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1. Introducción
s posible considerar las es-
taciones depuradoras de 
aguas residuales (EDAR) 

con tratamiento biológico como 
un modelo experimental útil de un 
ecosistema artificial en condiciones 
extremas (Madoni y Ghetti, 1981). 
En el ecosistema artificial creado 
en el reactor biológico se puede 
distinguir un biotopo o conjunto de 
características ambientales propias 
de la instalación (oxígeno disuelto, 
grado de homogeneización, carac-
terísticas del agua residual bruta…) 
y una biocenosis o comunidad de 
seres vivos. Dentro de la biocenosis 
cabe diferenciar entre organismos 
descomponedores, entre los que se 
encuentran las bacterias, los hongos 
y los flagelados, y organismos con-
sumidores, entre los que se encuen-
tran ciliados, flagelados, microme-
tazoos y rizópodos (los protozoos 
son el 5% del peso seco del licor 
mezcla según Curds 1973) y entre 
los que se establecen relaciones de 
competencia por el alimento y de-
predación.

Las EDAR enmarcadas den-
tro del campo de la biotecnología 
medioambiental conllevan una 
complejidad intrínseca al proceso 
biológico en el que se basan. Los 
notables avances que el campo de la 
ingeniería ha experimentado dentro 
de la depuración de aguas residua-
les no se han visto acompañados por 
un desarrollo equivalente del cono-
cimiento de la faceta biológica del 
proceso. Muy lentamente se va dan-
do luz a la ‘caja negra’ que el proce-
so biológico suponía en el sistema 
de depuración, pero queda mucho 
por desvelar al respecto y muchas 
las ramas de la biología implicadas 
(ecología, microbiología, biología 
molecular, etc.).

La microfauna sintetiza todos los 
aspectos ambientales y de operación 
que influyen en el tratamiento de las 
aguas residuales por los procesos de 
fangos activados. Las característi-
cas y composición del agua tienen 
un efecto sobre la cantidad y com-
posición de las comunidades mi-
crobianas y éstas, a su vez, influyen 
sobre la composición y abundancia 

E

La composición y estructura de la mi-
crobiota que forma parte del fango acti-
vo, su evolución temporal, así como el 
análisis de las características macros-
cópicas y microscópicas del mismo, 
son una fuente de información de gran 
ayuda en la toma de decisiones para el 
operador de planta. La falta de forma-
ción y acceso a información específica, 
unido a la inexistente estandarización 
de los procesos de análisis, dificultan 
la realización e interpretación de los 
mismos. Mediante una herramienta 
multimedia en soporte DVD, Facsa 
ha desarrollado Biofac, una aplicación 
en la que se documentan e ilustran los 
aspectos más relevantes que permitirán 
al usuario llevar a cabo el análisis del 
fango activo.
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Resumen

Biofac, a microbiological multimedia 
tool to perform the analysis of 
activated sludge
The composition and structure of the 
microbiota that is part of the active 
sludge, its temporal evolution, and the 
analysis of the macroscopic and 
microscopic characteristics of it are a 
source of information of great help in 
making decisions for plant operators. 
Lack of training and access to specific 
information linked to the missing 
standardization of analysis processes 
hinder the implementation and 
interpretation of them. Using a 
multimedia tool in DVD, Facsa has 
developed the Biofac, an application in 
which it is documented and illustrated 
the most relevant aspects that allow the 
user to perform the analysis of activated 
sludge.

Keywords:
Bioindicator, microbiota, microbial po-
pulation, activated sludge, filamentous 
microorganism.
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de las comunidades que de ellas se 
alimentan. 

El análisis microbiológico apor-
ta una gran información al contro-
lador de proceso de una EDAR. La 
información obtenida en el análisis 
microscópico del fango activo no 
puede reemplazar a la obtenida de 
los análisis fisicoquímicos o cálculo 
de parámetros operacionales, sino 
que complementa la aportada por 
éstos. Sin embargo, la información 
obtenida de las observaciones mi-
croscópicas es difícil de interpre-
tar y, en muchas ocasiones, no se 
dispone de la metodología y de la 
formación que permita extraerla. En 
contraposición, con la necesidad e 
inquietud del personal técnico por 
formarse en este campo, encontra-
mos que esta actividad exige un im-
portante esfuerzo autodidacta y que 
la información disponible es escasa, 
muy específica, y en general, tiene 
un nivel científico excesivamente 
alto para los neófitos. 

Los medios materiales en las 
EDAR, especialmente en microsco-
pía, en la mayoría de casos son sólo 
básicos y no se dispone de la tecno-
logía existente en los centros tecno-
lógicos y universidades. El material 
gráfico que documenta la mayoría 
de trabajos en este campo se ale-
ja de la realidad de la observación 
microscópica a pie de planta, incre-
mentando con ello la confusión y el 
desaliento del observador novel.

La optimización del proceso de-
purador no puede prescindir de esta 
información, que a diferencia del 
resto de parámetros operacionales 
analizados permite, con ciertas ga-
rantías, prever la tendencia del sis-
tema y, por tanto, adelantarnos a po-
sibles problemas. Hechos puntuales 
que pueden pasar inadvertidos ini-
cialmente en la calidad del efluen-
te son reflejados por cambios en la 
estructura poblacional de la micro-
fauna. Vertidos tóxicos nocturnos, 
daños en la red de saneamiento (in-
filtración de aguas blancas), avería 
de ciertos equipos, etc., producen 
alteraciones en las condiciones am-
bientales del proceso que pueden 

ser imperceptibles para el operador 
de planta, pero que sí son reflejadas 
en las modificaciones que sufre la 
estructura poblacional del sistema 
(abundancias y biodiversidad), dan-
do la alarma y permitiendo tomar 
las medidas para minimizar el dete-
rioro de la calidad del efluente.

El análisis microscópico del fan-
go activo precisa de personal alta-
mente cualificado, capaz de obtener 
toda la información que la observa-
ción aporta y que, al mismo tiempo, 
sepa integrar ésta con el resto de in-
formación (fisicoquímica, paráme-
tros de proceso, etc.) e interpretar 
su conjunto, dando lugar así a una 
correcta toma de decisiones. 

Cada instalación tiene una diná-
mica poblacional propia, fruto de 
la conjunción de factores bióticos 
y abióticos del sistema. En nin-
guna instalación se conjugan los 
mismos factores, dando lugar por 
tanto a ecosistemas distintos. Por 
ello, comparar las poblaciones entre 
EDAR distintas debe interpretarse 
con cierto escepticismo. El análi-
sis microscópico de una instalación 
y el estudio de la evolución de la 
población y característica macro y 
microscópicas del fango activo re-
velan un gran volumen de informa-
ción de relevante significatividad. 
Existen pautas generales o interpre-
taciones de la evolución de la pobla-
ción microfaunística aplicables a to-
das la instalaciones, pero en el seno 
de cada sistema esta generalización 
tendrá un mayor o menor valor es-
pecífico. El análisis microscópico 

continuado de una instalación es el 
que ponderará el peso específico de 
estas generalizaciones recogidas en 
la bibliografía. 

Debe tenerse presente que el 
máximo partido de la información 
obtenida del análisis microbiológi-
co se obtiene cuando éste no es un 
hecho aislado, sino un proceso ru-
tinario. La integración del análisis 
microbiológico en una dinámica de 
trabajo habitual de control en la ex-
plotación de la instalación y el ma-
nejo de la información aportada en 
la toma de decisiones permite maxi-
mizar las ventajas de este análisis.

2. Objetivos
Al efectuar el análisis microscó-

pico del fango activo, el personal 
técnico se enfrenta a dificultades ta-
les como la falta de formación espe-
cífica (en ocasiones básica en mate-
ria de biología), a la inaccesibilidad 
del material científico específico, a 
material gráfico poco representativo 
(para los medios disponibles en las 
EDAR), a que casi todo el material 
hallado estaba dirigido a personal 
científico o investigador y, por úl-
timo, a que existía un gran desco-
nocimiento de las metodologías de 
análisis e interpretación de los re-
sultados.

El objeto de este trabajo es defi-
nir una herramienta que facilite el 
acceso a la información y forma-
ción específica en materia de análi-
sis y control microbiológico de los 
sistemas de fangos activos, dirigida 
a todo el personal técnico cuya ac-
tividad profesional esté relacionada 
con el mundo de la depuración, para 
que entonces pueda acometer con 
mayor efectividad y seguridad el 
reto de optimizar el funcionamiento 
de la EDAR, tanto en el rendimien-
to de la depuración como el ahorro 
energético.

El primer fruto del estudio en 
materia de bioindicación efectuado 
por Facsa se materializa en el desa-
rrollo de una herramienta de auto-
formación, presentada en un DVD 
interactivo capaz de afrontar y dar 
solución a los problemas más habi-

El análisis  
microscópico  

del fango activo 
precisa de personal 

muy cualificado  
para una correcta 
toma de decisiones



31
2 

/ 
SE

PT
IE

M
BR

E 
/ 

20
09

TECNOLOGIA DEL AGUA

52

A R T Í C U L O S   T É C N I C O S

tuales y que pone las bases para la 
ejecución de un análisis estandari-
zado.

3. Materiales y métodos
El DVD interactivo se ha elabo-

rado a partir de las filmaciones mi-
croscópicas de más de 500 muestras 
en 53 EDAR distintas.

De entre más de 8.000 vídeos y 
12.000 fotografías obtenidas de es-
tas observaciones, el DVD interac-
tivo recoge las más representativas 
y de mayor calidad. Las observa-
ciones se han efectuado con micros-
copios de gama media, empleando 
técnicas de campo claro y contraste 
de fases. El objetivo de emplear este 
equipamiento fue que la calidad del 
mismo fuese similar al material que 
pueden obtener la mayor parte de 
los usuarios del DVD con los me-
dios habitualmente disponibles en 
las EDAR.

La toma, transporte y conserva-
ción de muestras se realizó siguien-
do un metódico protocolo estable-
cido con el fin de garantizar tanto 
la representatividad de las mismas 
como la idónea conservación de es-
tas hasta su procesado.

La identificación de especies de 
protozoos se realizó basándose en 
las siguientes obras de referencia 
general: Foissner et al. (1991, 1992, 
1994), Curds (1969), Curds (1986), 
Corliss (1979). La identificación 
de rotíferos se realizó empleando 
las obras de Donner (1965) y Kos-
te (1978). La identificación de mi-
croorganismos filamentosos se ha 
efectuado de acuerdo al manual de 
Eikelboom revisado y actualizado 

posteriormente por Jenkins, Ri-
chard y Daiger.

4. Contenidos
Las áreas en las que está dividi-

do el DVD son cuatro: análisis del 
fango activo, atlas interactivo de 
microbiota, atlas interactivo de mi-
croorganismos filamentosos y una 
guía interactiva para el cálculo de 
índices bióticos y formularios de 
identificación de microorganismos 
filamentosos. 

El DVD interactivo contiene más 
de 1.000 fotografías y cerca de 900 
vídeos editados digitalmente que 
muestran de forma clara orgánulos 
celulares y características diferen-
ciales de cada uno de los microor-
ganismos descritos. Mediante un 
menú sencillo se accede a diferentes 
áreas de conocimiento relacionadas 
con el control y análisis de los pro-
cesos de fangos activos y la micro-
biota en ellos presente. 

4.1. Análisis del fango 
activo

En este apartado se desarrolla y 
explica pormenorizadamente el pro-
cedimiento a seguir para la toma y 
conservación de muestras, así como 
la metodología para caracterizar 
tanto macroscópica como microscó-
picamente el fango activo. Los aná-
lisis macroscópico y microscópico 
del fango activo aportan informa-
ción de gran valor para un adecuado 
control y optimización del proceso 
de depuración (Figura 1). 

La suma de la información obte-
nida mediante técnicas microscópi-
cas y la obtenida de la observación 
de visu de la muestra tienen un efec-
to sinérgico, siendo fundamental 
abordar ambos aspectos para evitar 
sesgos de información y efectuar 
un correcto diagnóstico. Conside-
raremos variables macroscópicas 
a todas aquellas características del 
proceso que podemos describir sin 
emplear un microscopio. En este 
apartado también se abordan y do-
cumentan alteraciones en el reactor 
biológico y decantador secundario 
que de una manera u otra afectan 

a la calidad de la explotación (ge-
neración de olores, proliferación de 
insectos), e incluso a la calidad del 
agua depurada. Estas ‘patologías’ 
(bulking, foaming, pin point floc, 
etc.) pueden tener su origen en múl-
tiples causas. Aquí se describen las 
principales alteraciones que pueden 
observarse, cómo identificarlas co-
rrectamente, cuáles son las princi-
pales causas que las originan y al-
gunas medidas correctoras. 

La información obtenida de la 
observación macroscópica del fan-
go activo debe completarse con la 
obtenida de la información micros-
cópica del mismo. Son muchas las 
variables microscópicas a anali-
zar (Eikelboom et al.,1981; GBS, 
2005), por lo que en este apartado 
se desglosan pormenorizadamente 
los detalles a observar y valorar a 
fin de obtener un análisis del fango 
activo completo. Las característi-
cas cualitativas y cuantitativas que 
definen el análisis microscópico 
del fango activo se dividen en tres 
grandes grupos: caracterización es-
tructural del flóculo, análisis cuali-
tativo/ cuantitativo de la microfauna 
y análisis cualitativo/cuantitativo de 
microorganismos filamentosos. En 
este apartado se describen e ilustran 
pormenorizadamente las técnicas 
habitualmente empleadas. Por últi-
mo, también se documentan e ilus-
tran las partes y el funcionamiento 
de un microscopio óptico con con-
traste de fases.

4.2. Atlas de microfauna
En este apartado se documen-

ta gráficamente la microfauna que 
habitualmente se encuentra en los 
sistemas de fangos activos. El ma-
terial gráfico se ha obtenido con 
medios existentes habitualmente en 
una EDAR, huyendo de sistemas de 
microscopía limitados a centros de 
investigación y de técnicas en las 
que la inversión en tiempo no se ve 
compensada con el valor de la in-
formación obtenida para un análisis 
rutinario del fango activo. La inte-
ractividad de este apartado facilita-
rá al usuario el reconocimiento de 

Figura 1. Pantalla con vídeo ilustrativo.
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estructuras características de cada 
individuo y, por tanto, la correcta 
identificación de éstos (Figura 2).

En este apartado, mediante abun-
dante material gráfico, también se 
definen e ilustran los principales 
orgánulos y estructuras, tanto de 
protozoos como de micrometazoos, 
que ayudarán al observador en la 
identificación de la microbiota. En 
ocasiones, el contraste que el mate-
rial biológico ofrece es insuficiente 
para apreciar ciertos detalles de los 
microorganismos, por lo que se han 
desarrollado técnicas que permiten 
teñir de forma diferencial determi-
nadas estructuras de éstos.

Así, se pueden distinguir entre 
tinciones vitales y tinciones sobre 
muestra fijadas. La tinciones vita-
les permiten teñir ciertas estructu-
ras del microorganismo in vivo (se 
observa al microorganismo vivo). 
Las tinciones sobre muestras fijadas 
destacan estructuras del organismo 
muerto. Mediante vídeos se ilustra 
el protocolo de ejecución las princi-
pales técnicas. La capacidad bioin-
dicadora de algunas de las especies 
presentes en el licor mezcla hacen 
necesario identificarlos correcta-
mente para obtener un diagnóstico 
fiable y representativo del estado 
y de la tendencia del proceso. La 
identificación de la microfauna es 
una de las tareas más complicadas 
en el proceso de análisis del fango 
activo. Exige del observador un 
elevado grado de formación y expe-
riencia. 

4.3. Atlas 
de microorganismos 
filamentosos

Los microorganismos filamen-
tosos juegan un papel fundamental 
en el complejo ecosistema existente 
en el reactor biológico. El flóculo, 
unidad estructural y funcional del 
fango activo, precisa de la concen-
tración adecuada de microorganis-
mos filamentosos para incrementar 
su tamaño y adquirir la correcta re-
sistencia a los esfuerzos mecánicos 
inherentes a la agitación y oxigena-
ción del reactor.

Un exceso o defecto de concen-
tración de microorganismos fila-
mentosos conlleva problemas ope-
racionales que afectan directamente 
al correcto funcionamiento del pro-
ceso de separación sólido/líquido de 
la EDAR. La identificación de bac-
terias filamentosas es fundamental 

para el adecuado control de su po-
blación. Actualmente, se conocen 
las condiciones ambientales que son 
óptimas para el desarrollo de uno u 
otro organismo filamentosos. Cono-
ciendo qué se desarrolla con mayor 
facilidad en nuestro reactor, sabre-
mos qué condiciones ambientales se 
dan en él y, por tanto, qué modificar 
para controlar su proliferación.

El aislamiento e identificación 
de bacterias filamentosas por mé-
todos clásicos (pruebas fenotípicas, 
quimiotaxonómicas y genéticas) es 
inviable con los medios disponibles 
en las EDAR. Las técnicas molecu-
lares de clasificación permiten efec-
tuar identificaciones más precisa 
con una metodología relativamente 
menos compleja, si bien, la accesi-
bilidad a los medios materiales ne-
cesarios para su ejecución no es ni 
técnica ni económicamente viable 
en la actualidad para los operadores 
de EDAR.

Eikelboom desarrolló en 1975 
una nomenclatura para organismos 
filamentosos basada en la observa-
ción microscópica de éstos. A partir 
de características morfológicas y 
reacción a tinciones diferenciales, 
describió varios tipos de filamentos 
cuya frecuencia de aparición en el 
fango activo era notable. Esta no-
menclatura fue revisada y actualiza-
da posteriormente por Jenkins, Ri-
chard y Daiger, siendo sus manuales 
una referencia actual en el campo 
de la identificación de filamentos en 
EDAR a nivel mundial.

Figura 2. Algunas pantallas 
de la sección de microfauna: 
textos emergentes con 
comentarios en cada ficha 
de protozoos acerca de la 
ecología y taxonomía de los 
mismos (izquierda) y galería 
de fotografías comentadas 
(derecha).

El atlas de esta  
herramienta detalla  
las características 

morfológicas  
y la reacción  
a tinciones  

diferenciales que  
definen cada  

microorganismo 
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En este apartado se detallan las 
características morfológicas y la 
reacción a tinciones diferenciales 
que definen cada uno de los tipos 
descritos, qué valor bioindicador 
puede asociárseles (determinado a 
partir de su fisiología), así como las 
alteraciones que pueden llegar a ge-
nerar en el fango activo. En una ex-
tensa galería fotográfica se recogen 
detalles de cada uno de estos mi-
croorganismos observados, tanto en 
fresco como tras realizar diversas 
tinciones. También se recoge, con 
abundante material multimedia, los 
protocolos de tinción más habitua-
les en el proceso de identificación 
de microorganismos filamentosos 
(Figura 3).

4.4. Ayudas: formularios 
interactivos

En este apartado se recogen di-
versos formularios y herramientas 
interactivas que ayudarán al usua-
rio en la realización del análisis del 
fango activo. Se encontrarán formu-
larios interactivos que permitan, de 
forma sencilla e intuitiva, calcular 
el Índice Biótico del Fango y el 
Índice de Shannon-Weaver. El pri-
mero fue desarrollado por Madoni 
en 1994. Se trata de un índice nu-
mérico obtenido a partir de las co-
rrelaciones entre las principales va-
riables de proceso y las poblaciones 
de protozoos halladas. El segundo, 
desarrollado en 1947, mide la biodi-
versidad del ecosistema. La unidad 
de medida empleada es la unidad 

de información, el bit. Dicho índice 
mide la complejidad del sistema y 
de las relaciones tróficas que en él 
se establecen. Dicha información 
permite valorar la resistencia del 
sistema a cambios ambientales.

En este apartado también se 
encuentra un buscador de micro-
organismos filamentosos, a partir 
de ciertas características listadas. 
Cuantas más características se de-
finan, más acotaremos la lista de 
posibles microorganismos. Por úl-
timo, en este apartado se encuentra 
un test interactivo de autoevalua-

ción que permitirá valorar el grado 
de conocimiento que en materia de 
clasificación de microorganismos 
filamentosos y microbiota tenemos.

5. Conclusiones
El principal problema ante el 

que nos enfrentamos al efectuar un 
análisis estadístico de las relaciones 

entre parámetros fisicoquímicos, 
variables de proceso y variables mi-
crobiológicas es la gran variabilidad 
asociada a la falta de estandariza-
ción en los datos microbiológicos.
La reducción del error asociado al 
empleo de distintas técnicas y pro-
tocolos de toma, transporte y con-
servación de muestras, así como 
los debidos al análisis cuantitativo 
y cualitativo de la microbiota y mi-
croorganismos filamentosos, es fun-
damental para la obtención de datos 
comparables entre sí y, por tanto, 
para efectuar un análisis estadístico 
riguroso. 

El presente trabajo da solución 
a este problema al reunir abundan-
te bibliografía en materia de bioin-
dicación con el fin de aproximar y 
estandarizar el análisis microbio-
lógico del fango activo entre los 
operadores de EDAR de fangos 
activos. Las nuevas tecnologías nos 
permiten documentar con medios 
multimedia, protocolos y técni-
cas descritas en dicha bibliografía, 
aproximando al usuario el mundo 
de la microbiología de los procesos 
de depuración biológica de una for-
ma accesible e intuitiva.

El desarrollo de la presente he-
rramienta de autoformación ha per-
mitido estandarizar entre el personal 
técnico de Facsa los procedimientos 
a seguir para efectuar dichos análi-
sis.Dicha mejora ha posibilitado la 
ejecución de estudios y proyectos 
de investigación y desarrollo en ma-
teria de bioindicación con tamaños 

Figura 3. Algunas 
pantallas de la sección 

de microorganismos 
filamentosos: galería 

de vídeos con los 
procedimientos de tinción de 

microorganismos filamentosos 
(izquierda) y galería de fotos 

de cada microorganismo 
filamentosos (derecha).

Los formularios  
interactivos  

permiten calcular, 
de forma intuitiva, 

el Índice Biótico del 
Fango y el Índice de 

Shannon-Weaver
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muestrales mayores, sin que ello suponga un incre-
mento del error asociado a la metodología de trabajo 
particular de cada participante.
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