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Crecimiento de poblacién urbana

}

Gran cantidad de desechos solidos

INTRODUCCION

Eliminados y desechados diariamente en vertederos y
rellenos sanitarios

e Mundialmente : 2010
millones de toneladas

e Nivel Nacional : 12 613
toneladas

e Ciudad de Quito: 150 000
toneladas aproximadamente

Lixiviados
e Composicion bastante compleja.
e Materia organica e inorganica de todo tipo
e Efluentes acuosos que se originan por la filtracion
de agua lluvia y varios procesos de reacciones
bioquimicas
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Bioaumentacion

l

INTRODUCCION

Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR)

Reduccion o

parcial o total

contaminantes

cuerpos de agua.

eliminacion
de los
de los

Uso de microorganismos para
la eliminacion de materia
organica biodegradable

Y

Microorganismos:
e Aerobios
e Anaerobios
e Facultativos

(Goémez, 2010).

(Munoz, 2005)

(BossTech, 2021)

—

Remocion puede ser:
e Fisica
e Quimica
e Bioldgica

Reactor MBBR
!

Proceso bioldgico y aerobio
que permite una alta
remocion de contaminantes
Combina tecnologias de
lodos activados y biopelicula
Reactor con apertura superior
Segun el volumen, 50 a 70%
de chips plasticos (carrier)
Carrier ayuda a generar
biopelicula
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OBJETIVOS

Objetivo general del Proyecto

Aislar, caracterizar e identificar al menos una especie microbiana facultativa que pueda
degradar materia organica presente en los tratamientos biolégicos de una planta de
tratamiento de agua residual (PTAR), ubicada en Quito, provincia de Pichincha.

Objetivos Especificos

e l|dentificar los tipos de tratamientos bioldgicos existentes en una PTAR mediante
una investigacién bibliografica para conocer su funcionamiento.

e Realizar tomas de muestras de agua residual cruda de la planta de tratamiento a
escala siguiendo un plan de muestreo, para el aislamiento e identificacién de al
menos un microorganismo facultativo existente.

e Caracterizar al menos un microorganismo encontrado en los diferentes medios con
la ayuda de pruebas bioquimicas y moleculares, para establecer su funcionalidad
en la biodegradacion de contaminantes en residuos liquidos

e Establecer la tasa de biodegradacion de los microorganismos identificados,
mediante la comparacion de valores iniciales y finales de los parametros de cargas

organicas para conocer su eficiencia degradadora. g
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HIPOTESIS

Existe al menos un microorganismo facultativo degradador
de materia organica presente en una planta de tratamiento

de agua residual.
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Obtencion de
muestras

Ensayo de
Remocion

MATERIALES Y METODOS
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MATERIALES Y METODOS

Toma de Muestras

Escalamiento a nivel
laboratorio de reactores para
acondicionamiento de
muestras.
N
N
o
e Reactor
Anoxico

—

Reactor
Aerobio

1.

Aislamiento de
Microorganismos

Siembra por extension.

Caracterizacién Bioquimica

1.  Tincion: Tincion Gram

Ay

1. Pruebas Reactivas

* Catalasa

* Ureasa

* Amilasa

* Oxidasa




MATERIALES Y METODOS

Identificacion Molecular
1. Extraccion de DNA

2.

3. Secuenciacion de Alto
Rendimiento

Ensayo de remocion

Cultivos Puros

\"“‘?
Caldos para s P
inoculacion d. —F : :

Control de
parametros

*OD
* Turbidez
* Conductividad

*TDS




MATERIALES Y METODOS

Montaje de Reactores MBBR Determinacién de Remocién de DQO

Reactores Lixiviado 1 Reactores Lixiviado 2

Cae (Facarepd

.

@ Q ;./ fi—.'g; lal Determinacion
= o o roc 1 s de parametros
A Foigtan e}

Ambientales

Descripcidn de los ensayos Lectura de viales
de DQO
Ensayo Tratamiento Composicion
Ensayo1 | ReactorA Agua cruda + sorbetes + aireacion
P12 Reactor B Agua cruda + sorbetes + tratamiento tradicional + aireacion
Reactor C Agua cruda + sorbetes + caldos microbianos + aireacion . .,
P B 4 A o Determinacion de
nsayo eactor gua cruda + sorbetes + aireacion riM di . Az
. isminucién de
P9 Reactor E Agua cruda + sorbetes + tratamiento tradicional + aireacion 1 / Z ~F
i B carga organica
Reactor F Agua cruda + sorbetes + caldos microbianos + aireacion . ' (DQO) mediante
et

curva de
calibracion




RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DE COLONIAS AISLADAS

COLONIAS AEROBIAS COLONIAS ANOXICAS

Color: Blanquecino

Forma: Redonda -Irregular
Tamano: Pequeio - Mediano
Textura: Cremosas

e siceo . — Caracteristicas morfologicas de las colonias andxicas aisladas.
Caracteristicas morfolégicas de las colonias aerobias aisladas.

Muestra Codigo Color Forma Macroscopica Tamaiio Textura Muestra Codigo Color Forma Macroscépica Tamadio Textura
E1AN10-5(1) 08AN Blanca Redonda Mediana Cremosa
E1AE10-2(1) 01AE Blanca Redonda Pequefia Cremosa
E1AN10-5(2) 09AN Blanca Irregular Mediana Cremosa
E2AE10-2(2)  O2AE Blanca Irregular Mediana Cremosa
E1AN10-5(3) 10AN Blanca Irregular Pequefia Cremosa
2E1AE10-1(1)  03AE Blanca Redonda Pequefia Cremosa A
E1AE10-5(4) 11AN Blanca Redonda Mediana Cremosa
Blanca = Cremosa
2E1AE10-2(2)  O04AE Iregul P
tl MEae easle E2AN05(1)  12AN Blanca Iregular Mediana Cremosa
Blanca = Cremosa
FEIAEIOAN,  OofE Redonda Fequefia E2AN10-5(2)  13AN Blanca Redonda Pequefia Cremosa
2E2AE101(2)  OGAE Boes Imegular Mediana Gremesa 2E2ANA0-5(1)  14AN Blanca Redonda Mediana Cremosa
3E2AE10-2(2)  O7AE Blanca Imegular Mediana Cremosa . S
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RESULTADOS Y DISCUSION

PRUEBAS BIOQUIMICAS

TINCION GRAM

Muestra Cadigo Tincion Gram Forma
01AE Gram Positiva Cocos
02AE Gram Negstiva Cocos
03AE Gram Positiva ‘Cocobacilos

AERORN 04AE Gram Negativa Bacilos
05AE Gram Negativa ‘Cocos
0GAE Gram Positiva Bacilos
)TAE Gram Positiva. ~ Cocobacilos
08AN Gram Positiva Cocos
09AN Gram Negativa Bacilos
Formas Identlflcadas' 10AN Gram Positiva Bacilos y Cocobacilos
Cocos, Bacilos, Cocobacilos ANOXICA . :
11AN Gram Negativa Bacilos
= - 12AN Gram Negativa Bacilos
Tipos de Bacterias:
: 13AN Gram Negativa Bacilos
e Gram Negativas - rosadas (A) ”
14AN Gram Negativa Bacilos

e Gram Positivas - moradas (B)

Resumen de resultados morfoldgicos y colonmétricos de Is Tincion Gram
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RESULTADOS Y DISCUSION

PRUEBAS BIOQUIMICAS

MEDIOS SELECTIVOS
Agar MacConkey Agar EMB

Resumen de resultados de los agares selectivos aplicados a las colonias aerobias y anoxicas.

Agar MacConkey Agar EMB
Muestra Codigo i ~
Crecimiento Coloracion Crecimiento Coloracion
01AE - SC - sC
02AE + Rosada + Morado
03AE + Rosada - sC
AEROBIA Q04AE - SC + Morado
05AE + Blanguecino + Incolora
0BAE + Rosada + Morado
OTAE - SC - sC
08AN - SC + sC
0BAN - SC - sC
10AN - SC + Morado
Crecimiento: i T - o - <z Crecimiento:
Existe crecimiento: + T - — < e Existe crecimiento: +
Ausencia crecimiento: = 13AN ¥ Rosads ¥ Morado Ausencia crecimiento: =
Color colonias: T4AN ¥ Rosada ¥ Morado Color colonias:
Rosadas y Blanquecinas Moradas e Incoloras

;:I-'C

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
edunoon INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




Resumen de resultados de las cuatro pruebas reactivas aplicadas a las colonias aerobias y

PRUEBAS REACTIVAS

RESULTADOS Y DIS

PRUEBAS BIOQUIMICAS

CATALASA

+ Burbujeo
- Sin reaccioén

AMILASA

+ Transparente
- Marrén

UREASA

anoxicas.

Muestra Codigo Ureasa Catalasa Amilasa Oxidasa
01AE - + + -
02AE - - 2 =
03AE - - + +

AEROBIA 04AE - - - -
05AE - + + -
0BAE - + + z
07AE - + + -
08AN - Z -
09AN - + 2 =
10AN - + - +

ANOXICA 11AN + + + -
12AN + - = z
13AN + 2 s +
14AN + - 2 =

+ Rojo
- Anaranjado

OXIDASA

- Blanquecino

+ Morado intenso

HESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




RESULTADOS Y DISCUSION

CARACTERISTICAS GENOTIPICAS DE COLONIAS AISLADAS

EXTRACCION DE DNA

CUANTIFICACION DNA

Muestras aerobias
04AE, 05AE, 06AE y 07AE Protocolo de CTAB
Muestras anoxicas

09AN, 10AN, 13AN Y 14AN

Nanodrop Muestras que cumplen con ratios y

SECUENCIACION DNA

Bacterias Facultativas
Caracter Remediador
Formadoras de
Biopelicula

Y

cantidad de DNA requerido
e aerobias 05AE
e aerobia 06AE
e anoxica 14AN

Identificacién taxonémica bacteriana por secuenciacion de alto rendimiento, llumina.

2
Muestra Microorganismo Identificado % Reads Totales ReSUItadOS
congruentes con

Pseudomonas fluorescens 65.84% . oo

05AE pruebas bioquimicas
Brevudimonas diminuta 29.82%
Bacillus licheniformis 54.92%

06AE " Bacillus sonorensis 37.60% Bacterias con 3
Bacillus idriensis 6.54% a p| | ca b | | |d ad
Bacillus licheniformis 83.04% Biotecnolodgica

14AN
Bacillus sonorensis 15.94%
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RESULTADOS Y DISCUSION

Propiedsdes organolépticas de los fratamientos de lixiviados.

ENSAYOS DE REMOCION DE MATERIA ORGANICA

Muestra Tratamiento Tiempo (dias) Color Olor
t0 Negro Desagradable
Caldo de Mu|t|p||CaC|o'n t3 Café oscuro Desagradsble
. Reactor A
[ ) Aerobio 231 NTU t5 Café oscuro Desagradsble
(77 mg/L) t7 Cafe Disminucion de olor
® Anoxico 370 NTU t0 Negro Desagradable
(1 24 mg/L) Lixiviado 1 t3 Café oscuro Desagradable
Reactor B
(P1-2) t5 Café oscuro Desagradzble
t7 Cafe Disminucion de olor
Muestra Lixiviado 1 Muestra Lixiviado 2
(P 1-2) (p9) t0 MNegro Desagradzble
Tiempo: dia 0 (inicial) _ Tiempo: dia 0 (inicial) M t3 Café Desagradsble
_ . Reactor C
- = ' t5 Café Disminucién de olor
7 ) S . . », D E F
A B C t7 Café claro Disminucion de olor
to MNegro Desagradable
t3 Café oscuro Desagradable
Reactor D
t5 Café oscuro Desagradable
t7 café Disminucion de olor
to MNegro Desagradable
D E F
Lixiviado 2 t3 Café oscuro Desagradable
Reactor E
(P9) t5 Café oscuro Desagradable
t7 Cafe Disminucion de olor
to MNegro Desagradable
t3 Cafe Desagradable
Reactor F
t5 Cafe Disminucion de olor

t7 Café claro Disminucion de olor



DQO

RESULTADOS Y DISCUSION

PARAMETROS AMBIENTALES

Muestra Tratamiento Tiempo (dias) % Remocion DQO
0 —
3 9.55 %
Reactor A
5 13.48 %
7 198.65 %
0 -
Lixiviado 1 3 7.30%
Reactor B
(P1-2) 5 11.23 %
7 2077 %
0 -
3 10.67 %
Reactor C
5 18.52 %
7 21.90 %
0 —
3 266 %
Reactor D
5 425%
7 8.32 %
0 =
Lixiviado 2 3 1754 %
Reactor E
(P9) 5 2339%
7 42.00 %
0 =
3 2448 %
Reactor F
5 3402 %
7 4488 %

1. (Canut A. et al.,2016)

2. (Dupla et al.(2006);( Rusten et al. 2006);(Plattes et al.,2007)

% Remocion Lixiviado 1: 21.90% OTROS:
% Remocion Lixiviado 2; 44.66%

Conductividad
pH

1 Reactor Tipo MBBR

oD
Turbidez
TDS

Gréficas de tendencia porcentual de remocién de DQO en los diferentes ensayos.

1A

2A

REACTORES ENSAYO P1-2

%Remocion

Tiempo (dlas)

Dao

REACTORES ENSAYO P9

9%Remocion

/

Tiempo (dias)

Dao

/~

H

2A REACTORES ENSAYO P1-2
%Remocién DQO

2B REACTORES ENSAYO P9
%Remocion DQO

T

Tiempo (diss)
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RESULTADOS Y DISCUSION

ANALISIS ESTADISTICO: DISMINUCION DE DQO

Test de Duncan

Anélisis estadistico con Test de Duncan aplicado al tipo de lixiviado.

No existe diferencia significativa entre
lixiviados 1y 2, por ello reactores se

>

Lixiviado Medias n E.E.
Lixiviado 1 3958.75 12 87.29 A
Lixiviado 2 3921.25 12 87.29 A

Media de DQO segun el tratamiento aplicado

4402.881
C

4215.364
o
2
£
= 4027.834
(&)
(]

B
3840.301
IA
3652.78
R. BioaumentaR. JradicionalR. Aireado

Tratamiento

toman solo por tratamientos

e R. Tradicional y el R. Bioaumentacion, ( A) son los
mejores tratamientos para remediacion

e Mejor tratamiento entre ambos es el R. Bioaumentacion
con la media menor de DQO de entre los 3 tratamientos

Analisis estadistico con Test de Duncan aplicado al tipo de tratamiento en los reactores.

Tratamiento Medias n E.E.
R. Bioaumentacion 3686.88 8 106.91 A
R. Tradicional 3871.25 8 106.91 A
R. Aireado 4261.88 8 106.91 B

Menor cantidad de M.O. después de 7 dias de tratamiento
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CONCLUSIONES

Dentro de una PTAR existen tratamientos biolégicos aerobios, anaerobios y andxicos, los
mismos que gracias a su funcionalidad y aplicacion adecuada ayudan a disminuir las
cargas organicas contaminantes presentes en las aguas residuales.

Los lixiviados iniciales no fueron sometidos a ningun tratamiento previo, por ello se escald
a nivel de laboratorio biorreactores para ambientar las muestras aerobia y anodxica para el
posterior aislamiento de microorganismos nativos del lixiviado, esperando encontrar
bacterias con propiedades facultativas.

La aplicacion de pruebas bioquimicas (tincién, pruebas reactivas y medios selectivos)
permitieron determinar caracteristicas fenotipicas de los microorganismos, sin embargo,
para una identificacion en género y especie, fue necesaria una identificacion genotipica,
mediante la tecnologia llumina, con esto se pudo determinar la presencia de Bacillus
sonorensis y Bacillus licheniformis en las muestras analizadas, mismas que caracter
remediador y son bacterias facultativas.
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CONCLUSIONES

La Bioaumentacion es una de las alternativas ambientales mas usadas para
bioremediacion, ya que es eficiente y de bajo costo. Uno de los sistemas de mayor
utiidad es el sistema MBBR, que permite una alta subsistencia a los
microorganismos mediante la formacion de biopelicula, y al ser un proceso aerobio,
genera una degradacion mas eficiente de los compuestos organicos contaminantes
presentes en las aguas residuales.

Después de 7 dias de ensayo, el tratamiento con sistema MBBR y bioaumentacion
de microorganismos nativos de las 2 muestras de lixiviados, determind que la tasa de
degradacion de DQO para el lixiviado 1 (P1-2) fue del 21.90%, mientras que para el
lixiviado 2 (P9) fue del 44.66%. Esta diferencia porcentual puede deberse a que los
microorganismos fueron aislados de la muestra directa e inicial del lixiviado 2, y al ser
aplicados en el mismo generaron mayor porcentaje de degradacion en comparacion
al lixiviado 1. Sin embargo, se logré una tasa de biodegradacion positiva en ambos
biorreactores.
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RECOMENDACIONES

Mantener un tiempo mas prolongado de tratamiento en un sistema MBBR para
lograr la formacion completa de una biopelicula que permita la degradacion de los
contaminantes organicos, para poder llegar al porcentaje de disminucién de DQO
maximo.

Probar la combinacion de tratamientos tradicionales con bioaumentacion para
generar mayor biodegradacion en menor tiempo.

Analizar todos los parametros ambientales aplicados a un lixiviado que permitan
determinar el nivel de degradacion que se genera y la eficiencia total del
tratamiento.

Realizar aislamientos de microorganismos y ensayos de degradacion de diferentes
lixiviados para probar que la disminucion de DQO sea mayor si las bacterias
usadas en la bioaumentacion son nativas de cada lixiviado.

Realizar muestreos compuestos para genera una base de datos mas robusta y

obtener un modelo estadistico mucho mas preciso
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