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Existen muchos métodos para la
estimacion de la biomasa de un bio-
proceso. Sin embargo, ésta puede re-
sultar una tarea laboriosa, tediosa e
impracticable. Las muestras que con-
tienen organismos filamentosos, co-
mo los fangos activos de E.D.AR.s,
presentan especiales dificultades ya
que puede ser necesario estimarlos
por separado. En este trabajo se
muestra un método de recuento de es-
tos organismos sencillo y rdpido. El
objetivo es disponer de un método
cuantitativo de estimacién de micro-
organismos filamentosos para opti-
mizar el uso del hipoclorito sédico en
sistemas de fangos activos con pro-
blemas de esponjamiento o espumas.
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Rapide determination of filamen-
tous microorganims in activated
sludge.

Despite many methods available,
biomass estimation of a bioprocess
may sometimes become laborious
and impracticable. Samples contai-
ning filamentous organisms, as in
Wastewater Treatment Plants, pre-
sent special counting difficulties. If
they are abundant they may need to
be estimated separately. In this work
a counting method for these orga-
nisms is shown. The main goal is to
improve chlorination of activated
sludge suffering bulking or foaming
through a quantitative record of fila-
mentous bacteria.

Keywords:

Biological treatment, Wastewaters,
Activated sludge, Filamentous mi-
croorganisms, Biomass estimation,
Counting.

TECNOLOGIA DEL AGUA

TECNICOS

Determinacion rapida
de microorganismos filamentosos
en fangos activados

Por: Carmen Arn4iz , Carmen Jiménez @ y Fernando Estévez &
) Lda. CC. Biolégicas. Técnico del Laboratorio de Aguas Residuales.
Dpto. de Control de Calidad de la Empresa Municipal de Abastecimiento
y Saneamiento de Aguas de Sevilla, EMASESA.
@ Lda. CC. Quimicas. Técnico del Laboratorio de Aguas Residuales.
Dpto. de Control de Calidad de EMASESA. E.D.AR. “La Ranilla”.
Bda. San José de Palmete. 41006-Sevilla. Teléfono/Fax: 954251151,

E-mail: cjimenez @emasesa.com

© Jefe del Departamento de Aguas Residuales de EMASESA.

C/ Escuelas Pias, 1. 41003-Sevilla.

Teléfono: 954590409. Fax: 95422651 1. E-mail: festevez@emasesa.com

1. Intoduccion

a evaluacion de la biomasa es
una de las variables mas impor-
— tantes de un bioproceso, ya que
su determinacion nos lleva a la com-
prension de la eficiencia del mismo.
Se trata de una variable clave paraes-
tablecer las tasas de produccién, de
consumo de nutrientes y el cdlculo
de los balances de masa de cualquier
proceso biolégico. Por tanto, el dis-
poner de un método preciso para su
estimacion, en tiempo real, es un ob-
jetivo primordial en la explotacién

de cualquier proceso biolégico.
Existen numerosos métodos, di-
rectos e indirectos, para la estima-
cion de biomasa ya sea utilizando
técnicas fisicas o bioquimicas. A
pesar de estos interesantes y prome-
tedores métodos, la evaluacién de
una poblacién microbiana puede re-
sultar frecuentemente una tarea la-
boriosa, tediosa e impracticable
desde el punto de vista del tiempo
requerido. Aquellas muestras que
contienen microorganismos fila-
mentosos presentan especiales difi-
cultades ya que, si son abundantes.

es necesario estimarlos por separa-
do. Este es el caso del sistema de
fangos activos de una Estacién De-
puradora de Aguas Residuales
(EDAR).

El proceso de fangos activos es el
tratamiento secundario mas exten-
dido en el mundo y se trata, sin du-
da, del corazén de una EDAR.

La biodiversidad que existe en el
fango activo de una EDAR es alta
(Taber, 1976; Pipes, 1978). Hoy en
dia, la mayor problemdtica detecta-
da a este nivel estriba en el control
de las bacterias filamentosas. Estos
microorganismos cuando son domi-
nantes causan un gran nimero de
problemas, con un denominador co-
mun: pérdida de la calidad del agua
tratada. En general, estos problemas
estdn relacionados con un cambio
en las caracteristicas de sedimenta-
cién y compactacién del fango bio-
16gico.

Los fenémenos de esponjamien-
to (bulking) o espumas (foaming)
son dos grandes problemas que que-
dan atn por solucionar en el control
del proceso de los tratamientos bio-




16gicos de aguas residuales. Por otra
parte, cada vez con mds asiduidad,
los controles microbiolégicos de los
fangos activos se convierten en con-
troles de rutina entre los realizados
periddicamente en la linea de agua.
Al mismo tiempo, se detecta la ne-
cesidad de que este tipo de controles
sean lo mds objetivos posibles (Polo
& Salvado, 1997).

Cuando estos problemas apare-
cen en una EDAR hay que recurrir
en muchas ocasiones a sistemas co-
rrectivos de control, tipicamente la
cloracién.-La optimizacién econd-
mica del uso del hipoclorito sédico
pasa indudablemente por un conoci-
miento objetivo de la cantidad de fi-
lamentos en el fango activo.

En la literatura cientifica existen
diversas técnicas para el recuento de
microorganismos filamentosos. Sin
embargo, éstas suelen consumir
bastante tiempo. Hay que tener en
cuenta que si se desea utilizar cual-
quier técnica de recuento, como
andlisis rutinario, en la explotacién
de la planta de tratamiento, ésta ade-
mads de ser fiable tiene que propor-
cionar resultados en tiempo real.

Las técnicas més antiguas eran
semicuantitativas y en los dltimos
afios se han desarrollado otras mas
precisas aunque, como se ha comen-
tado antes, lentas de utilizar y, por
tanto, incompatibles con la explota-
cién diaria de la EDAR.

Sezginetal. (1978) establecieron
una técnica para medir la longitud
total de los filamentos presentes en
un fango activo. Usando una cdmara
de recuento, asignaban a los fila-
mentos presentes diferentes catego-
rias de longitud; los filamentos méas
largos se median individualmente.
Pipes (1979) utilizé la cdmara de
Neubauear para contar el nimero de
filamentos. Giovanetti & Mosse
(1980) utilizaron una cuadricula
marcada en cajas de Petri para el
andlisis cuantitativo de la infeccién
por microrrizas en raices.

Salvadé6 (1990) contaba el ni-
mero de intersecciones con una cir-
cunferencia grabada en el ocular.
Pro su parte, Fry (1990) indicé que
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Fig. 1. Camara de recuento Neubaver y detalle de la cuadricula central.

el mejor método para estimar la
longitud total de filamentos es el
método de las intersecciones con
las lineas de una cuadricula. Pitt &
Jenkins (1990) establecieron una
técnica especifica de recuento de
filamentos Nocardia sp., especial-
mente conocida por lo laboriosa y
tediosa que resulta. El personal de
la planta de tratamiento de San Jo-
sé/Santa Clara en California, em-
pleaba una técnica simplificada de
recuento de filamentos, ya que no
se determinaba la longitud total de
filamentos. Esta técnica aparece
descrita en Jenkins et al. (1993). Se
establecia el nimero de intersec-
ciones de los filamentos con un
segmento trazado en el ocular del
microscopio. Estévez (1997) esta-
blecié el término “relacién de fila-
mentos”, que es la suma del nime-
ro de filamentos observados que in-
terceptan con la circunferencia ex-
terior del ocular.

En el presente trabajo se muestra
una técnica de recuento de microor-
ganismos filamentosos del fango
activo, sencillo y compatible con la
explotaciéon de una EDAR al no
consumir mucho tiempo. Esta técni-
ca se basa en el método de las inter-
secciones con las lineas de una cua-
dricula. La cuadricula utilizada es la
de la cdmara de recuento Neubauer,
mds asequible que un ocular con
una cuadricula grabada. Sélo se
cuentan las intersecciones con los

cuadrados de una de los diagonales
centrales.

El objetivo perseguido es dispo-
ner de una técnica de recuento cuan-
titativa de bacterias filamentosas,
para optimizar el uso del hipoclorito
s6dico en sistemas de fangos activos
con problemas de esponjamiento de
fangos (bulking) o espumas (foa-
ming).

2. Métodos de Trabajo y
Materiales

El microscopio 6ptico utilizado
fue un Zeiss Axioplan 2 provisto de
contraste de fases, oculares 10x y
objetivos 10/20/40 y 100x. El cabe-
zal dispone de una camara fotografi-
ca Zeiss MC 80 DX y video cdmara
Sony CCD-IRIS.

Las observaciones se realizaron
sobre muestras “in vivo”, no prensa-
das ni tefiidas (Salvadd, 1990; Esté-
vez, 1997).

La cdmara de recuento empleada
fue Neubauer improved, cuadricula
doble (BRAND, Ref. 717820) (ver
Figura 1). La profundidad de la c4-
maraes de 0,1 mm. La cuadriculade
recuento muestra 9 cuadrados gran-
des, cada uno de 1 mm?. Los 4 cua-
drados grandes de las esquinas se-
fialados con una “L” estan divididos
en 16 cuadrados con 0,25 mm de la-
do. El cuadrado grande central estd
dividido en 25 cuadrados medianos
con lados de 0,2 mm, estando cada
cuadrado mediano subdividido en
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16 cuadrados pequefios con 0,05
mm de lado.

Se realizé el recuento de las in-
tersecciones con una de los diago-
nales del cuadrado central que in-
cluye 20 cuadrados pequefios den-
tro de los 5 cuadrados medianos se-
fialados con una "E". Hay que decir
que este diagonal se incluye practi-
camente entera en el campo visual
del microscopio, con lo que el re-
cuento es rdpido y no resulta cansa-
do ni tedioso. Los recuentos fueron
realizados con el objetivo de 20x,
“in vivo” y con contraste de fases.
Se conté el nimero de interseccio-
nes con una de los diagonales del
cuadrado central de los filamentos
libres y aquellos que se extienden
desde el fléculo ya sean rectos, lige-
ramente curvados, curvados o torci-
dos. También se contaron los que
estaban en el interior de los fléculos
y podian distinguirse entre la estruc-
tura flocular.

Una cdmara de recuento frecuen-
te en cualquier laboratorio de aguas
residuales es la cdmara de Fuchs-
Rosenthal, utilizada en el recuento
de pequefios flagelados para esta-
blecer el Indice Biético del Fango
Activo (SBI, Sludge Biotic Index),
segiin Madoni (1994). La profundi-
dad de la camara es de 0,2 mm. La
cuadricula de recuento tiene 16 cua-
drados grandes de 1 mm de lado.
Cada cuadrado grande estd subdivi-
dido en 16 cuadrados pequefios de
0,25 mm de lado. Se comprobé que
el recorrido de la diagonal de esta
cuadricula es muy largo, con lo cual
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un solo recuento resulta cansado.
Ademais, la profundidad de 1a cdma-
ra es el doble que la de la cdmara de
Neubauer, por lo que hay més pla-
nos que observar, dificultdndose
enormemente el recuento.

Las muestras para este estudio
fueron recogidas de la EDAR. “La
Ranilla” de Sevilla, instalacién que
explota la Empresa Municipal de
Abastecimiento y Saneamiento de
Aguas de Sevilla, S.A. (EMASE-
SA).

Esta depuradora posee dos fases
de tratamiento, con un caudal de di-
sefio de 25.000 m3/d cada una. Du-
rante el periodo de experimentacién
las condiciones de trabajo fueron las
siguientes: carga masica de 0,83 y
0,22 kg DBO./kg SSLM, respecti-
vamente, y concentracién media de
oxigeno disuelto de 2,8 mg/lenla
fase 1 yde 5,2 mg/lenlafase 2.

3. Resultados y Discusion

Los resultados obtenidos se
muestran en la Tabla 1.

Enlafase 1, se observa que en los
dias 04/03/99, 08/03/99 y 11/03/99
el niimero de intersecciones es muy
similar. La media de esos valores
era 9,55 y la desviacién estandar +
0,25.

En esta primera fase las bacterias
filamentosas dominantes eran bac-
terias libres (tipo 1863 y 0211), que
conferian turbidez al clarificado.
Las bacterias filamentosas en el in-
terior del fléculo que proporcionan
una red o “microesqueleto” en el
que se adhieren las bacterias flocu-
lantes eran escasas (ausencia de ma-
croestructura). Esto daba como re-
sultado que muchos fléculos fueran
de tamafio pequefio y débil consis-
tencia. Este tipo de fléculo no de-
cantaba bien y en el decantador se-
cundario no se detectaba una inter-
fase clara entre el fango decantado y
el liquido sobrenadante, sino que és-
ta era difusa. Esta situacién empeo-
ré a partir del 26/02/99, cuando se
detectd un gran vertido de deter-
gentes, que provocd una importante
defloculacién (disgregacién flocu-
lar) del fango activo. Adems4s, du-
rante los dfas citados anteriormente,
la abundancia de filamentos fue es-
casa: criterio de abundancia algu-
nos/comunes, categoria numérica
2/3, filamentos no en todos los fl6-
culos con baja densidad (1-5/fl6cu-
los) (criterio cualitativo de abun-
dancia de filamentos segin Jenkins
etal., 1993).

Dadas las caracteristicas del f16-
culo en la fase 1, asi como la escasa
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densidad y diversidad de microor-
ganismos, se procedi6 a la inocula-
cién en esta fase con los fangos en
exceso de la fase 2, los dias
10/03/99 y 11/03/99 desde las 8.00 a
las 14.00 horas, y el dia 12/03/99
desde las 8.00 a las 17.00 horas. Se
puede observar en la Tabla 1, que el
nimero de intersecciones se triplicd
tras esta inoculacion. Esto nos indi-
ca que el método es suficientemente

sensible para detectar cambios rapi-

dos.

Enlafase 2, se observé durante el
perfodo de estudio una gran abun-
dancia de filamentos, categoria nu-
mérica 5: abundantes, filamentos en
todos los fléculos con densidad alta
(>20 filamentos/fl6culo). Debido a
esta abundancia de filamentos los
fléculos tenfan una estructura muy
abierta, con frecuentes puentes in-
terfloculares. Esto hacia que el IVF
de esta cuba fuera alto (superior a
200 ml/g), es decir, estdbamos ante
una situacién de bulking filamento-
so. Vemos en la Tabla 1, que el nd-
mero de intersecciones en la fase 2
era alto durante los dias 08/03/99,
15/03/99 y 16/03/99. Se procedi6 a
la cloracién de la recirculacién de
esta cuba a mediodia del 16/03/99
con 18 1/h de hipoclorito sédico
(150 g CL,/1). La cloracién continué
hasta la noche del 18/03/99. Se ob-
servaen la Tabla 1 que el niimero de
intersecciones disminuy6 2,5 veces
al dia siguiente del comienzo de la
cloracion. De nuevo, esto indica que
esta técnica de recuento es capaz de
detectar radpidamente cambios en la
cantidad de filamentos. Una vez in-
terrumpida la cloracion, el nimero
de intersecciones aumento, si bien
no se alcanzaron los niveles inicia-
les.

En la Tabla 1 se muestran el ni-
mero de intersecciones de filamen-
tos con los cuadrados de una de las
diagonales centrales de la cdmara de
recuento. No obstante, puede ser
interesante expresar los resultados
en metros de filamento por ml de li-
cor mezcla. Para ello, se realizaron
dos célculos que relacionan la lon-
gitud total de filamentos extendidos
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en un area dada con el ndmero de
veces que €stos interceptan con una
cuadricula situada en dicha 4drea. El
volumen de muestra es el contenido
en el cuadrado grande central de la
cdmara de recuento utilizada, es de-
cir, 0,1 pl.

Célculo 1
nxdxF
i 2XrX2xV
Calculo 2
nxXxAXF
L=
rx1xV
Donde:
L =1longitud total de filamentos
(mm/pl 6 m/ml)

n = numero de intersecciones

r= numero de recuentos

V =volumen de muestra (0,1 pl)

F=10,5

d = diagonal del cuadrado grande
central de la cdmara de Neu-
bauer (mm)

A =drea del cuadrado grande cen-
tral de la cdmara de Neubauer
(mm?)

1= Yperimetros de los cuadrados
pequefios de la diagonal (mm)

Si se sustituyen los valores fijos,
tinicamente se tendrd que multipli-
car una constante por el niimero me-

dio de intersecciones:
Célculo 1

L (mm/pL; m/ml) = - x37,12
Célculo 2

L (mm/pL; m/ml) = x26,25

T

En el primer cdlculo, se divide el
nimero de intersecciones por 2 para
obtener el nimero de tramos y se
considera que la longitud media de
tramo es la diagonal/2. Por iltimo,
se extrapola al nimero total de cua-
drados pequefios del cuadrado gran-
de central de la cdmara de Neubauer
(F=10,5). Es un cdlculo intuitivo.

En el segundo célculo, siguiendo
a Giovannetti & Mosse (1980), se
tiene en cuenta el 4rea total observa-
da, longitud total del transecto sobre
el que se realiza el recuento (suma
de los perimetros de los cuadrados
pequefios) y se extrapola al nimero
total de cuadrados pequefios del
cuadrado grande central de la cAma-
ra de Neubauer (F=10.5). Es un cél-
culo matematico.

Los resultados aparecen en la Ta-
bla 2.

Como se observa en la Tabla 2,
ambos cdlculos son bastante simila-
res. Por tanto, podemos trabajar si
desea con el primero que, como he-
mos dicho, es més intuitivo que ma-
temético. De esta forma se podria
hablar de “longitud media de fila-
mentos/ml de licor mixto”.

Esta técnica estd implantada en el
Laboratorio de Aguas Residuales de
EMASESA como andlisis de rutina
en el estudio de la calidad de fangos
activos.

3. Conclusiones
La técnica de recuento de bacte-

rias filamentosas quedaria estable-

cido como sigue:

o Agitar suavemente durante 2-3
minutos el licor mixto.

» Secolocauna gota sobre la cdma-
ra de Neubauer y se cuenta el nu-
mero de intersecciones con cada
uno de los lados de los 20 cuadra-
dos pequefios que forman una de
los diagonales del cuadrado cen-
tral. Se realiza el recuento de la
muestra “in vivo”, no prensada ni
tefiida, a 200 aumentos, y con
contraste de fases. Si el recuento
resulta dificultoso por la abun-
dancia de filamentos se diluye la
muestra.

 Si se desea, expresar los resulta-
dos en m/ml mediante alguno de
los célculos mostrados en el
apartado de resultados.

Esta técnica se ha mostrado util
desde el punto de vista de la explota-
cién de la EDAR. De hecho, ha pro-
porcionado informacién rdpida so-
bre el aumento de la abundancia de
filamentos, tras la inoculacién de
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Cantidad de filamentos, expresada como m/ml de licor mezcla segtn el método de célculo 1y 2

Fase 1 Fase 2
Fecha Calculo 1 Calculo 2 Célculo 1 Caélculo2

04/03/99 346 245 — —

08/03/99 353 249 2906 2056
11/03/99 365 258 — —

15/03/99 = e 5679 4016
16/03/99 716 507 5011 3544
17/03/99 509 360 2041 1444
18/03/99 431 305 2520 1782
22/03/99 809 572 3126 2210
23/03/99 1069 756 2999 2121

una de las fases de tratamiento, asi ~ Bibliografia 6. Pipes, W.0. (1978). Microbio-

como de la disminucién de la canti-
dad de filamentos tras un proceso de
cloracién en otra.

Los datos expresados como “lon-
gitud media de filamentos/ml de li-
cor mixto” parecen tener validez
desde el punto de vista matematico,
si bien son algo mds intuitivos.

Con esta técnica, se puede contar
el nimero de intersecciones de los
filamentos libres y aquellos que se
extienden desde el fl6culo, ya sean
rectos, ligeramente curvados, cur-
vados, torcidos, o enrollados. Tam-
bién es posible contar los que estén
en el interior de los fléculos y pue-
dan distinguirse entre la estructura
flocular.

El siguiente paso, seria estable-
cer a partir de qué y hasta qué nime-
ro de intersecciones (6 m/ml) por
mg de SSVLM es recomendable la
cloracién.
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