectos inhibitorios.

El método se basa en medir a lo largo del tiempo (30-45 días) la produc-
ción de metano generado dentro de un reactor batch con medio mineral, lodo
metanogénico activo y la muestra problema. En esta prueba se puede determinar
si los microorganismos son capaces de llevar a cabo la degradación de la materia
orgánica, lo cual permite hacer una aproximación al comportamiento y la veloci-
dad de reacción de las bacterias en un tratamiento continuo.

MATERIALES y EQUIPOS

• Botellas serológicas de 160ml con tapones de hule y sellos de aluminio.

• Lodo metanogénico activo.
• Cromatografía de gases equipado con columna para la determinación de metano.

• Análisis de OQO (ver sección respectiva).
• Análisis de ácidos grasos volátiles (ver sección respectiva).

• Análisis de sólidos suspendidos volátiles (ver sección respectiva).
• Incubadora a 35°(,
• Medio mineral de Batch (Anexo 1).

REACTORES

Las pruebas de biodegradabilidad se realizan en botellas serológicas de 160 mi con
un volumen de fase gaseosa del 30% del volumen total. El medio mineral se adiciona

para asegurar que no se presente limitación por nutrientes, las botellas con el medio
se esterilizan previo a la adición del lodo y del agua residual de prueba.

INÓCULO y ARRANQUE

El agua residual a estudiar se debe caracterizar mediante la determinación de
sólidos totales, volátiles y fijos; en sus formas totales (ST), suspendidos (SS) y
disueltos (SO), Demanda Química de Oxígeno (DQO) total y soluble. Cuando el
agua residual tiene un pH ácido se debe neutralizar.



CARACTERIZACiÓN DE LODOS ANAEROBIOS Y AGUAS RESIDUALES

Aliado metanogénico activo que se va a utilizar como inóculo se le determi-
nan los sólidos suspendidos volátiles. Estos datos, junto con la DQOdel agua, son
necesarios para calcular las cargas orgánicas de prueba. Durante el ensayo se debe

montar una botella testigo (Iodo y medio mineral únicamente) para corregir la pro-
ducción de gas generada por el lodo solo y obtener la producción neta de metano.

PROCEDIMIENTO

Aunque depende de la actividad metanogénica del lodo y del volumen total de la
fase líquida en el vial de ensayo, la mayoría de los autores recomiendan utilizar una

concentración de lodo suficientemente alta para mantener un exceso (5 gSSV/1),
pero suficientemente baja para que el lodo no contribuya con más del 20% de la
OQO.Si el lodo tiene una alta actividad metanogénica (> 0.2 gOQO-CH/g SSVdía)
se puede usar menor cantidad de lodo, pero no menos de 1.5 gSSV/L. La concentra-
ción de OQOdel agua residual debe ser suficientemente alta que permita medir el
metano y los AGVen forma precisa. Generalmente se recomienda, utilizar agua

residual con una concentración de 5 gDQO/L (Field, 1987).
Luego de la inoculación los reactores son incubados a 35°C, el ensayo se

debe realizar por triplicado, ya que al tiempo cero se sacrifica una botella por cada
carga que se va a evaluar para verificar pH y determinar OQOtotal y soluble y
ácidos grasos volátiles. Durante la prueba se debe medir la producción de metano
acumulada, la presión de la botella con un transductor de presión, la concentra-
ción de AGV y la DQO filtrada, tanto del lodo control como del tratamiento en

intervalos de tiempo de tres a cuatro días.
El volumen de medio mineral de Balch en las botellas, puede variar, depen-

diendo del agua residual. Aguas residuales con una baja DQO son poco adecua-
das para el tratamiento anaerobio, el volumen de medio mineral adicionado a
cada vial puede introducir una importante dilución del agua residual a probar,

dando resultados poco confiables
El periodo de tiempo requerido para el ensayo depende del tiempo permi-

tido para que ocurra la digestión y por lo tanto siempre se debe informar el núme-
ro de días en que se llevó a cabo el experimento para obtener resultados de

OQOBD(Oíaz-Baez, 1994; Field, 1987).
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La prueba de biodegradabilidad se da por terminada cuando deja de au-
mentar la presión interna de la botella y la producción de metano se hace nula;
cuando esto sucede, se procede a abrir las botellas para determinar la DQOtotal
y soluble final, así como el pH y los SSV (Díaz-Báez, 1994).

CÁLCULOS

A manera de ejemplo se realizará el cálculo del volumen de agua residual y de lodo a
utilizar en un ensayo de biodegradación. En el caso que se quiera evaluar una relación
de 1 gDQO/gSSVcon un agua residual y un lodo con las siguientes características:

Agua l"esiduaL
Q0ToIIII = 81369 mg/L

QOSoIIlM_ = 77260 mg/L

Lodo de inówLo
SST = 46850 mg/L

SSV = 32740 mg/L

Para los cálculos se debe trabajar en mg/ml, por lo que los anteriores valores
serían:

Agua residuaL

DQ07011l1 = 81,369 mg/mL

Lodo de inóCllLo

SSV = 46,850 mg/mL

El volumen de lodo adicionar a la botella de ensayo, teniendo en cuenta una con-
centración mínima de lodo 1.5 9 SSV/I (1.5mg/ml) y un volumen total de la fase
líquida del ensayo (por ejemplo 13 mi) será;

x = 1.5 mg '*'
13 mL
] mL

x = 19.5 mg

Como la concentración de sólidos del lodo es: 32.740 mg/ml,

1 mLx 19.5mg '*' -----
32. 740mg

x = 0.6 mI de lodo

Para el cálculo del agua residual, por ejemplo para una carga de 1mg DQO/
mgSSV,será:
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lmgDQO/mgSSV
O.6mt

32. 740mgSSV/mi
x

x= 19.6 mg DQO

La DQOTotaldel agua residual es de 81 .369mg/ml:

x = lmi •. 19.6 mgDQO
81.369 mgDQO

O.24 mi de residuo.x =

Cuando el agua residual tenga más del 80% de la DQOtotal como DQOsoluble, se
tomará en cuenta la DQOsoluble para los cálculos, de lo contrario la DQOsoluble
e insoluble( o DQO filtrada y DQOss) deberán ser separadas y estudiar la
biodegradabilidad para cada fracción (Field, 1987).

Con los datos experimentales obtenidos en la prueba de biodegradación

se realizan los siguientes cálculos:
CALCULO DE LA DQO SOLUBLE DEL AGU4 RES/DUAL. La primera etapa del cálculo es con-

vertir los datos de la producción acumulada de CH4 a mg de DQQ-CHiL (DQO

convertida a metano), como sigue (Field, 1987):

1000 X (SCH4/FC)/V

Donde,
S CH

4
: Producción acumulada de CH4 (mi) producido después de un tiempo de

digestión.
FC: Factor de Conversión (mi de CH4/ gDQO). (ver Tabla 5.3.).

V: Volumen efectivo (litros) del recipiente de digestión.

1000 = mg/g
El factor también puede ser calculado con base en la masa de metano

producida expresada como DQO,dividida sobre la masa de DQO removida. Si el
cálculo se hace sobre la fracción soluble, la producción que se considera es la
neta de metano; si es sobre la DQOtotal, se utiliza la producción bruta de metano.
Para el primer caso, es necesario lavar el lodo antes de inocular las botellas para

eliminar el sustrato soluble que pueda contener el inóculo.
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y MCHrDQO(g)

MCHrDQO(g) = ¡¡CH. netas (máximo) (16) (4) = gCH.-DQO

MCHrDQO mnovida(g) = (DQOi - DQOf) (Volumenfase líquida)

Los valores de concentración de los ácidos grasos volátiles deberán ser
convertidos a mg DQO/L, en el caso que estén expresados meq/L. Los factores de
conversión son: para el ácido acético 64, para el propiónico 112 y para el butírico
160. Sin embargo, es necesario conocer la relación C2:C3:C4 para poder calcular
el factor de conversión correcto. Estos pueden ser cuantificados por cromatografía
de gases.

Con los datos en mg DQO/L, es necesario corregir los datos de cada trata-
miento, restándoles los valores obtenidos para el control. Los datos corregidos
se dividen por la concentración corregida de la DQO del agua residual al tiempo
cero (Field, 1987),

Para obtener los porcentajes de metanogénesis, el porcentaje de AGVpre-
sentes, el porcentaje de acidificación, y el porcentaje de DQOfiltrada remanente,
se utilizan las siguientes ecuaciones:

% Metanogénesis: DQO- CH. / DQO/=O x lOO

% Acidificación: DQO- acid / DQO/ = Ox 100

% ACV presCII/es:DQO - A. C. V / DQO/=O x 100

% DQOfiLt1'ada mnanel1/e: DQO -fil/l" / DQO/=O x 100

Después se calcula la DQOfiltrada removida (% DQOfiltradaremovida) 0% R
de la siguiente forma:

% R = 100 - % DQO filtrada

Los porcentajes de biodegradación del agua residual (% DQOBDo % BD) Y
las células producidas como una fracción de la DQOdel agua residual (% DQOcelo
% células) se calcula como sigue:

%BD = %R + %ACV

% Células = % BD - % A o % Células = % R - % M
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El coeficiente de rendimiento celular (Y): 9 DQOcélulas/ 9 DQOBD

y = % células / % BD

CALCULO DE LA MÁXIMA TASA DE BIODEGRADABIL/DAD. Indica la velocidad de utilización
del sustrato por los microorganismos, se calcula a través de la medición de

metano obtenida por unidad de SSVy por unidad de tiempo. Para ello se gráfica
las moles netas de metano producidas en función del tiempo, y se calcula la
pendiente máxima de producción de metano. El dato de la pendiente máxima de
la curva, se divide entre los SSV inoculados en la botella. Las moles de metano
expresadas en masa de DQO (g CH

4
-DQO), se obtienen multiplicando por el

peso molecular del metano (16g) por los gramos de 0z requeridos para oxidar
1 9 de CH

4
a COzy HzO (4g). Las unidades obtenidas son 9 CH4-DQO/gSSV días

(Díaz-Báez, 1994).
La tasa máxima de biodegradabilidad será:

Pendiente máxima nCH 4 ll({flJ x 16 x 4 x 1000________________ = mgCHPQO/mgSSVd
SSV*

"La concentración mg/ml x volumen de lodo inoculado

Toxicidad anaerobia

FUNDAMENTO TEÓRICO

En el tratamiento de aguas residuales, la toxicidad es observada cuando se pro-
duce una reducción en la producción de metano como consecuencia de la presen-
cia de uno o varios compuestos tóxicos. El ensayo de toxicidad se basa en comparar
la reducción en la tasa de producción de metano de un lodo expuesto a una sus-

tancia tóxica frente a un control que no tiene dicha sustancia (Figura 5.14).
Generalmente la toxicidad es el resultado de la inhibición de bacterias

metanogénicas y/o acetogénicas, sin embargo se puede presentar inhibición de las
enzimas extracelulares producidas por las bacterias responsables de la hidrólisis de

polisacáridos, proteínas y grasas.
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CONTROL

M
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MÁS COMPUESTO TÓXICO

TIEMPO

Figura 5.14. Producción de metano en un ensayo de toxicidad.

MATERIALES y EQUIPOS

• Botellas serológicas de 120ml, con tapón de caucho y sello de aluminio.
• Cilindro de CH4 puro para elaborar curva de calibración.
• Cromatógrafo de gases configurado para cuantificación de CH

4

• Cuarto caliente o baño María.
• Medio de cultivo (ver Anexo 1).

PROCEDIMIENTO

El ensayo de toxicidad se realiza igual a una Actividad Metanogénica Específica,
AME (ver sección correspondiente) con la activación previa del lodo y la
cuantificación de la producción de metano mediante cromatografía de gases.

La prueba se hace por triplicado, debe incluir un control positivo con una
sustancia de referencia de toxicidad conocida, y un control negativo en el cual no se
le ha adicionado la sustanciao el agua residual potencialmentetóxica (Iodo + sustrato).
Se deben probar además diferentes concentraciones del tóxico o del agua residual
que se va a evaluar.

Luego de la activación del lodo, se adiciona el sustrato para control nega-
tivo, para cada uno de los tratamientos se adiciona el sustrato junto con el tóxico
o dilución a evaluar. Se incuban las botellas a 35°C, y se realiza la medición de la

producción de metano cada tres horas durante las primeras 24 horas del ensayo.
Posterior a este tiempo, se hacen mediciones dos veces al día durante los si-
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guientes 5 días de exposición. Previo a iniciar el ensayo de toxicidad se establece
la tasa de producción de metano propia del lodo mediante un ensayo de actividad

metanogénica específica.

CÁLCULOS

Con los datos obtenidos, se construye una gráfica de volumen de metano produ-

cido en función del tiempo de prueba. Se calcula la pendiente obtenida para el
control negativo, el control positivo, y para cada uno de los tratamientos utiliza-
dos. Con los valores obtenidos, se calcula la actividad metanogénica de cada uno

de los tratamientos.
La inhibición de la actividad metanogénica para cada uno de los tratamien-

tos se calcula comparando el valor obtenido respecto al valor obtenido para el

control negativo. El porcentaje de actividad metanogénica (% ACT) comparada

con la del control será:

% ACT = (ACT/ACTe) x lOO

El porcentaje de inhibición (% 1)para cada tratamiento o concentración será:

%1 = lOO - %ACT

El valor de la concentración a la que un compuesto o mezcla de compues-
tos (agua residual) produce una inhibición de la actividad en un 50%, se determi-
na graficando los % ACT obtenidos para cada tratamiento en función de la
concentración o dilución del tratamiento. La concentración a la cual se obtiene

una inhibición del 50%, corresponderá a la CEsode la muestra.

[145]
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ANEXO 1

MEDIOS DE CULTIVO Y SOLUCIONES
ANAEROBIAS

A. MEDIOS DE CULTIVO

ACTIVIDAD METANOGÉNlCA

Para 1000 mi

Solución mineral de Balch sin sulfatos 50 mi

Solución oligoelementos sin sulfatos 10 mi
KzHP0

4
O.3g

Solución de resarzurina (0.1 %) 1.0 mi

Extracto de levadura 0.1g

Bio-tripcase (Peptona trípsica de caseína) 0.1g

Se completa volumen a 11,se ajusta pH a 7.0 con NaOH 1N, agregar 10% en

volumen de agua destilada adicional, hervir hasta llegar al volumen de 1 litro y enfriar bajo

atmósfera de Nz.

Cuandoesté a temperatura ambiente agregar:

NaHC03 2.0g

Cisteína O.5g

Dosificar bajo corriente de nitrógeno. Se gasea el frasco donde se va a servir con Nz
y se agrega el medio. Servir 13 mL en botellas de 60 mL, hacer intercambio de fase Nz- COz

(80% - 20%) por un minuto, se debe retirar primero la aguja con la cual se está gaseando

para que no haya una sobrepresión y luego la aguja de desalojo, llevar a autoclave durante

15 minutos (121°C - 15 psi), antes de utilizarlo agregar:

NazS(2.0%) 0.2 mL

Solucióndiluida de vitaminas de Balch 0.2 mL
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Nota. Elmedio para la realización de la prueba de Biodegradabilidad es este mismo suprimiendo

el extracto de levadura y Bio-tripticasa, estos compuestos aumentan la concentración de DQOen

un bajo porcentaje y finalmente la concentración real no es la misma que se va a evaluar.

RECUENTO DE BACTERIAS ANAEROBIAS ESTRICTAS (BAS)
Volumen 1 litro:

Solución mineral de Ha/eh sin sulfatos

KlHP04

Fe(SOJ7HlO (0.2%)

Solución de oligoelementos sin sulfatos

NiCll·6HlO (O.5g/L)
Azul de bromotimol (1.0%)

Extracto de levadura

Bio trypcase (Peptona trípsica de caseína)

Glucosa

50ml

0.30g

1.0ml

10.0ml

0.5ml

1.0ml

2.0g

2.0g

10.0g

Se completa con agua destilada a 1OOOmL,se ajusta pH con NaOH 1N, agregar 10%

en volumen de agua destilada, hervir hasta llegar al volumen de 1 litro y enfriar bajo atmósfe-

ra de nitrógeno (NJ

Cuando esté a temperatura ambiente agregar

NaHCOJ 5.0g

Cisteína 0.5g

Servir 5mL en tubos Hungate, hacer cambio de fase N/C02 (80%, 20%) durante un

minuto, llevar a autoclave durante 15 minutos (121°C - 15 psi). Antes de utilizarlo agregar:

NalS.9Hp (2.0%) 0.05ml/5ml

Vitaminas diluidas de Balch 0.05ml/5ml

Después del autoclave el pH debe ser 7.1
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RECUENTO BACTERIAS FERMENTADORAS DEL LACTATO Y DE LA GLUCOSA (BFG Y BFL)

Volumen 1 litro:

Solución mineral de Balch sin sulfatos 50ml
Oligoelementos de Balch sin sulfato 10ml

KzHP04 0.30g

Fe(SOJ7HzO (0.2%) 1.0ml

NiClz. 6 Hp (0.5g/L) 1.0ml
Azul de bromotimol (1.0%) 1.0ml

Extracto de levadura 2.0g

BIOtrypcase (Peptona trípsica de caseína) 2.0g

Selenita de sodio (1.73g/L) 1.0ml

Para las BFGtomar 500mL del medio anterior y agregar 5g de glucosa. Ajustar pH a

7.1. Despuésde hervir enfriar bajo atmósfera de N/COz y agregar:

Cisteína- HCI 0.25g

NaHCO
J

(10%) 2.5g

Para las BFL tomar los 500 mL de medio restantes y agregar 3.6 mL de lactato de

sodio (60% en peso) ó 2.8 mL de ácido láctico. Ajustar el pH a 7.25. Después de hervir,

enfriar bajo atmósfera de N/COz.

Cuandoestá a temperatura ambiente agregar:

Cisteína- HCI 0.25g

NaHCO
J

(10%) 2.5g

Servir 5mL en tubos Hungate, bajo atmósfera de nitrógeno, hacer cambio de

fase Nz/COz(80% / 20%) durante un minuto. Llevar al autoclave durante 15 minutos

(121°C - 15 psi).

Antes de utilizarlo agregar:

NazS.9HzO (2.0%)

Vitaminas diluidas de Balch

0.05m1/5ml

0.05ml/5ml
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RECUENTO DE BACTERIAS SULFATOREDUCTORAS DEL ACETATO Y LACTATO (B5RLAc y B5RAcj

Volumen 1 litro:

KHl04
NH4CI

NazS04

NaCl

FeClzAHzO

MgClz·6HzO

CaClz·2HzO

Extracto de levadura
Oligoelementos P.w.sin sulfato

Solución de resarzurina (0.1 %)

0.2g
O.5g

3.0g

1.2g

0.36g

OAg

0.15g

1.0g

1.0ml

1.0ml

Para las bacterias sulfato reductoras del acetato se toman 500mL del medio anterior

y agregar 1. 5g de acetato de sodio. 3HzO.Ajustar pH a 6.7.

Después de hervir, enfriar bajo atmósfera de N/C02 y agregar antes de servir 2.5g

NaHCOJ

Para las bacterias reductoras del lactato tomar los 500mL de medio restantes y
agregar 4.25ml de lactato de sodio (60%). Ajustar el pH a 6.8. Después de hervir, enfriar

bajo atmósfera de N/C02•

Cuando está a temperatura ambiente agregar antes de servir 2.5g

NaHCOJ

Servir 5mL en tubos Hungate,bajo atmósfera de nitrógeno,hacercambiode fase N/C02

(80% /20%) durante un minuto, llevar al autoclavedurante 15 minutos (121°(, 15 psi).

Antes de utilizarlo agregar:

Cisteína HCI (2.5%)
Vitaminas P.w.diluidas

0.1 ml/5ml

0.05ml/5ml

RECUENTO DE BACTERIAS METANOGÉNlCAS HIDROGENOFÍllCAS. (BMH)

Volumen 1 litro:

Solución mineral de Balch sin sulfatos 50ml

Solución oligoelementos de Balch sin sulfatos 10ml
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K2HPO.
NiCl2• 6H20 (0.5g/L)

Selenita de sodio (1.73g/L)

FeCI2.4Hp (0.2%)

Resarzurina (0.1%)

0.30g
0.5ml

1.0ml

1.0ml

1.0ml

El medio no contiene SO4 con el fin de evitar el crecimiento de bacterias autotróficas,

cuando se requiere el medio para aislar bacterias hidrogenofílicas, con el fin de evitar la

contaminación del cultivo, no se agregan vitaminas, extracto de levadura, Bio-trypcase , ni

jugo de rumen.

Cuandose requiere el medio para identificar crecimiento de bacterias hidrogenofílicas

se agregan:

Extracto de levadura

Bio- trypcase

0.5g

0.1g

Ajustar el pH a 7.2 - 7.4 con NaOH 1M. agregar 10% en volumen y hervir hasta

evaporar el exceso, enfriar bajo corriente de nitrógeno, cuando esté a temperatura am-

biente agregar:

Cisteína- HCI 0.5g

NaHCO¡ (10%) 5.0g

Servir 5mL en tubos Hungate,bajo atmósfera de nitrógeno, hacercambiode fase H/C02

(80% / 20%) durante un minuto, llevar al autoclave durante 15 minutos (121 °C_15 psi).

Renovar el cambio de fase Hz/C02 cada 2 ó 3 días después de inocular.

Antes de utilizarlo agregar:

Na2S.9Hp (2.0%)
Vitaminas diluidas de Balch

0.05ml/5ml

0.05ml/5ml

RECUENTO DE BACTERIAS METANOGÉNlCAS ACETOCLÁSTlCAS (BMA)
Volumen 1 litro:

Solución mineral de Balch sin sulfatos

K2HPO.

50ml

0.30g
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Soluciónoligoelementos de Balchsin sulfatos 10.0ml

Fe S04' 7HzO(0.2%) 1.0ml

Selenito de sodio (1.75g/L) 1.0ml

Extracto de levadura 0.5g

Bio - tripcase 0.19

Resarzurina (0.1%) 100ml

Acetato de sodio 8.0g

Para el aislamiento de bacterias metanogénicas del metanol, se utiliza este medio

adicionando 0.63mL de metanol a cambio del acetato.

Ajustar el pH a 7.1-7.2. Agregar 10% del volumen final de agua destilada, enfriar

bajo atmósfera de NzlCOz(80% - 20%), cuando esté a temperatura ambiente agregar:

Cisteína- HCI O.5g

Na HCOJ (10%) 5.0g

Servir 5mL en tubos Hungate, bajo atmósfera de nitrógeno, hacer cambio de fase NzI

COz(80% - 20%) durante un minuto, llevar al autoclave durante 15 minutos (121°C - 15 psi).

Antes de utilizarlo agregar:

NazS.9H20 (2.0%)

Vitaminas diluídas de Balch

0.05ml/5ml

0.05ml/5ml

RECUENTO DE BACTERIAS slNrRÓFlCAS DEL PROPIONATO / BUrlRATO (BsP y BsB)

Volumen 1 litro:

Solución mineral de Balch sin sulfatos 50ml

Solución oligoelementos de Balch sin sulfatos 10ml

KzHP04 0.3g

FeS04' 7Hp (0.2%) 1.0ml

Selenito de sodio (1.75g/L) 1.0ml

NiClz(0.05%) 0.5ml
Extracto de levadura 0.19

Bio - tripcase 0.19

Resarzurina (0.1%) 1.0ml
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Setoman 500ml para preparar el medio de bacterias sintróficas del propionato, agre-

gando 0.5g de propionato de sodio ((3H50ZNa)
Los 500ml restantes se utilizan para el medio de bacterias sintróficas del butirato, se

agregan 0.5g de butirato de sodio (C4H70zNa) o 4.5ml de ácido butírico 1M.

Agregar 10% en volumen de aguadestiladaen exceso,enfriar bajo atmósferade N/COz

(80% - 20%) ,cuando esté a temperatura ambiente agregar:

Cisteína- HCI O.5g

NaHC03 (10%) 5.0g

Servir 5mL en tubos de Hungate, bajo atmósfera de nitrógeno, hacer cambio de fase NzI

COz(80% - 20%) durante un minuto, llevar al autoclave durante 15 minutos (121°( - 15 psi).

Antes de utilizarlo agregar:

NazS.9Hp (2.0%)
Vitaminas diluidas de Balch

0.05mI/5m\

0.05ml/5ml

B. PREPARACiÓN DE SOLUCIONES

SOLUCIÓN MINERAL DE BALCH

Con sulfatos Sin sulfatos *

KHl04
(NH4)2S04
NH4C1

MgCl2• 6H20

MgS04.7H20 2.6g

(a(1
2

. 2Hp 0.16g

NaCl 12.0 9

* Para evitar inhibición por la presencia de bacterias sulfato-reductoras.

Diluir en 1litro de agua destilada., preparara en aerobiosis, almacenar en refrigera-

dor a 4°(,

6.0g

6.0g

6.0 g

5.0 g

2.1 9

0.16 9

12.0 9



[158] D,GEST'ÓN ANAEROBIA

SOLUaÓN OLlGOELEMENTOS SIN SULFATOS

Con sulfatos Sin sulfatos·

Ácido nitrilotriacético·· l.5g 1.5 9

MgS04· 7H2O 3.0g

MgCI2·6H2O 2.5 9

MnS04·H2O 0.5g

MnCl2.4H2O 0.6 9

NaCI 1.0g 1.0 9

FeS04·7H2O O.lg

FeCI2.4H2O O.lg

CoCl2·6H2O O.lg

CoS04·6H2O O.lg

CaCI2·2H2O O.lg O.lg

ZnCl2 O.lg

ZnS04 O.lg

CuS04·5 H20 O.Olg

CuCl2·2H20 O.Olg

ALK(S04)2 O.Olg

ALCI) O.Olg

H)BO) O.Olg 0.01 9

NaMo04·2 H20 O.Olg 0.01 9

• Para evitar inhibición por la presencia de bacterias sulfato reductoras.

··Se disuelven 1.5g de ácido nitrilotriacético con KOH 10N ó 1N hasta pH 6.5.

La solución se prepara en aerobiosis. Después de adicionar todo, ajustar el pH a 7.0

con KOH 1N, almacenar en el refrigerador a 4°(,

SOLUaÓN DILUIDA DE VITAMINAS DE BALCH

Volumen 1 litro:

Biotina (vitamina H)

Ácido p-aminobenzóico (PABA)

Cianocobalamina (vitamina B12)

2mg

5mg

O.lmg



Tiamina HCI(vitamina B1)
D. L. Pantotenato de Ca

Ácido nicotínico

Piridoxina - HCI (vitamina B6)

Acido fólico

Riboflavina (vitamina B2)

Ácido Iipoico (thioico)

5.0mg
5.0mg

5.0mg

10.0mg

2.0mg

5.0mg

5.0mg

Esterilizar por filtración en membranas de 0.22mm en anaerobiosis

Almacenar protegido de la luz en refrigerador a 4°(,

Se preparan en frascos de 60mL con cambio de fase de N/COz y estériles.

SOLUCIÓN MINERAL DE PEENNlG ET W/DDEL (SIN SULFATO)

Volumen 1 litro:

KHl04
NH4CL

NaCl

MgClz·6HzO

CaClz·2HzO

KCI

0.2g

0.5g

1.2g

OAg
0.15g

0.5g

SOLUCIÓN DE OUGOELEMENTOS DE PFENNlG y WlDDEL

(MODIFICADO)

Volumen 1 litro:

ANEXOS [159]

HCLa25%(6.75N)* 10ml
* Acidificar el hierro antes de disolverlo en el agua, los oligoelementos se disuelven en el

siguiente orden:

FeC\zAHzO
H3B03

MnClzAHzO

CoClz·6HzO

ZnClz·anhidro

1.5g

60mg

100mg

120mg

70mg
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NiCl2·6Hp

CuCl2·2Hp

AICI¡anhidro

Na2Mo04·2H20

Na2SeO¡

2Smg

1Smg

SOmg

2Smg

3mg

SOLUCIÓN DE VITAMINAS DE PFENNlG y WlDDEL
Volumen 1 litro:

Biotina (vitamina H)

Acido para-Amino benzoico (PABA)

Cyanocobalamina (vitamina B12)

Thiamina, HCI

DL panthotenato de Ca

Acido nicotínico

Pyridoxamina (Pyridoxina HCI)

1mg

Smg

Smg

10mg

Smg

Smg

10mg

Nota: Esterilizar por filtración, en anaerobiosis. Almacenar a 4 oCy protegido de la luz.

SOLUCIÓN DE RESARZURINA (O. !%)
Volumen SOmi:

Resarzurina O.OSg
Se disuelven en SOmL de agua destilada

Almacenar a temperatura ambiente, proteger de la luz con papel aluminio

SOLUCIÓN DE SULFITO DE SODIO (2.0%)
Volumen 20ml:
Na2S. 9 H20 O.4g

Se disuelven en 20mL de agua anóxica

Realizar el cambio de fase N/C02 y después esterilizar
Se almacena a temperatura ambiente
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AGUA ANÓXICA

Se toma el volumen a preparar más un 10% de agua destilada, se hierve hasta evaporar el

10% en exceso, luego se enfría bajo atmósfera de nitrógeno.

Previamente se pesan los compuestos a diluir y se agrega la cantidad de agua anóxica

necesaria, se realiza el cambio de fase Nz/COz(80%- 20%) durante 1- 2 minutos y se lleva

autoclave durante 15 minutos (121°C - 15 psi).

SOLUCIÓN DE ClSTE/NA - HCI(2.5% EN PESO)

Volumen 100ml:

Cisteína - HCI(sigma) 2.5g

Se disuelven en 100ml de agua anóxica

Realizar el cambio de fase N/COz y después esterilizar.

Uso: 0.1 ml/5ml.

SOLUCIÓN NaHCO] (/0% EN PESO)

Volumen50ml:

NaHCO¡ 5g
Sedisuelven en 50m\ de agua anóxica.

Realizar el cambio de fase N/COz y después esterilizar.

Uso: 0.25ml/5ml.

SOLUCIÓN DE NiC/2 (0.56//)
Volumen50ml:

NiClz·6HzO
Sedisuelven en 50ml de agua anóxica.

Se utiliza 1mI/litro de medio

0.0259

SOLUCIÓN DE FeS04 (0.2%)

Volumen 50ml:
FeS0

4
.7HzO 0.19

Se disuelven en 50ml de agua anóxica. solución fresca

Se utiliza 1mI/litro de medio
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SOLUOÓN DE AZUL DE BROMor/MOL (/.0%)
Volumen 100ml:

Azul de bromotimol 1.0g

NaOH 1N 100ml

Se utiliza 1mi/litro de medio

SOLUOÓN DE AGUA REDUODA

Volumen 1litro:

KzHP04 0.3g

Solución mineral de Balch sin sulfato 50ml

Resarzurina 1ml

Se completa el volumen a un litro y agregar el 10% adicional de agua destilada,

hervir hasta llegar al volumen de 1 litro y enfriar bajo atmósfera de nitrógeno.

Cuando esté a temperatura ambiente agregar:

NaHCO¡ 5g
Cisteína . HCI O.5g

Servir según necesidad 4.5ml , 9.0ml ó 13.5ml en tubos Hungate, hacer cambio de fase N/

COz(80%- 20%) por un minuto, llevar a autoclave durante 15 minutos (121 oC,15Ib/pulgZ).

Antes de usar agregar:

NazS.9HzO(2%) 0.05ml/5ml
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ANEXO 2

RECUENTO TOTAL DE BACTERIAS

A. PRINCIPIO DEL MÉTODO

Se filtra la dilución del lodo seleccionada en un filtro nucleopore de O.2Ilm, las bacterias son

retenidas por el filtro y son teñidas con una solución de naranja de acridina, con la luz de

epifluorescencia se realiza el conteo directo del número de bacterias por retícula en un campo

visual, este procedimiento se repite al menos tres veces, luego se promedia el resultado y

extrapolando el promedio al área total del filtro.

B. REACTIVOS y EQuIPOS

Solución de Naranja de Acridina

Se prepara la solución A y B de la siguiente manera:

Solución A, disolver 2.76g de NaHl04.HlO en 1OOmlde agua destilada

Solución B, disolver 3.56g de NalHP04.HlO en 1OOmlde agua destilada

Se disuelven 100mg de Naranja de Acridina en 28.25ml de la solución Ay 21.75ml de la

solución B, completando el volumen de esta mezcla a 100ml.

Filtros
Se requiere de filtros Millipore de 0.451lm para filtrar el agua de preparación de la Na-

ranja de Acridina y el agua de lavado, la filtración de la muestra se realiza sobre un filtro

Nucleopore de O.2Ilm; para realizar ambos procesos se utilizan soportes de filtración

que se unen a un erlenmeyer donde se aplica vacío.

Microscopio con luz de epifluorescencia

C. PROCEDIMIENTO

Filtrar el agua de lavado en filtro Millipore de 0.451lm

Coloración de las bacterias con Naranja de Acridina
_ Colocar el filtro sobre la filtra del portafiltro con el lado brillante hacia arriba, arman-

do el equipo de filtración.
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Tomar con jeringa 5ml de la dilución en estudio (generalmente 10 Jo 10-4) purgando

la jeringa con Nz y agitando muy bien el tubo antes de tomar la muestra

Agregar los 5ml de muestra por las paredes del tubo de carga del sistema de filtra-

ción, filtrar en presencia de vacio.

Detener el vacio y agregar 1mi de la solución de Naranja de Acridina, dejar actuar el

colorante durante 15 minutos en la oscuridad.

Eliminar el colorante lavando profusamente en presencia de vacío.

Retirar el filtro y colocarlo en una caja de petri, cubriéndola con papel aluminio para
protegerla de la luz.

Conteo

Dividir el filtro en cuatro partes iguales, montar un cuarto de filtro sobre un

portaobjetos, agregando una gota de aceite de inmersión y colocando el cubreobjetos

La lectura se realiza con el objetivo 100X.

Se enciende la lampara de epifluorescencia.

Secuentan las bacteriaspresentes en la retícula,las bacteriasse identificanporque tienen

un color verde fluorescente, se repite el conteo en varios campos visualesy se promedia

El cálculo se realiza con la siguiente ecuación, teniendo en cuenta que la retícula del

microscopio tiene un área de O.0064mmZy el área del filtro es de 227mmz:

N. Bact./gSSV = 35469 x (Promedio de tos conteos/Ditución)/(5mt x SSV det todo)
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ANEXO 3

RECUENTO DE LOS GRUPOS TRÓFICOS
POR LA TÉCNICA DEL NÚMERO MÁS
PROBABLE (NMP)

A. PRINCIPIO DEL MÉTODO

Se realizan diluciones seriadas del lodo en estudio, con las diluciones seleccionadas se inocu-

lan cinco tubos Hungate por dilución; se identifican los tubos positivos de acuerdo con las

características de cada grupo bacterial (Tabla 5.6) realizando los cálculos del número más

probable con base en la tabla 6.1

B. REACTIVOS y EQUIPOS

Medios de cultivo yagua reducida, según especificaciones del Anexo 1.
o Tubos Hungate

Cámara de anaerobiosis para realizar la primera dilución
Incubadora a 35°(,

Cromatógrafo de gases para la detección de metano

C. PROCEDIMIENTO

La muestra de lodo se introduce en la cámara de anaerobiosis para realizar la primera

dilución, la muestra se homogeneiza utilizando un homogeneizador de tejidos estéril: se

diluye 1mi de lodo homogeneizado en 9ml de agua reducida.

Las diluciones seriadas se realizan fuera de la cámara de anaerobíosis, agregando 1mi

de la dilución anterior a 9ml de agua reducida utilizando una jeringa purgada con nitróge-

no previamente y trabajando con las normas de asepsia para evitar la contaminación de
las diluciones.

La inoculaciónde los tubos se realiza con jeringas, bajo flujo de nitrógeno, con los cuidados

necesarios, para evitar la contaminación de los medios flamear tapones y trabajar cerca de

la llama, los mediosse inoculan con O.2mlpor tubo de la dilución correspondiente, se inocu-
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lan cinco tubos por dilución, exceptuando los grupos de las bacterias sintróficas para los

cuales se inoculan tres tubos y dos controles (sin sustrato) por dilución.

La incubación se realiza a 35°C durante el periodo recomendado para cada grupo trófico

(Tabla 5.6)

El Número más Probable se calcula utilizando la siguiente ecuación:

NMP/gSSV = No. BactenclS(tabla 6.1) x máxima diluciónpositiva x 5000/ gSSV

Cálculo del NMP según Mac Grady para 5 tubos por dilución

Combinación de Número de Combinación de Número de Combinación de Número de
tubos poslllvos bacterias tubos positivos bacterias tubos positivos bacterias

para tres para tres para tres

diluciones diluciones diluciones

consecutivas consecutivas consecutivas

000 0.0 231 1.4 451 5
001 0.2 240 1.4 500 2.5
002 0.4 300 0.8 501 3
010 0.2 301 1.1 502 4
011 0.4 302 1.4 503 6
012 0.6 310 1.1 504 7.5
020 0.4 311 1.4 510 3.5
021 0.6 312 1.7 511 4.5
030 0.6 313 2 513 8.5
100 0.2 320 1.4 520 5
101 0.4 321 1.7 521 7
102 0.6 322 2 522 9.5
103 0.8 330 1.7 523 12
110 0.4 331 2 524 15
111 0.6 340 2 525 17.5
112 0.8 341 2.5 530 8
120 0.6 400 1.3 531 11
121 08 401 1.7 532 14
122 1 402 2 533 17.5
130 0.8 403 2.5 534 20
131 1 410 1.7 535 25
140 1.1 411 2 540 13
200 0.5 412 2.5 541 17
201 0.7 420 2 542 25
203 1.2 421 2.5 543 30
210 0.7 422 23 544 35
211 0.9 430 2.5 545 45
212 1.2 431 3 550 25
220 0.9 432 4 551 35
221 1.2 440 3.5 552 60
222 1.4 441 4 553 90
230 1.2 450 4 554 160
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ANEXO 4

PREPARACiÓN AZUL DE METILENO

COMPOSICiÓN:

A. Tris (tris-(hydroxymethyl)-amonimethane), 60% en agua hervida (para mantener la

alcalinidad del indicador)

B. Glucosa(agenteque se reduce) 4% en agua
C. Azul de metileno, 0.02% en agua.

Se mezcla partes iguales de A, B Y e a temperatura ambiente, el pH de la solución

indicadora es de 12. El indicador debe ser protegido de la luz y almacenado en refrigeración

Holdeman., et al., 1977. La solución es utilizable por dos semanas (Catálogo Cabina de
Anaerobiosis 1025 Forma Scientic).
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