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Resumen

Los lixiviados provenientes de rellenos sanitarios son un problema latente a nivel mundial. En el
Ecuador, cada dia aumenta la produccién y acumulacién de basura, saturando los rellenos
sanitarios y generando lixiviados indiscriminadamente, mismos que en su mayoria no son
tratados por su alto contenido de contaminantes. El presente trabajo aborda esta problematica
para generar una alternativa viable y biotecnoldégica mediante el uso de biorreactores y
bioaumentacion para disminuir la carga organica presente en este tipo de agua residual. Para
ello, los microorganismos nativos del lixiviado fueron aislados, y caracterizados de manera
bioquimica mediante pruebas reactivas, tincion y medios selectivos logrando una identificacién
parcial fenotipica. No obstante, mediante pruebas genotipicas por la tecnologia llumina, se logré
determinar la presencia de 2 especies bacterianas: Bacillus sonorensis y Bacillus licheniformis,
mismas que son facultativas y con caracteristicas degradadoras de materia organica. Para probar
su eficiencia en el tratamiento de los lixiviados, se montaron reactores de modelo MBBR, mismos
que fueron sometidos a 3 tratamientos diferentes con 2 tipos de lixiviados de distintas piscinas:
Solamente Aireacion, Tratamiento Tradicional (Quimico) y Bioaumentacion. Durante 7 dias se
realizaron controles y monitoreos de parametros ambientales como pH, conductividad, TDS,
turbidez, OD y DQO, siendo este ultimo el que determiné la eficiencia de los tratamientos. El uso
del reactor MBBR juntamente con la bioaumentacién, generd la mayor eficiencia de remocion de
DQO, dando como resultado una disminucién del 21.90% para el lixiviado 1 y un 44.66% para el
lixiviado 2. De manera estadistica se sustenté que los resultados obtenidos en la experimentacion
son correctos y el mejor tratamiento para remediar lixiviados es el uso de microorganismos

nativos juntamente con el sistema MBBR.

Palabras Clave: lixiviado, bioaumentacion, reactores, remocion de DQO, sistema MBBR.
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Abstract

Leachate from landfills is a latent problem worldwide. In Ecuador, the production and
accumulation of garbage increases every day, saturating landfills and generating leachate
indiscriminately, most of which are not treated due to their high content of contaminants. The
present work addresses this problem to generate a viable and biotechnological alternative using
bioreactors and bioaugmentation to reduce the organic load present in this type of wastewater.
To this end, the native microorganisms from the leachate were isolated and characterized
biochemically using reactive tests, staining and selective media, achieving a partial phenotypic
identification. However, through genotypic tests using lllumina technology, it was possible to
determine the presence of 2 bacterial species: Bacillus sonorensis and Bacillus licheniformis,
which are facultative and have organic matter-degrading characteristics. To test their efficiency in
leachate treatment, MBBR model reactors were set up, which were subjected to 3 different
treatments with 2 types of leachates from different pools: Aeration Only, Traditional Treatment
(Chemical) and Bioaugmentation. For 7 days, controls and monitoring of environmental
parameters such as pH, conductivity, TDS, turbidity, DO and COD were carried out, the latter
being the one that quantifies the efficiency of the treatments. The use of the MBBR reactor
together with bioaugmentation generated the highest COD removal efficiency, resulting in a
decrease of 21.90% for leachate 1 and 44.66% for leachate 2. Statistically, it was supported that
the results obtained in the experimentation is correct and the best treatment to remediate leachate

is the use of native microorganisms together with the MBBR system.

Key Words: leachate, bioaugmentation, reactors, COD removal, MBBR system.
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Capitulo I: Introduccién

Planteamiento del problema

El constante y acelerado crecimiento de la poblacién urbana, genera una gran cantidad
de desechos solidos, que a pesar de medidas como el reciclaje que tratan de disminuir su
impacto, estos siguen siendo eliminados y desechados diariamente en vertederos y rellenos
sanitarios (Orozco, 2018). El 90% de desechos sdlidos a nivel mundial no se gestionan de
manera correcta, esto quiere decir que, sin gestion, dichos desechos, sean vertidos o
quemados, son perjudiciales para la salud humana, el ambiente, el cambio climatico, ademas

de ser un problema de desarrollo econémico (Banco Mundial, 2018).

Alrededor de todo el mundo, se generan aproximadamente 2010 millones de toneladas
de desechos s6lidos municipales al afio, y el crecimiento poblacional y urbanizacion, disparara
este indice de produccion de desechos en un 70% para los siguientes 30 afos si no se acogen
medidas urgentes con respecto a la gestion y disposicion final de los desechos sélidos (Banco

Mundial, 2018).

La inapropiada gestion de este tipo de residuos urbanos provenientes de hogares e
industrias, representan un riesgo latente y es una de las causas principales que generan
fuentes de contaminacion tanto de suelos como de cuerpos de agua (Zafra-Mejia, C. &

Romero-Torres D.,2019).

La disposicion de los residuos solidos generalmente se realiza en los rellenos sanitarios,
los mismos que al acumular y descomponer en si materia de todo tipo, desde organica a
inorganica, originan lixiviados, los mismos que se catalogan como efluentes acuosos que se
originan por la filtracién de agua lluvia y varios procesos de reacciones bioquimicas que
suceden durante este ciclo. Dichos lixiviados, poseen una composicién bastante compleja,

debido a su humedad, misma que sobrepasa la capacidad del terreno donde se ubica el relleno
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sanitario, y esto da paso a infiltraciones hacia el suelo y aguas subterraneas, creando asi un
ciclo interminable de contaminacion ambiental debido a su alto contenido de contaminantes

(Ocampo, M. et al.,2017).

Los desechos sélidos a nivel nacional son producidos diariamente en cantidades
descomunales, es asi como 12 613 toneladas de basura ahondan en el pais (Cando, 2021). De
la misma manera, las aguas residuales producidas en Ecuador son tratadas en un 12%,
mientras que el restante 88% son descargadas directamente a rios o quebradas sin previo

tratamiento siendo una fuente inminente de contaminacion (Torske, 2019).

En la ciudad de Quito, para el afio 2020, aproximadamente 150 000 toneladas de
desechos y aguas residuales saturaron al maximo los rellenos sanitarios, siendo esta la causa
principal de la contaminacion de suelos, rios y aguas subterraneas aledafas al lugar,
promoviendo asi la dispersion de enfermedades humanas y causando danos irreversibles para

el ambiente (La Hora, 2021).

Justificacion del Problema

La implementacion de una Planta de Tratamiento de Aguas Residuales busca la
reduccion o eliminacién parcial o total de los contaminantes que se encuentras dispersos en los
cuerpos de agua producto de procesos que generan contaminacion, esta remocién puede ser
de manera fisica, quimica o biolégica (Gémez, 2010).

La finalidad de realizar un tratamiento a las aguas residuales es degradar la materia
organica e inorganica presente en el agua, dependiendo de su origen y sus caracteristicas para
lograr una mayor eficiencia en el proceso, dando como resultado un agua que pueda cumplir
con los valores permisibles, ya sea para algun tipo de uso o para ser descargados al cause

directamente sin ser contaminantes, para ello la depuracion de las aguas residuales requieren
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procesos fisicos, quimicos, biolégicos o una combinacién de ellos para lograr su cometido
(Spiro, 2004).

Una de las alternativas de remediacion de aguas residuales, es la bioaumentacion, que
es el uso de microorganismos para la eliminacién de materia organica biodegradable, haciendo
gue estos sinteticen, degraden y eliminen los desechos que estan causando contaminacion en
el agua. Generalmente, quienes realizan este trabajo son los microorganismos primarios
(bacterias aerobias, anaerobias y facultativas) que son capaces de metabolizar este tipo de
desechos (Mufioz, 2005).

Las técnicas de remediacion biol6gica, sumadas a la implementacion de una PTAR, son
una herramienta fundamental para disminuir la presencia de contaminantes en las aguas
residuales, ya que el trabajo conjunto de estas garantiza que el agua tratada cumpla con las
normativas vigentes, dejando de ser un foco de contaminacion ambiental y de proliferacion de
enfermedades antropogénicas (Metcalf & Eddy,1996).

Por ello, la presente investigacion pretende identificar microorganismos que sean
capaces de ser utilizados para la remediacion biol6gica de lixiviados mediante la
bioaumentacion, teniendo asi una alternativa biolégica a los tratamientos comerciales para

tratar este tipo de aguas residuales.

Hipotesis

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

una planta de tratamiento de agua residual.
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Objetivos
Objetivo General

o Aislar, caracterizar e identificar al menos una especie microbiana facultativa que pueda
degradar materia organica presente en los tratamientos bioldgicos de una planta de

tratamiento de agua residual (PTAR), ubicada en Quito, provincia de Pichincha.

Objetivos Especificos

o Identificar los tipos de tratamientos biol6gicos existentes en una PTAR mediante una
investigacion bibliografica para conocer su funcionamiento.

o Realizar tomas de muestras de agua residual cruda de la planta de tratamiento a escala
siguiendo un plan de muestreo, para el aislamiento e identificacion 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
biodegradacién de contaminantes en residuos liquidos.

o 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.
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Capitulo II: Marco Teérico

Aguas Residuales

Las aguas residuales son aquellos liquidos que han sido generados por fuentes y
actividades antropomoérficas y/o naturales originarias de diferentes efluentes y que son
recogidas en conjunto en una red de alcantarillado o son liberadas al cauce natural (Mujeriego,
1990). La composicion de estas aguas residuales es clave, pues debido a ello pueden resultar
altamente contaminantes para el medio ambiente y para los habitantes aledafios de los lugares
de depuracion de las aguas. Dentro de los contaminantes que pueden poseer los distintos tipos
de aguas residuales segun su origen tenemos la presencia de materia en suspension,
compuestos inorganicos y organicos, microorganismos patdégenos y no patégenos, entre otros

(Dewisme, 1997; Matia, et al., 1999).

Caracterizacion de las Aguas Residuales

Para caracterizar las aguas residuales, es necesario evaluar algunos parametros que
permitan determinar el grado de contaminacion que posee para poder determinar el tipo de
tratamiento que pueda ayudar a la remediacién de dicha agua, ya que los efluentes finales
necesariamente tienen que cumplir con los limites permisibles de descarga de acuerdo con la

ley vigente (Ahmadian, et al., 2012).

Asi, para los lixiviados es necesario determinar parametros como cargas organicas
(DQO y DBO), pH, presencia de fosforo, hierro, nitratos, nitritos y sulfatos, ademas de solidos
suspendidos totales y sedimentables, aceites y grasas (Ministerio del Ambiente, Agua y

Transicion Ecoldgica, 2018).



29

Muestreo de Aguas Residuales

El muestreo de aguas residuales es un paso fundamental para lograr tener una alicuota
significativa de agua que permita realizar todos los analisis fisicos, quimicos, ambientales y
microbioldgicos que sean necesarios para su apropiada caracterizacion y posterior
remediacion, para ello la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 2169 (NTE INEN, 2013), establece
una serie de pasos y recomendaciones para un correcto muestreo de aguas residuales, que se

describen a continuacion:

Los recipientes que se utilicen para hacer muestreo de aguas residuales, pueden ser
plasticos o de vidrio siempre y cuando estos puedan mantener las propiedades del agua, sobre
todo cuando se va a realizar analisis fisicos y quimicos. Es necesario evitar la entrada de aire,
pues esto puede alterar el color y el pH de la muestra. Los recipientes que llevan muestras para
conservacion deben ser refrigerados de manera inmediata, y para su cadena de transporte
debe utilizarse cajas térmicas asegurando un ambiente fresco y evitando el contacto con la luz,
desde el lugar de muestreo hasta el punto de llegada. Los recipientes siempre tienen que ser
protegidos, sellados y correctamente etiquetados. La temperatura de conservacién oscila entre
los 2-5°C en un lugar oscuro para evitar la degradacién de componentes del agua residual.
Todos los materiales en suspensién o sedimentacion se deben retirar por filtracion antes de

cualquier analisis (INEN, 2013).

Tipo de Muestreo

Una muestra es una pequena representacion del cuerpo total de agua que se esta
analizando, en determinado tiempo, lugar y circunstancia en las que se realiza su recoleccion
(APHA, AWWA, & WPCF, 1992) y, generalmente, el muestreo de aguas residuales se puede

realizar de 2 maneras distintas, estas se describen a continuacion:
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Muestreo Puntual

Son aquellas muestras que se realizan de manera individual en un tiempo y sitio
determinado, y todos sus analisis se realizan de manera aislada. Este muestreo permite
evaluar parametros como OD, temperatura y presencia de cloro en el instante en que se realiza
la extraccién, es decir, analisis in situ, sin embargo, una muestra puntual tiene una

representatividad limitada (Marin, 2005).

Muestreo Compuesto

Una muestra completa representa la combinacion de varias muestras simples tomadas
a diferentes tiempos en el mismo sitio. Este tipo de muestreo es utilizado para evaluar
concentraciones promedio de cargas organicas e incluso para medir la eficiencia de la PTAR.
También representa un ahorro en tiempo y costos, pues se requiere menor cantidad de

muestras a analizar en el laboratorio (APHA, AWWA, & WPCF, 1992).

Tipos de Aguas Residuales

Aguas residuales domésticas

Como menciona su nombre, son de origen doméstico, por ello su composicién es muy
diversa, ya que provienen de las actividades diarias que se realizan en el hogar. Generalmente
se componen de desechos bioldgicos, sobras alimenticias, detergentes y otras sustancias
utilizadas dentro de un hogar convencional (Mujeriego, 1990; Madigan, et al.,2009; Milan,

2003).

Aguas residuales industriales
Son aquellas aguas que provienen de vertientes industriales (Metcalf & Eddy,1996); en
donde se han realizado procesos de transformaciéon de materia y para ello se ha utilizado agua.

Muchas de las veces, estas aguas vienen acompafnadas de aditivos quimicos, una alteracién
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de temperatura o simplemente son liberadas directamente de los procesos productivos

(Raymond, 2002).

Aguas residuales agricolas

Describe a aquellas aguas que provienen del arrastre de aguas de riego y aguas de
lluvia, mismas que contienen productos utilizados en la agricultura. Los componentes
habituales que se pueden encontrar en la composicidon de estas aguas generalmente son
abonos organicos e inorganicos, pesticidas como insecticidas, plaguicidas, herbicidas,
fungicidas, entre otros. Estos componentes pueden afectar no solo a los cuerpos de agua
superficial, sino que a través de la infiltracion pueden llegar a acuiferos y fuentes de agua

subterranea, lo que representa una amenaza silenciosa (Metcalf & Eddy,1996).

Aguas residuales municipales

Este tipo de aguas, son aquellas que reunen el conjunto de aguas residuales
domeésticas, industriales, agricolas y aquellas que provienen de los asentamientos humanos y
de sus actividades. La carga de contaminacion que poseen las aguas residuales municipales
depende de la cantidad poblacional, ademas del tipo de actividades y la funcién del sistema

urbano (WWAP, 2017, Milan, 2003).

Lixiviados

Se puede definir a un lixiviado como el liquido resultante de la descomposiciéon de los
residuos acumulados en un relleno sanitario, ademas de ser parte de la percolacién de aguas
de fuentes externas que atraviesan los residuos cuando estan en procesos de degradacion
(Ministerio del Ambiente, Agua y Transicion Ecoldgica, 2018). La composicién de este liquido
depende de la edad que tiene el relleno sanitario, ademas del tipo de residuos del que se

encuentra conformado (Glynn H. & Heinke G, 1999).
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Los lixiviados pueden representar un riesgo latente si no son tratados adecuadamente,
pues al filtrarse el agua con residuos solidos en estado de descomposicion, se filtra no solo
materia organica que puede ser degradada, sino también muchos tipos de residuos quimicos y
metales pesados que pueden ser dafinos para las poblaciones aledafias y el medio ambiente,
ya que la presencia de sustancias toxicas y materia organica simultdneamente, generan malos

olores intensos y pH elevados, lo cual dificulta su tratamiento (Giraldo E., 2001).

Caracteristicas de las Aguas Residuales (Lixiviados)

La caracterizacion de un lixiviado puede realizarse mediante pruebas tanto fisicas que
son aquellas que se basan en sus caracteristicas superficiales, como por pruebas quimicas, las
cuales determinan reacciones y metabolismos presentes en las aguas residuales (Seoanez, M.,

2003).

Los parametros fisico-quimicos y biolégicos mas importantes que se deben tomar en
cuenta en el andlisis de un lixiviado se detallan a continuacién, sabiendo que son de gran
importancia, pues estos nos permiten conocer las alteraciones que se generan en el lixiviado y

nos ayudan a buscar una forma adecuada para su remediacion.

Caracteristicas Fisicas

Olor

Los olores fuertes y desagradables son muy caracteristicos de los lixiviados, puesto que
estos se generan por la presencia de materia organica, sus procesos de descomposicion y por
la existencia de materia volatil (Seoanez, M., 2003). Los efectos de los olores son la principal
causa del rechazo a la instalacion de PTAR y/o rellenos sanitarios, ya que genera malestar a

los habitantes de zonas aledanas, ademas de producir enfermedades (Manahan, 2007).
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Color

La presencia de productos y desechos que se arrojan a las aguas alteran su coloracion
natural, generando asi problemas serios para la vida acuatica presente en las diferentes
fuentes de agua. Este parametro se puede clasificar como color aparente, siendo el primero a
la vista y determinado por la materia suspendida y presente en el agua, mientras que el color
verdadero, es aquel que conserva el agua después de retirar el material en suspension, es

decir al remover su turbidez (Seoanez, M., 2003).

Temperatura

Este parametro se relaciona directamente con el pH y la conductividad eléctrica que
posee el agua, pues la temperatura influye ya sea de manera positiva o negativa, en la
disociacién y la solubilidad de las sales que se encuentran presentes en las aguas (Seoanez,

M., 2003).

Turbidez

La cantidad de materia suspendida que se encuentra en el agua es la que determina
este parametro, mientras mayor sea la cantidad de materiales presentes, el agua se tornara
mas turbia (Seoanez, M., 2003). Generalmente, la turbidez se determina por el método de
nefelometria, que consiste en hacer incidir la muestra de agua con un rayo de luz, y nos

muestra su medida en NTU o unidades de Jackson (Baez, 2008).

Caracteristicas Quimicas

Materiales en Suspension

Son particulas, generalmente sélidas que se encuentran presentes en todo tipo de
aguas residuales, ya sean de origen natural o antropoldgico, estos en gran cantidad pueden
generar obstrucciones y lentitud al degradar la materia, pues su determinacién se realiza con

técnicas de centrifugacion o filtracion para mejores resultados (Seoanez, M., 2003).
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Potencial Hidréogeno (pH)

Este parametro permite la cuantificacion de los iones hidrégenos que estan presentes
en el agua. Cuando existen variaciones en la concentracion de pH, puede verse afectada la
existencia de vida en el medio acuatico, ya que esto lo afecta directamente reduciendo la
capacidad de metabolismo de muchos organismos que habitan en las aguas (Seoanez, M.,

2003).

Conductividad Eléctrica

Es un parametro que se encarga de medir el paso de la electricidad a través de
cualquier tipo de agua, se encuentra relacionado directamente con la presencia de sustancias
disueltas y a su naturaleza, es decir, al origen de cada una de las sustancias que se encuentran

fluyendo en el agua (Seoanez, M., 2003).

Caracteristicas Bioldgicas

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

Es un parametro quimico que mide la cantidad de oxigeno necesario para poder oxidar
tanto la materia organica como inorganica presente generalmente en una muestra liquida. En
aguas residuales, es un indicador del grado de contaminacion, el mismo que se mide en

unidades de mgO./L (Seoanez, M., 2003).

Demanda Bioquimica de Oxigeno (DBO)
Se habla de DBO, cuando se mide la cantidad de oxigeno que se consume al degradar
la materia quimica mediante reacciones metabdlicas y/o bioquimicas, siempre y cuando estas

se den en presencia de oxigeno, es decir, en procesos aerobios (Seoanez, M., 2003).

Oxigeno Disuelto (OD)
Este parametro permite medir la cantidad de oxigeno presente en el agua residual y si

variacién al existir microorganismos vivos que respiren y lo consuman. Este puede disminuir
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con la elevacién de la temperatura, salinidad y con las reacciones quimicas que se generen en
el interior del agua, y también cuando hay disminucidn de presion atmosférica (Rodriguez,

2005).

Microorganismos

En las aguas residuales, se pueden encontrar todo tipo de microorganismos,
generalmente patégenos (bacterias, virus, hongos, microalgas, protozoarios y helmintos), sin
embargo, entre esta variedad de patégenos pueden hallarse microorganismos benéficos para

la misma remediacion del agua residual (Baird, 2005).

Caracterizacion Microbiologica de un lixiviado

La caracterizacién microbiolégica de un agua residual, en este caso de un lixiviado, es
de suma importancia, en especial en al ambito ambiental y de salud publica, ya que muchos de
los cuerpos de agua donde se descargan estas aguas contaminadas estan destinadas para el
consumo humano y/o animal, y al entrar en contacto con lixiviados u otro tipo de aguas
residuales, pueden afectar a la inocuidad del agua causando enfermedades. Existen un sin
numero de microorganismos presentes en estos desechos liquidos, los cuales generalmente
pueden ser patogenos siendo perjudiciales, pero a la vez pueden existir otros tipos de
microorganismos que sea potencialmente beneficiosos para la propia remediacion de las aguas

si son utilizados y tratados de manera correcta (Scragg, A., 1999).

Tratamiento de Aguas Residuales

Métodos Fisico-Quimicos

Estos tipos de técnicas utilizan la fuerza fisica y la adicion de sustancias quimicas en el
agua residual que, en conjunto permitan una mayor remocion de material contaminante. Entre
los métodos mas utilizados tenemos la coagulacion-floculacion, la oxidacion y la precipitacion

quimica (Méndez-Novelo, R. et al., 2004).
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Métodos Biolégico

Es una técnica llamada convencional, en la cual se emplean sistemas vivos para la
remediacion, es decir, se afiaden o proliferan en el mismo ambiente los microorganismos que
son capaces de reducir y metabolizar las sustancias tdxicas y contaminantes en un agua
residual convirtiéndolas en productos de facil degradacién, no téxicos y de menor tamafio que
el inicial. Este tipo de proceso utiliza técnicas como el lagunaje, reactores de lodos activados,
biodiscos, reactores de lecho en suspension, reactores MBBR, entre otros, mismos que pueden
realizarse dentro de procesos con presencia o ausencia de Oxigeno, diferenciandose por el

producto final de remocion (Alvarez, A. & Suarez, J., 2006).

Tipos de Tratamientos Bioldgicos

El tratamiento biolégico para aguas residuales es una de las tecnologias mas utilizadas
para la remocién de contaminantes organicos mediante la aplicacion de microorganismos vivos
para optimizar el proceso natural de eliminacion y descomposicién de los residuos que contiene

el agua (BossTech, 2019). Generalmente, se clasifican en tres tipos de procesos:

Proceso Aerobio

En el proceso aerobio, los microorganismos utilizan y requieren una fuente de oxigeno
para poder desintegrar la materia organica presente en el agua residual, por ello y para
asegurar la presencia de 02, muchas de las veces, en estos procesos se hace uso de

aireadores y difusores de aire (BossTech, 2019).

En el caso de los lixiviados, el tratamiento bioldgico aerobio resulta muy ventajoso y
exitoso, ya que tiene una elevada remocioén de hasta el 90% de contaminantes, tanto de DBO
como de DQO. Los sistemas mas utilizados dentro de estos procesos son mediante lodos

activados y la aplicacién de un sistema de pelicula fija (Henry, J. & Heike, G., 1999).
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Reactor MBBR
Es un proceso biolégico que permite una eficiencia alta en la remocién de
contaminantes de las aguas residuales, pues a través de este tipo de reactor se puede

combinar tecnologias de lodos activados y biopelicula (BossTech, 2021).

La tecnologia MBBR, consta de un reactor o tanque de aireacion con una apertura
superior, lo que lo hace un proceso aerobio al exponer al aire libre al agua residual.
Dependiendo del tamafio de interés del reactor, este se llena con un 50 a 70% de volumen del
tanque con pequenos chips plasticos en forma de ruedas, que con ayuda de rejillas de
ventilacion hacen que se mezclen por todo el fluido y entren en contacto con los residuos
presentes en el agua, lo cual ayuda a que en el area superficial se genere una biopelicula

(BossTech, 2021).

Proceso Anaerobio

En el proceso anaerobio, los microorganismos que habitan aqui no necesitan oxigeno
para poder realizar la degradacion de materia organica y otros componentes, sin embargo,
cuando las bacterias descomponen los residuos en el agua, estos producen metano, biomasa y

CO2 (BossTech, 2019).

Proceso Anéxico

Se denomina un proceso anoxico, o desnitrificacion al proceso en el cual los
microorganismos que habitan utilizan otro tipo de moléculas (sulfato, nitrato, nitrito, selenato)
exceptuando totalmente el O2 para realizar el metabolismo y degradacion de materia organica,
dando como producto de ello eliminacion de nitrgeno molecular, azufre y selenio (BossTech,

2019).
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Tipos de Microorganismos presentes en lixiviados

Los tratamientos bilégicos tienen como base la bioaumentacion, es decir, la introduccion
de microorganismos que sean capaces de metabolizar los residuos presentes en las aguas
residuales. Tienen una gran eficiencia ademas de ser un tratamiento de bajo costo y uno de los

mas simples para mantener (Bluegold, 2020).

Microorganismos Aerobios

Con este tipo de microorganismos son necesarios procesos con presencia de Oxigeno.
Generalmente, se presentan microorganismos como Pseudomonas, Bacillus, bacterias
filamentosas y nitricantes. Estas bacterias realizan procesos de nitrificacion y oxidacion.

Pueden sobrevivir en condiciones de pH de 5-7 y temperaturas de 9-28°C (Bluegold, 2020).

Microorganismos Anaerobios

Este tipo de microorganismos sobrevive en ambientes sin oxigeno, pero utiliza distintos
sustratos para sobrevivir y metabolizar los residuos del agua. Casi siempre, estas son bacterias
sintréficas, es decir, que realizan su metabolismo siempre y cuando se encuentren en
consorcios, lo que provoca las reacciones quimicas de descomposicion de la materia. Estas
bacterias son de 4 tipos: hidroliticas, fermentativas-acidogénicas, acetogénicas y

metanogénicas (Bluegold, 2020).

Microorganismos Facultativos

Este tipo de bacterias son adaptativas, es decir que pueden realizar sus procesos de
metabolismo y degradacion de materia organica en presencia o ausencia de Oxigeno, pueden
cambiar su respuesta metabdlica segun las condiciones que le ofrece su entorno (aerobio o
anaerobio), sin embargo, tienen mucha mas preferencia para crecer en ambientes aireados

(Bluegold, 2020).
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La Normativa Ambiental vigente en el Ecuador para el control y prevencion de

contaminacion ambiental es el Texto Unificado de Legislacion Secundaria de Medio Ambiente,

TULSMA (2015), mismo que rige a nivel nacional y es de aplicacion obligatoria.

En la Tabla 1, se describen los parametros para la caracterizacion ambiental de un

lixiviado, ademas de mostrar su limite permisible para poder ser introducidos en un cuerpo de

agua dulce sin ser contaminantes.

Tabla 1.

Limites maximos permisibles en lixiviados.

Parametro Siglas Unidad Maximo
Permisible
Demanda Biolégica de DBOS mg/L 100
Oxigeno
Demanda Quimica de DQO mg/L 200
Oxigeno
Potencial Hidrégeno pH mg/L 6-9
Foésforo Total P mg/L 10
Aceites y Grasas Sustancias solubles mg/L 30
en hexano
Coliformes Totales Nmp/100 mL mg/L 2000
Sdlidos Suspendidos Totales SST mg/L 100
Sélidos Sedimentables SS mg/L 5.0
Sdlidos Totales ST mg/L 1600
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Hierro Total Fe mg/L 10.0
Nitratos + Nitritos (N) mg/L 10.0
Sulfatos SO4 mg/L 1000

Nota: Normativa de Calidad Ambiental y de Descarga de Efluentes al Recurso Agua. Acuerdo

097-A. Registro Oficial del Ministerio del Ambiente (Tabla 9).

Caracterizacion Fenotipica Microbiana

La identificacion bacteriana generalmente se realiza de manera convencional, es decir,
a través de una serie de pruebas reactivas que nos permiten observar sus caracteristicas
fenotipicas, como la morfologia, su desarrollo y actividades metabdlicas. Los estudios y
aplicacion de pruebas bioquimicas en bacterias nos permitirdn tener muchas caracteristicas
utiles para poder clasificarlas e identificarlas, tanto en género, e incluso llegar a saber hasta su
especie. La mayor parte de bacterias pueden identificarse por este método, sin embargo, para
aquellas que no se pueden identificar con facilidad, suelen utilizarse métodos genotipicos

(Fernandez, A., et al., 2010).

Caracteristicas Microscopicas

El estudio microscépico de los microorganismos permite definir sus caracteristicas como
forma, tamafio y agrupacion lo que es un indicio primordial para poder clasificarlas
posteriormente. Para lograr estas observaciones al microscopio, es necesario, como primer
paso realizar tinciones que permitan la diferenciacion de cada una de dichas caracteristicas

(Fernandez, A., et al., 2010).

Tincion de Gram
Es una de las tinciones mas utilizadas, y en algunos casos la unica, ya que este tipo de

coloracién revela provisionalmente la identificacion primaria de una bacteria, proporcionando
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caracteristicas como la uniformidad de la tincién, forma, tamano, agrupacion, disposicién y

bordes, presencia o ausencia de capsulas y endosporas (Fernandez, A., et al., 2010).

Esta técnica de tincion fue desarrollada por Hans Christian Gram, un médico danés, en
1880. La tincién de Gram permite clasificar y diferenciar dos tipos de grupos bacterianos: Gram
Positivas, las cuales retienen el colorante primario, azul-violeta (azul de metileno), y las Gram
Negativas, mismas que se decoloran facilmente y retienen el colorante de contraste, rosa
(safranina); esto debido a las estructuras que posee cada tipo de bacteria en su pared celular

(Rodriguez, P.& Arenas, R., 2018).

La tincion de Gram se fundamenta en la aplicacion de cuatro colorantes que interactien
con los microorganismos, y estos se tefiiran basandose en las estructuras de su pared celular.
Como primer paso, se realiza un frotis regular del microorganismo sobre un portaobjetos, esto
tiene que ser fijado con la flama de un mechero para poder colorar los colorantes (Rodriguez y
Arenas, 2018). Seguido de ello, se coloca el cristal violeta (colorante primario) por 1 minuto,
mismo que se une a la pared celular bacteria, coloreando asi todas las bacterias. Se retira el
exceso de colorante con agua destilada. Posterior a ello, se afade Lugol por 1 minuto, este
colorante trabaja como mordente, es decir impide la salida del cristal violeta de las bacterias
que en su estructura poseen peptidoglicano, incluso después de una decoloracion, ya que se
forma el complejo cristal violeta-Lugol, saturando todos los espacios de la pared bacteriana. Se
enjuaga con agua destilada. Seguido, se coloca una mezcla de alcohol-acetona por 30
segundos, misma que funciona como decolorante, la cual deshidrata la pared celular carente
de peptidoglicano (Bacterias Gram Negativas), y permite la salida del cristal violeta, situacion
que no sucede con las bacterias Gram positivas, pues estas poseen gran cantidad de
peptidoglicano en su pared celular. Se enjuaga con agua destilada el excedente, y finalmente,
se coloca safranina, que es el colorante de contraste o secundario, para tefir las bacterias que

no formaron el complejo cristal violeta-Lugol. Se enjuaga con agua destilada, se deja secar y se
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observa al microscopio (Delgado, A. et al.,1994; Prescott L. et al., 2004; Koneman E. et al.,

2003; Gonzalez R. et al., 2020).

En la actualidad, la tincién de Gram es una de las mas utilizadas, por su versatilidad,
eficacia e importancia en los laboratorios, ademas de ser un método de identificacion ya
estandarizado que resulta rapido y econoémico, y de facil interpretacion (Rodriguez, P. & Arenas,

R., 2018).

Caracteristicas Macroscoépicas
La observacion de las caracteristicas macroscopicas de los microorganismos permite
diferenciar las propiedades observables a simple vista, mismas que generan diferencias

notables que pueden ayudar a la clasificacién de las bacterias.

Morfologia

El analisis morfoldgico, viene dado por la observacion de las colonias bacterianas,
mismas que representan un punto clave en la identificacion preliminar de los microorganismos
que se encuentran presentes en los medios. Es necesario utilizar medios generales y observar
las colonias frescas para lograr ver su morfologia, sin embargo, también es muy necesario
tener un cultivo puro con los microorganismos que cumplan con las mismas caracteristicas,
pues esto nos asegura que provienen de un unico tipo de microorganismo, esto genera que al
ser del mismo tipo posean caracteristicas como tamano (grande, mediano, pequefio), forma
(bordes y grosor), color (ausencia o presencia de pigmentos), textura (viscosa o seca) y

consistencia( liso, rugoso o irregular) sea iguales (Fernandez, A. et al., 2010).

Cultivo
Es un método que nos permite conocer y controlar las formas de crecimiento de los
microorganismos, asi mismo, nos permite realizar su aislamiento e identificacion a la

sensibilidad de marcadores y antimicrobianos, si bien es el caso. Para realizar un cultivo, es
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indispensable elegir de manera correcta el medio de crecimiento y las condiciones de

conservacion e incubacion (Fernandez, A. et al., 2010).

Medios de Cultivo

Son el medio predilecto para que las bacterias puedan crecer, multiplicarse e incluso
mantenerse. Para que estas bacterias aparezcan en los medios son necesarias condiciones
nutricionales basicas como una fuente de energia, carbono, nitrégeno, algunos tipos de sales,
agua y oligoelementos, ademas de un minimo de 18-24 horas para su crecimiento. Los
requerimientos necesarios dependen del tipo de microorganismo que se encuentre presente,
por ello se tiene que considerar las condiciones optimas en cuanto a la atmodsfera, la
temperatura y la nutricion que se le va a brindar al cultivo. Generalmente se tienen diferentes
consistencias para los medios, estos pueden ser liquidos, sdélidos o semisélidos, pero los mas
usados son los 2 primeros. Un cultivo sobre medios sélidos permite observar las caracteristicas
morfoldgicas y la disposicién de las bacterias. Mientras que, en los medios liquidos, se da
mejor el crecimiento y multiplicacién al estar los nutrientes mucho mas disponibles (Fernandez,

A. etal., 2010).

Segun su utilidad para el acogimiento y crecimiento bacteriano se tienen medios basicos

0 generales, enriquecidos, selectivos y diferenciales (Fernandez, A. et al., 2010).

Medio Agar Nutriente

Es un medio general que se puede utilizar en analisis de aguas y productos lacteos
(APHA, 1998), en el cual se genera el crecimiento de la mayor parte de microorganismos que
no poseen exigencias nutricionales muy elevadas. Es un medio color ambar, con un pH de
7.410.2, que al ser inoculado necesita una incubacién a 35+2°C, y se puede visualizar entre las

18 a 24 horas posteriores.
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El medio Agar Nutritivo o nutriente, tiene una formulacién sencilla y de facil preparacion

(Rodriguez, C. & Zhurbenko R.,2018), ya que es utilizado para fines generales (Tabla 2).

Tabla 2.

Formulacion de Agar Nutritivo.

Componente Cantidad (g/L)
Peptona bacteriolégica 5.0
Extracto nutritivo 1.0
Extracto de levadura 2.0
Cloruro de sodio 5.0
Agar 15.0

Nota. Componentes y cantidades necesarios para la preparaciéon de Medio Agar Nutritivo.

Fuente: (Rodriguez, C. & Zhurbenko R.,2018).

Medio Agar MacConkey

Es un medio diferencial y selectivo, de color rosa violaceo, que posee un pH de 7.110.2
cuando se encuentra a 25°C. Para este medio, después de realizar una siembra microbiana, es
necesaria una incubacion a 30-35°C, en aerobiosis, y su lectura va entre las 18 a 72 horas

(Sharlau Microbiologia, 2023; MacCONKEY, A.T., 1905).

El medio MacConkey esta constituido de varios elementos y compuestos (Tabla 3), que

permiten su utilidad a la hora de sembrar microorganismos (Sharlau Microbiologia, 2023).
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Tabla 3.

Formulacion de Medio Agar MacConkey

Componente Cantidad (g/L)
Peptona de gelatina 17.0
Peptona de carne y caseina 3.0
Lactosa 10.0
Sales biliares 1.50
Cloruro sodico 5.00
Cristal violeta 0.001
Rojo neutro 0.03
Agar 15.0

Nota. Componentes y cantidades necesarios para la preparaciéon de Medio Agar MacConkey.

Fuente: (Sharlau Microbiologia, 2023).

Medio EMB

Es un tipo de medio selectivo, que generalmente permite la diferenciacion y el
aislamiento de enterobacterias. Este tipo de medio inhibe el crecimiento de bacterias Gram
positivas, sin embargo, puede ser indicador de fermentacion lactosa. Tiene una coloracion
purpura, con un pH de 7.2+0.2, con una incubacion aerobia necesaria a una temperatura de 33-
37°C, durante 18-24 horas para poder observar el crecimiento bacteriano (Rodriguez, C. &

Zhurbenko R.,2018).

El medio Agar Eosina Azul de Metileno, tiene una composicion un tanto compleja para
su preparacioén (Tabla 4), pues todos sus componentes son necesarios para una buena
formulacion, ya que de esta depende el desarrollo correcto de los microorganismos sembrados

en él (Rodriguez, C. & Zhurbenko R.,2018).
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Tabla 4.

Formulacion del Medio Agar Eosina Azul de Metileno (EMB)

Componente Cantidad (g/L)

Peptona bacteriolégica 10.0
Lactosa 5.0
Sacarosa 5.0
Fosfato dipotasico 2.0
Eosina 0,4

Azul de metileno 0.065
Agar 15.0

Nota. Componentes y cantidades necesarios para la preparacién de Medio EMB. Fuente:

(Rodriguez, C. & Zhurbenko R.,2018).

Pruebas Bioquimicas
Son pruebas reactivas que permiten una lectura inmediata de la reaccién entre el
microorganismo y el reactivo, y sirven como un indicio preliminar a una identificacion

confirmatoria.

Prueba de la Catalasa

La catalasa es una enzima que poseen los microorganismos con citocromos, lo que
permite que se hidrolice el peréxido de hidrogeno, es decir, que este se convierta en agua y
oxigeno, dando como producto un burbujeo notable que representa una prueba positiva

(Fernandez, A. et al., 2010; MacFaddin, 2003).

Prueba de la Ureasa
Es una prueba reactiva que permite determinar la capacidad de las bacterias de

hidrolizar urea por medio de la presencia de las enzimas ureasas, esto permite la formacion de
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moléculas amonio. El complejo principal se genera de color naranja, y al reaccionar con los
microorganismos que poseen ureasas se torna de color rojo, danto un resultado positivo, ya

que existe variacién de su pH que va de basico a acido (MacFaddin, 2003).

Prueba de la Amilasa

Las amilasas son enzimas que generan la hidrdlisis de enlaces glucosidicos que se
encuentran en los polisacaridos, el almidon y el glucégeno (Van der Maarel, et al.,2002). Los
reactivos para el analisis de esta prueba son el almidén y el Lugol, que forman un complejo de
color grisaceo, al entrar en contacto con las bacterias que poseen enzimas amilasas, el almidén

se hidroliza y se torna incoloro, mostrando asi una reaccion positiva (MacFaddin, 2003).

Prueba de la Oxidasa

Permite determinar la existencia de enzimas oxidasas, debido a la presencia del sistema
citocromo oxidasa que origina la oxidacion de dicho citocromo y lo reduce a oxigeno molecular
lo que produce agua o peroxido de hidrégeno. Generalmente este tipo de sistema se encuentra

presente en bacterias aerobias, algunas anaerobias y facultativas (Fernandez, A. et al., 2010).

En los discos comerciales, el principio se basa en detectar la presencia de citocromo
oxidasa, para ello la para-aminodimetilalinina que es incolora reacciona y forma un compuesto

de color azul (endofenol) (Bio Rad, 2003).

Pruebas de Identificacion Molecular Bacteriana

Generalmente la identificacion molecular bacteriana se realiza mediante la amplificaciéon
de genes, fragmentos o del ARN 16S. Los procesos previos a la extraccion del DNA
cromosoémico y la amplificacién son factores muy importantes para lograr una cantidad y
calidad adecuada de DNA que permita una identificacion correcta (Fernandez, A. et al., 2010).

En una identificacion molecular se deben considerar los siguientes pasos:
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Extraccion de DNA cromosémico

Al saber las dificultades y consideraciones de crecimiento de la bacteria, se puede
realizar la extraccion directamente o a través de un cultivo bacteriano. La extraccién de DNA se
realiza a partir de las muestras bacterianas en la etapa de crecimiento maximo, a través de
métodos estandarizados o sistemas comerciales. Algunas de las veces, dependiendo el tipo de
bacteria estos protocolos se pueden modificar, ya sea mejorar o simplificar para una mejor y

mas rapida extracciéon (Fernandez, A. et al., 2010).

Amplificaciéon de DNA

El DNA extraido se utiliza como molde para la amplificacion por PCR de una secuencia
de ARNr 16S, esta tiene que poseer un tamano que vaya de rango de entre 500-1500 pb.
Juntamente con cebadores se ampilifica la region del gen ARNr 16S en las bacterias. Para
obtener una buena amplificacion, es necesario realizar la electroforesis del producto de la PCR
en un gel de agarosa, donde se debe obtener una unica banda con el tamafio deseado

(Fernandez, A. et al., 2010).

Secuenciacion de DNA

Con los avances de la ciencia y la tecnologia, se tienen nuevos e innovadores métodos
de secuenciacidén que permiten conocer un sin numero de secuencias con gran calidad y
rapidez. La secuenciacion es un proceso equivalente a la PCR, con la diferencia que los
cebadores actuan de manera independiente. En la secuenciacion no se generan moldes, sino
se reutilizan de 25 a 35 ciclos programados. Las bases se marcan con fluorocromos o
terminadores, mismos que pueden dar finalizacion a la sintesis de las secuencias, obteniendo
finalmente una mezcla de DNA de diferentes tamafios. Segun el tipo de secuenciador, capilares
y variables de secuenciacion, se puede disminuir el proceso, el tiempo, el costo y elevar el

tamano, y calidad de la secuenciacién (Fernandez, A. et al., 2010).
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Secuenciacion lllumina

Es un tipo de secuenciacion masiva de alto rendimiento y gran fidelidad en sus lecturas.
llumina es considerada una de las tecnologias de secuenciacion de acidos nucleicos de
segunda generacion mas representativa de la Gendmica, pues permite un analisis completo, no
solo estructural, sino también funcional. Actualmente, se situa como el modelo de
secuenciacion referente o estandar, siendo una de las plataformas mas confiable de lectura de

DNA e identificacion gendmica (Valderrama, J. et al., 2020).

La secuenciacion llumina, utiliza matrices y terminadores reversibles para alcanzar una
secuenciacién precisa y rapida. Las plantillas para la secuenciacion se fijan a las celdas de
flujo, lo que permite que el DNAy las enzimas se dispongan de manera correcta (llumina,

2010).

Esta tecnologia aplica una seria de pasos para lograr obtener una lectura de secuencias
que permiten la identificacion gendmica del DNA que se analiza. Como primer paso, se prepara
la muestra de DNA, aqui se ligan los adaptadores en cada extremo. Dentro de las celdas de
flujo, se une los fragmentos de DNA en la superficie. Seguido, se agregan enzimas y
nucleoétidos sin marcar para empezar la amplificacion de puente. En este proceso, las enzimas
agregadas se adjuntan a los nucleétidos formando puentes bicatenarios. Después de ello, es
necesaria una desnaturalizacién, para fijar plantillas monocatenarias al sustrato. Se empieza
una amplificacion completa, donde en las celdas fijadas se aglomera DNA bicatenario. En ese
momento, se afiaden cebadores, DNA polimerasa y primers etiquetados, las moléculas son
excitadas con laser y esto se permite la identificacion de la primera base, pues se atrapa la
fluorescencia emitida por cada uno de los grupos de DNA. Se realiza nuevamente este ciclo,
para determinar una nueva base, la imagen generada por el laser se registra y se obtiene la
segunda base. Estos ciclos se repiten alrededor de 25-30 veces para determinar la secuencia

de cada una de las bases existentes. Finalmente, cada uno de los datos obtenidos se alinean y



se realiza una comparacion con bases de referencia, lo que permite identificar similitudes y

diferencias entre secuencias nuevas y existentes (llumina, 2010).
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Capitulo lll: Metodologia
Ubicacién geografica

Mediante la gestién de HIDROAMBIENTAL CIA Ltda., empresa consultora ambiental,
ubicada en Quito, Pichincha, en la calle Checoslovaquia E9-147, Edif. Bellagio (Figura 1),
fueron proporcionadas las muestras de agua residual (lixiviados) para la investigaciéon
pertinente del presente proyecto.

Figura 1.

Ubicacion geografica de la empresa HIDROAMBIENTAL CIA Ltda.
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Nota. Se puede observar la ubicacion de la empresa a través de un micro mapeo. Fuente:

(Google Maps, 2019).
Descripcion de la Empresa

La empresa HIDROAMBIENTAL CIA Ltda., esta centrada en la consultoria y
remediacion de aguas residuales, ademas de actividades como purificacion de agua y su
distribucion, tratamientos de aguas industriales y de otros tipos, y captacion de agua de rios,

lagos, pozos, etc. (EMIS, 2023).
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Toma de muestras y escalamiento

A partir de las canecas de aguas residuales crudas proporcionas por HidroAmbiental
CIA. Ltda., se tomaron alicuotas de 2 L cada una para escalar los reactores a nivel de
laboratorio simulando las condiciones necesarias para cumplir con el ambiente aerobio y

anoxico previo al muestreo.

Plan de muestreo

Se tom6 muestras de 50 mL en frascos plasticos estériles a partir de los reactores
montados en el Laboratorio de Medio Ambiente de la Universidad de las Fuerzas Armadas -
ESPE, para ser utilizadas posteriormente en el aislamiento de los microorganismos nativos,
también fueron usadas para la medicién de los pardmetros iniciales ambientales de los
lixiviados a remediar (Tabla 5).

El muestreo cumplié con las normas adecuadas de bioseguridad, de almacenamiento y

transporte para asegurar la conservacion de cada una de las muestras (NTE INEN, 2013).

Tabla 5.

Plan de muestreo

PLAN DE MUESTREO
Persona Encargada: Lisette Arias

Insumo: Agua residual cruda (lixiviados)

Tipo de Caédigo Proceso de lamuestra  Volumen Fecha Punto de muestreo
muestra
Canecas con agua
Agua C1505 o Allreac-:lon oL 13/09/2023 res!QUaI cruda
residual e Hipoxia facilitadas por
HidroAmbiental
¢ Microbioldgico
Muestra L . .
aireada AE1805 e Bioquimico 50 ml 16/09/2023 Biorreactor aerobio
e Ambiental
Muestra e Microbiolégico

AN1805

L . . . 50 ml 16/09/2023 Biorreactor anéxico
anoxica e Bioquimico
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e Ambiental
Nota. La Tabla 5 resume el muestreo realizado para posterior analisis microbiélogo, bioquimico

y ambiental de las muestras de lixiviados.

Tratamiento muestra cruda

Las canecas de lixiviado proporcionadas por HidroAmbiental provienen de una fuente de
agua residual cruda. La alicuota de 2 L extraida, se sometié a un acondicionamiento en
laboratorio al realizar reactores aerobio y anaerobio durante un periodo de 3 dias. Y, para
asegurar que se mantuvieran las condiciones del ambiente adecuado, se determiné y controlé

el OD.

Medicion de parametros

Determinaciéon de DQO

Con las muestras tomadas de los reactores, necesariamente se realizaron diluciones de
1:10 (1 mL de muestra y 9 mL de agua destilada), ya que para la determinacién del DQO se
utilizaron viales de rango bajo de 20 a 1500 mg/L. Dentro de los viales, previamente
etiquetados y diferenciados, se colocaron 2 mL de las muestras diluidas. En el vial blanco, se
colocaron 2 mL de agua destilada. Seguido de ello, se homogenizaron los viales para que
reaccionen con las muestras colocadas y se colocaron en el digestor HACH DRB 200 en un

tiempo de 2 horas y con una temperatura de 150°C (Seoanez, M., 2003).

Pasado el tiempo de digestion, es necesario esperar alrededor de 2 horas adicionales
para que los viales estén completamente frios y no existan interferencias al momento de la
lectura. Mediante un espectrofotometro HACH DR 5000, se realizaron las diferentes lecturas de
los viales, pues este equipo determina la absorbancia que posee la muestra digestada en el
vial, trabajando con una longitud de onda de 620 nm. Con el valor de la absorbancia y la curva
de calibracién del equipo (ecuacion 5), se determina el valor de DQO que refleja cada una de

las muestras analizadas.



54

Determinacion de pH

Dentro de un vaso de precipitacién, se colocé la muestra de agua residual.
Seguidamente, con la ayuda del equipo medidor multiparamétrico HACH HQ40d multi, se
conecto la sonda para medir pH, la misma que estaba calibrada. Dicha sonda se lavé con agua
destilada, se secé con papel suave y se introdujo dentro de la muestra. En la pantalla del
equipo, esperamos a que se estabilicen los valores de pH con sus unidades correspondientes,
en este caso unidades de pH (Seoanez, M., 2003). Tomamos el valor arrojado por el equipo,
retiramos la sonda de la muestra y enjuagamos el sensor con agua destilada para que no

interfiera en las posteriores lecturas de pH de otras muestras.

Determinacion de conductividad eléctrica

Dentro de un vaso de precipitacién, se coloco la muestra de agua residual.
Seguidamente, con la ayuda del equipo medidor multiparamétrico HACH HQ40d multi, se
conectd la sonda para medir conductividad eléctrica, la misma que se encontraba calibrada.
Dicha sonda se lavo con agua destilada, se secé con papel suave y se introdujo dentro del
vaso con la muestra. En la pantalla del equipo, esperamos a que se estabilicen los valores de
conductividad con sus unidades correspondientes, en este caso la lectura se da en mS/cm
(Seoanez, M., 2003). Tomamos el valor arrojado por el equipo, retiramos la sonda de la
muestra y enjuagamos el sensor con agua destilada para que no interfiera en las posteriores

lecturas de conductividad de otras muestras.

Determinacion de TDS
La conductividad se relaciona directamente con la cantidad de TDS en una muestra de
aguas residuales (Seoanez, M., 2003), por ello, para calcular los TDS se utilizé la ecuacion (1),

tomando el factor de relacion para aguas residuales y lixiviados:

TDS (mg/L) = 670 X conductividad (D
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Determinacién de OD

Dentro de un vaso de precipitacién, se colocé la muestra de agua residual.
Seguidamente, con la ayuda del equipo medidor multiparamétrico HACH HQ40d multi, se
conecto la sonda para medir oxigeno disuelto, la misma que se encontraba calibrada. Dicha
sonda se lavo con agua destilada, se secd con papel suave y se introdujo dentro del vaso con
la muestra. En la pantalla del equipo, esperamos a que se estabilicen los valores de OD con
sus unidades correspondientes, en este caso la lectura se da en mg O/ L (Rodriguez, 2005).
Tomamos el valor arrojado por el equipo, retiramos la sonda de la muestra y enjuagamos el
sensor con agua destilada para que no interfiera en las posteriores lecturas de OD de otras

muestras.

Aislamiento de microorganismos

Para la determinacién, caracterizacion e identificacién de los microorganismos se
realizaron una serie de procesos microbiolégicos, bioguimicos y moleculares (Baird, 2005),
mismos que fueron realizados en el laboratorio de Microbiologia Molecular de la Universidad de
las Fuerzas Armadas — ESPE, y que se describen a continuacion.

Esterilizacion

El proceso de esterilizacion de los materiales de laboratorio y medios de cultivo
utilizados en el proceso de la obtencién y aislamiento de microorganismos se realiz6 en una
autoclave a una temperatura de 121°C por 15 minutos. Este proceso se llevé a cabo previo a la
realizacion de cualquier procedimiento microbioldgico (Pérez-Pérez, 2018).

Medios de cultivo

La preparacion de los medios adecuados para el crecimiento de los microorganismos es
muy importante, por ello, como primer paso se eligié un medio general para asegurar el
crecimiento de los microorganismos existentes en los lixiviados (Fernandez, A. et al., 2010). El

caldo Agar Nutriente se pesoé y se preparo para 10 cajas Petri, 5 de ellas para las muestras
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aerobias y las restantes para las andxicas. Cada caja Petri, ocupa un volumen de 25 mL. La
cantidad del medio se calcul6 mediante la ecuacion (2) siguiendo las indicaciones de la etiqueta
del medio:

(Agar por litro)(Vol. total)
1 Litro de agua

Agar Nutriente =

(2)

(23g)(250mL)
T000mL  _>7°9

Agar Nutriente =

Se colocaron los 5.75 g de Agar Nutriente, y se diluyeron con 250 mL de agua destilada
en un frasco Boeco, dentro de este se puso un agitador magnético, se llevo a la plancha de
calentamiento a 200°C con agitacion hasta que el medio esté totalmente homogenizado. Al
terminar este proceso, se llevo las cajas Petri y el medio a la autoclave a las condiciones
mencionadas en el proceso de esterilizacion. Al terminar el tiempo de esterilizacion, junto a un
mechero se dispensaron 25 mL en cada caja Petri y se las dej6 gelificar para su uso posterior
(Rodriguez, C. & Zhurbenko R.,2018).

Diluciones

Las diluciones seriadas se realizaron a partir de las muestras de lixiviado con agua
peptonada, para ello, en los distintos tubos de ensayo se colocaron 9 mL de agua peptonada
con una pipeta y 1 mL de la muestra de lixiviado en el primer tubo, se homogenizé y se obtuvo
con ello la primera dilucién, es decir, 10%. De esta, se tomd 1 mL con la pipeta y se lo trasvasé
al siguiente tubo de ensayo con 9 mL de agua peptonada, homogenizandolo y obteniendo asi
la dilucién 102 (ReactLab, 2022). Este proceso se realizé continuamente hasta obtener
diluciones de 103, 10*y 10°® para la muestra de lixiviado.

Siembra por extension

Una vez obtenidos los agares solidificados en las cajas Petri, y las respectivas

diluciones para las muestras de lixiviados, se realizé una siembra por extension. Para este

proceso, en cada caja Petri, sobre el agar se colocaron 10 pL de cada uno de los tubos con las
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diluciones correspondientes, y con la ayuda de una espatula drigalski (triangulo de siembra
bacteriana), se distribuyé de manera homogénea la muestra alrededor de toda el &rea del Agar
(Prescott L. et al., 2004).
Este procedimiento, se realiz6 para todas y cada una de las cajas Petri con las diferentes
diluciones obtenidas anteriormente.

Finalmente, las cajas sembradas se sellaron con Parafilm, se etiquetaron
correctamente, se colocaron en una bolsa ziploc y se introdujo a la incubadora a 37°C. Se

controlé y monitoreo el crecimiento de las bacterias todos los dias.

Siembra por estrias

Al existir un crecimiento bacteriano abundante en forma de biofilm en las cajas Petri
sembradas por extension, se sembraron las colonias obtenidas con la técnica de estrias para
poder diferenciarlas de mejor manera y poder conseguir colonias puras. Para este proceso, se
realizaron medios de cultivo de Agar Nutritivo, como se describid en items anteriores. Para la
siembra, se utiliz6 un asa bacterioldgica, y cerca de un mechero se destapé una por una las
diferentes cajas Petri con el crecimiento masivo, con el asa previamente esterilizada con calor,
se tomo una colonia y se realiz6 un estriado en zig-zag en la parte superior de la caja Petri, se
giré la caja en sentido de la manecilla del reloj y partiendo del primer rayado, se arrastré
nuevamente la muestra. Este proceso, se realiz6 alrededor de toda la caja hasta obtener 4
estrias separadas, esto tiene el fin de poder tener un crecimiento de bacterias, pero de manera
mas aislada (Prescott L. et al., 2004). El asa bacterioldgica fue esterilizada después de cada
siembra en cada caja Petri, para evitar contaminacion entre los distintos cultivos.

Finalmente, después de sembrar por estrias en cada una de las nuevas cajas Petri, se
sellaron, etiquetaron y guardaron en una funda ziploc, para ser llevadas a la incubadora con

temperatura de 37°C, y con un control y monitoreo diario.
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Cultivos Puros

Con el fin de tener cultivos puros, se realizé medios de cultivo de Agar Nutritivo en tubos
de ensayo con tapa rosca. Para ello, se preparé la cantidad de medio necesario, se
esterilizaron tubos de ensayo y, posterior a ello, se dispensoé alrededor de 10 ml en cada tubo.
Estos se colocaron en posicion inclinada aproximadamente a 30° de inclinacion para lograr
formar un pico de flauta en donde se inoculara las bacterias mas adelante.

Una vez gelificado el medio en los tubos, se tomaron las colonias independientes
crecidas en el Agar Nutritivo de la siembra por estrias. Con ayuda de un asa bacteriologica
esterilizada, se tomé las colonias individuales de cada una de las cajas Petri, se introdujo en el
tubo de ensayo y se realiz6 una siembra en zig-zag a lo largo de la superficie del medio
(Prescott L. et al., 2004). Este proceso, se llevd a cabo con cada una de las colonias
diferenciadas, en diferentes tubos de ensayo. Al finalizar, estos se cerraron con las tapas rosca,
se etiguetaron y se colocaron en un vaso de precipitacion para ser llevados a incubacion a

37°C y con control diario de su crecimiento (Rodriguez, C. & Zhurbenko R.,2018).

Caracterizacion e Identificacion Microbiana

Para caracterizar e identificar las colonias obtenidas en los cultivos puros, es necesario
someterlas a distintos tipos de pruebas, para poder clasificarlos y saber la clase de
microorganismos que se encuentran presentes en las muestras, por ello, se realizé una serie
de pruebas bioguimicas y moleculares que permitiran la identificacion concreta de los

microorganismos.

Pruebas Bioquimicas
Dentro de las pruebas bioquimicas para caracterizar las colonias obtenidas, se tienen
pruebas con reactivos y medios diferenciales. Estos se aplicaron a las colonias de los cultivos

puros previamente obtenidos, se registraron las variaciones que se obtuvieron en cada una de
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ellas, y posteriormente, esto sirvié como criterio para seleccionar las cepas que fueron llevadas

a identificaciéon molecular.

Tinciéon de Gram

Este tipo de tincion diferencial nos permite reconocer microorganismos Gram Positivos y
Gram Negativos dependiendo de la coloracion que estos puedan retener al aplicar este
protocolo de coloracién. Para ello, se colocé la muestra con la ayuda de un asa bacteriol6gica
sobre un portaobjetos que contenia una gota de agua destilada. Se mezcl6 dicha gota con la
muestra del microorganismo colocado, se esparcié a lo largo y ancho de la placa, y esta fue

fijada con calor pasandola sobre la llama de un mechero, alrededor de 2 a 3 veces.

Una vez seca y fijada la muestra, se empezé colocando el colorante primario, es decir,
el violeta de Genciana sobre todo el portaobjetos, y se lo dejé reposar durante 1 min. Luego,
con ayuda de una piceta se enjuagé el exceso de colorante. A continuacion, se colocé Lugol
sobre toda la superficie, y actué durante 1 min, y se lo retir6 con agua destilada. Seguido de
ello, se colocé alcohol-acetona como decolorante durante 30 seq, y se retiré con abundante
agua destilada. Finalmente, como colorante de contraste, se usé safranina y se dej6 actuar
durante un tiempo de 60 seg, se enjuagd con agua destilada y el portaobjetos se dej6 secar al
ambiente, para posteriormente ser llevado a observacion con el objetivo 100X en un

microscopio Olympus (Delgado, A. et al.,1994; Prescott L. et al., 2004).

Prueba de Ureasa

Se preparé una solucion de urea al 1% con rojo de fenilo, la misma que se coloc6 dentro
de un tubo, obteniendo una coloracion rojiza (MacFaddin, 2003). Con un asa bacteriol6gica
estéril, se tomo una colonia del cultivo puro y se llevo al tubo con el reactivo, se puso en
contacto y se agitd para observar la reaccion existente mediante un cambio de coloracion. Este

proceso se realizd con cada una de las colonias puras.
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Prueba de Catalasa

Para esta reaccion se utilizé peroxido de hidrégeno al 10%, mismo que se colocd en un
tubo y, con un asa bacterioldgica estéril, se tomo una colonia del cultivo puro, se puso en
contacto con el reactivo y se observo la reaccion que se presenta mediante la presencia o
ausencia de burbujeo (Fernandez, A. et al., 2010; MacFaddin, 2003). Este proceso se realizd

con cada una de las colonias puras.

Prueba de Amilasa

Se prepard una solucion de almidén con iodo al 10%, la misma que se coloc6 en un
tubo, obteniendo una coloracion grisacea (MacFaddin, 2003). Con un asa bacterioldgica estéril,
se tomé una colonia del cultivo puro y se llevé al tubo con el reactivo, se puso en contacto y se
agitd para observar la reaccion existente mediante un cambio de coloracion. Este proceso se

realizé con cada una de las colonias puras

Prueba de Oxidasa

Se colocaron sobre una placa, discos comerciales para prueba de oxidasa que poseen
el reactivo oxalato de P-aminodimetilanilina, estos con coloraciéon blanquecina (BioRad, 2023).
Con un asa bacteriol6gica estéril, se tom6 una colonia del cultivo puro y se llevé sobre el disco,
se extendi6 sobre el mismo poniendo la muestra en contacto con el reactivo existente, y se
determind la reaccién como positiva 0 negativa mediante el cambio de coloracién del disco.

Este proceso se realizé con cada una de las colonias puras.

Medios Selectivos

Los medios selectivos permiten el crecimiento especifico de ciertos microorganismos
(Fernandez, A. et al., 2010). En este caso, se selecciono los medios MacConkey y EMB para
controlar el crecimiento de los microorganismos obtenidos y poder clasificarlos, para su

posterior identificacion molecular.
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Medio Agar MacConkey

Es un medio diferencial, que fue preparado con las indicaciones de su etiqueta, mismo
gue tiene una coloracion roja (Sharlau Microbiologia, 2023; MacCONKEY, A.T., 1905). Se
elabordé el medio en un frasco Boeco, se llevé a la autoclave para su esterilizacion juntamente
con cajas Petri. Una vez estériles, junto a la llama de un mechero, se dispensé el medio en las
cajas Petri y se dejé enfriar. Una vez gelificado el agar, con el ayuda de un asa bacteriologica

estéril, se tomo6 una colonia de los cultivos puros y se sembr6 mediante la técnica de estriado.

Las cajas Petri se sellaron con Parafilm, se etiquetaron y se colocaron en una bolsa

ziploc, para llevar a incubacién a 37°C, controlando diariamente su crecimiento.

Medio Agar Eosina y Azul de Metileno (EMB)

Es un medio diferencial, que fue preparado con las indicaciones de su etiqueta, mismo
gue tiene una coloracioén rojo vino intenso (Rodriguez, C. & Zhurbenko R.,2018). El medio se
elaboré en un frasco Boeco, se llevo a la autoclave para su esterilizacion juntamente con cajas
Petri. Una vez estériles, junto a la llama de un mechero, se dispensé el medio en las cajas Petri
y se dejo enfriar. Una vez gelificado el agar, con el ayuda de un asa bacteriolégica estéril, se

tomo una colonia de los cultivos puros y se sembré mediante la técnica de estriado.

Las cajas Petri se sellaron con Parafilm, se etiquetaron y se colocaron en una bolsa

ziploc, para llevar a incubacion a 37°C, controlando diariamente su crecimiento.

Identificacion Molecular

Caldos de multiplicacion

Se realizaron medios de cultivo liquidos de agar nutritivo, mismo que se prepar6 en
tubos de ensayo. Una vez obtenidos los medios estériles, con la ayuda de un asa
bacterioldgica, se tomd una colonia de los cultivos puros y se inocul6 el medio liquido. Este

procedimiento se realizé con cada una de las colonias puras seleccionadas (Prescott L. et al.,



62

2004). Una vez terminado este proceso, se taparon los tubos, se colocaron dentro de un vaso
de precipitacién y se llevaron a incubacion por 4 dias a 37°C de temperatura, y se controlo su
crecimiento dia a dia. Dichos caldos proporcionaron los microorganismos necesarios para la

extraccion de DNA que se realiz6 posteriormente.

Extraccion de DNA
El proceso de extraccion de DNA fue realizado en el laboratorio de Microbiologia
Ambiental (CENCINAT) de la Universidad de las Fuerzas Armadas - ESPE, y para ello se

sigui6 el protocolo de CTAB, mismo que se detalla a continuacion.

Luego de esterilizar en la autoclave todos los materiales necesarios para la extraccion,
se colocan perlas de ebullicion dentro de un tubo eppendor de 2 mL, junto con 1 mL de caldo
de cultivo que se prepar6 previamente. Se llevé a centrifugacién a 1300 rpm por 3 minutos.
Después, se retird el sobrenadante creado en el tubo y seguido de ello se colocé el CTAB
(buffer de extraccion), se llevaron los tubos vortex durante 2 minutos y a una intensidad de 9 de
agitacion. Terminado esto, se coloco 400 pL de cloroformo en el tubo y nuevamente se llevé al
vortex con las mismas condiciones anteriores. Culminado este tiempo, se llevé los tubos a
incubacién, a una temperatura de 50°C en un tiempo de 30 minutos, después se deja enfriar a

temperatura ambiente y se llevo a la centrifuga durante 10 minutos con 1300 rpm.

Una vez terminado el proceso, se transfirio el sobrenadante formado producto de la
agitacion a un nuevo tubo eppendor de 2 mL, y adicionalmente, a este nuevo tubo se le colocé
isopropanol. En estas condiciones, se lleva a incubar por 2 horas a una temperatura muy baja
de -20°C. Transcurrido el tiempo adecuado, se volvié a centrifugar los tubos por 3 minutos a
1300 rpm. Se descarta el sobrenadante formado nuevamente. El pellet restante en el fondo del
tubo se lavé con etanol y se volvié a centrifugar, este proceso se repitié 2 veces bajo las
mismas condiciones (3 minutos, 13000 rpm). Finalmente, el pellet se dejo secar por 10 minutos

en una zona estéril para que no se degrade. Una vez culminado este paso, se resuspendio el
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pellet con agua ultrapura para PCR, y se coloco la RNAsa, se homogenizé a pequefios golpes

y se llevd a incubacion a 37°C por 30 minutos (Fernandez, A. et al., 2010).

Al terminar el proceso de extraccién, las muestras de DNA extraido se almacenaron en
un refrigerador a -20°C para evitar su degradacién y para ser llevadas posteriormente a

cuantificacion y secuenciacion.

Cuantificacién de DNA

Para conocer qué cantidad de DNA se obtuvo después de la extraccién realizada, fue
necesaria realizar una cuantificacion del material genético obtenido. Este proceso, fue realizado
con la ayuda de un Nanodrop, equipo que se encuentra en el Laboratorio de Inmunologia y
Virologia de la Universidad de las Fuerzas Armadas — ESPE. Con ayuda de un software
llamado NanoDrop juntamente con una aplicacion de acidos nucleicos, se realizd la lectura en
el equipo. Primeramente, se realizé la limpieza del lente del Nanodrop, y se colocé 2 uL de una
solucion tampén que sirvié de blanco para calibrar el equipo. Seguido de ello, se limpid
nuevamente el lente, y se colocaron una a una las muestras de DNA extraido para su
cuantificacion, resultados que fueron arrojados en el ordenador, en las aplicaciones que

controlan el equipo (Fernandez, A. et al., 2010).

Secuenciacién de DNA

Posterior a la cuantificacion, se seleccionaron las muestras con la cantidad adecuada de
DNA extraido. Las muestras que cumplieron dichas condiciones fueron etiquetadas
adecuadamente, colocadas en un tubo Falcon, selladas en una bolsa ziploc y se colocaron en
un cooler conservando siempre la cadena de frio para evitar la degradacion de las muestras.
Una vez cumplido el protocolo adecuando para el transporte, estas fueron enviadas a la
empresa BIOSEQUENCE S.A.S, en Pichincha, Quito ubicada en las calles Av. Checoslovaquia
E10-195 y Eloy Alfaro (Figura 2), en donde se llevo a cabo el proceso de secuenciacion de alto

rendimiento o Secuenciacion llumina (Fernandez, A. et al., 2010; llumina, 2010)
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Figura 2
Ubicacion geografica de la empresa BIOSEQUENCE S.A.S.
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Nota. Se puede observar la ubicacion de la empresa a través de un micro mapeo, donde se

realizo la secuenciacion llumina de las muestras de DNA extraido. Fuente: (Google Maps,

2019).
Ensayos de Biorremediacion de Lixiviados

Caldos Bacterianos
Con los cultivos puros previamente obtenidos y almacenados a condiciones adecuadas

en refrigeracion, se procedi6 a realizar caldos microbianos de las cepas seleccionadas y

secuenciadas, tanto aerobias como andxicas, para realizar la multiplicacion de estos
microorganismos (Prescott L. et al., 2004). Todos los materiales fueron previamente
autoclavados y esterilizados para evitar cualquier tipo de contaminacion.
Para cada caso, se tom6 un matraz con 250 mL de medio agar nutritivo liquido, este fue

inoculado con las cepas seleccionadas e identificadas. Se sellaron con un tapén de algodon y
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se pusieron a incubar durante 4 dias a una temperatura de 37°C, esperando su pico de

crecimiento maximo (Borowitzka, 1999).

Montaje de Biorreactores

Al tener que recrear un reactor en el que se mantengan condiciones éxicas y andxicas
para favorecer el crecimiento de microorganismos y probar la capacidad degradadora de las
bacterias aisladas, se montaron reactores con botellas de 6L, y en su interior poseian un 25%
de su volumen con sorbetes de 2 cm de largo y un diametro de 0.5 cm, formando una capa a

manera de carrier.

Se montaron 6 ensayos, estos poseian 2 diferentes muestras de lixiviado (3 con cada
muestra), ademas de tener sorbetes y una fuente de aireacion para mantener en movimiento
dicho carrier (BossTech, 2021). Dentro de cada bote, se colocaron 2 L de la muestra cruda de

lixiviado.

Para los 3 primeros ensayos, se coloco el lixiviado 1 (P1-2), donde el reactor A poseia
Unicamente muestra cruda con sorbetes y aireacion, el reactor B contenia la muestra cruda,
sorbetes y adicional a ello una solucién de remocion utilizada en una remediacion tradicional
proporcionada por HHDROAMBIENTAL juntamente con aireacion y, finalmente, el reactor C,
poseia la muestra cruda mas el caldo de los microorganismos (Bioaumentacién), sorbetes y su

respectiva fuente de aireacion.

Los 3 ensayos siguientes, se montaron al finalizar el ensayo anteriormente descrito, y
para ello se coloco el lixiviado 2 (P9), donde el reactor D poseia Unicamente muestra cruda con
sorbetes y aireacion, el reactor E contenia la muestra cruda, sorbetes y adicional a ello una
solucion de remocion utilizada en una remediacion tradicional proporcionada por

HIDROAMBIENTAL juntamente con aireacion y, finalmente, el reactor F, poseia la muestra
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cruda mas el caldo de los microorganismo (bioaumentacion), sorbetes y su respectiva fuente de

aireacion.

Bioaumentacion

La bioaumentacion ayuda a generar mayor cantidad de microorganismos nativos de
manera biologica, para que cumplan su funcién de degradar la materia organica (Alvarez, A. &
Suérez, J., 2006). Por ello, en cada uno de los ensayos, en los reactores C y F donde se hizo la
bioaumentacion, se colocaron 100 mL de caldo microbiano, este constaba de 50 mL de caldo
con microorganismos aerobios, con una concentracién de 77mg/L y 50 mL de caldo con
microorganismos andxicos con una concentracion de 124 mg/L. Estas concentraciones fueron

medidas con el turbidimetro en NTU, segun la ecuacion (3 y 4):

Estos fueron llevados a condiciones de aireacién, en donde se pretende observar su
actividad degradadora de materia organica, durante 7 dias de tratamiento manteniendo las
condiciones adecuadas y haciendo monitoreos diarios, ademas de mediciones de parametros y
observacion de variaciones fisicas (color) que este tratamiento biol6gico genere en los

lixiviados.

Monitoreos
Los ensayos fueron observados diariamente, ademas se hicieron muestreos los dias
0,3,5y 7 para controlar los cambios de los parametros ambientales y las propiedades fisicas

(color y olor) de principio a fin de la experimentacion.
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Medicion de Parametros Ambientales

Demanda Quimica de Oxigeno (DQO)

En cada una de las tomas de muestra, para la determinacion de este parametro, se
colocaron 2mL de la muestra previa dilucion (1:10) en los viales de DQO de bajo rango (20 -
1500 mg/L) (Seoanez, M., 2003), se digestaron por 2 horas a 150°C y se realizé la lectura en el
espectrofotbmetro con una absorbancia a 620 nm y una curva de calibracioén regida por la

ecuacion (5):
y = 0.0004X +0.0009  (5)

_ y—0.0009
X = 70.0004

Nota. la constate y es la absorbancia obtenida en las lecturas del espectrofotdmetro, mientras

que la constante x simboliza la concentracion en ppm (valor de DQO).

Potencial Hidrogeno (pH)

En cada una de las tomas de muestra, con la ayuda del multiparametro y la sonda de
medicién de pH, se determiné este parametro durante los 4 dias de muestreo. Se sumergié el
sensor de la sonda en cada muestra y se espero el tiempo adecuando hasta que el equipo se

estabilice y en la pantalla arroje el valor de medicion en unidades de pH (Seoanez, M., 2003).

Oxigeno Disuelto (OD)

En cada una de las tomas de muestra, con la ayuda del multiparametro y la sonda de
medicion de OD, se determind este parametro durante los 4 dias de muestreo. Se sumergio el
sensor de la sonda en cada muestra y se espero el tiempo adecuando hasta que el equipo se
estabilice y en la pantalla arroje el valor de medicién en mg/L de O2, unidades

correspondientes al parametro (Rodriguez, 2005).
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Turbidez

En cada una de las tomas de muestra, con la ayuda de un, se determiné este parametro
durante los 4 dias de muestreo. Se colocaron alrededor de 25 mL en los frascos de cuarzo y se
taparon, se limpiaron de manera externa con una toalla suave y se introdujeron en el equipo, se
esperd el tiempo adecuando hasta que el equipo se estabilice y muestre en la pantalla el valor

de medicién de este pardmetro en sus respectivas unidades, en este caso, NTU (Baez, 2008).

Conductividad Eléctrica

En cada una de las tomas de muestra, con la ayuda del multiparametro y la sonda de
medicién de conductividad eléctrica, se determind este parametro durante los 4 dias de
muestreo. Se sumergié el sensor de la sonda en cada muestra y se espero el tiempo
adecuando hasta que el equipo se estabilice y en la pantalla arroje el valor de medicion en

mS/cm, unidades propias de la conductividad (Seoanez, M., 2003).

Sdlidos Disueltos Totales (TDS)
Los TDS estan relacionados directamente con la conductividad eléctrica (Seoanez, M.,

2003), por ello, estos se rigen y se calculan con la ecuacion (1):

TDS (mg/L) = 670 X conductividad (D

Diseiio Experimental

El disefio experimental para este proyecto fue completamente aleatorio, en donde se
hace la comparacion de los parametros ambientales y fisicoquimicos de los lixiviados dentro de

los diferentes ensayos. Se realizaron 2 ensayos, conformados con 3 reactores cada uno.
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Tabla 6.

Descripcion de los ensayos y tratamientos de los lixiviados

Ensayo Tratamiento Composicion
Ensayo 1 Reactor A Agua cruda + sorbetes + aireacion
P1-2 Reactor B Agua cruda + sorbetes + tratamiento tradicional + aireacion
Reactor C Agua cruda + sorbetes + caldos microbianos + aireacion
Ensayo 2 Reactor D Agua cruda + sorbetes + aireacién
P9 Reactor E Agua cruda + sorbetes + tratamiento tradicional + aireacion
Reactor F Agua cruda + sorbetes + caldos microbianos + aireacion

Nota. Se muestra la descripcién de cada ensayo y el contenido de cada uno de ellos.

Los tratamientos se determinaron por un DECA (disefio experimental completamente
aleatorio), realizandose una prueba de ANOVA simple para determinar la varianza existente y
significativa entre tratamientos. Mediante una prueba de Duncan (0.05 de valor de significancia)

se compraron las medias de la experimentacion, todo ello con ayuda del software InfoStat.

Tabla 7.

Diserio experimental

Disefio experimental DECA
Tratamientos 3
Repeticiones 2

Unidades experimentales 6
Muestras por repeticion 1
Muestras totales 3
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Hipoétesis

Nula

El tratamiento aplicado en cada reactor y la degradacién de materia organica
(disminucién de DQO) no tienen una diferencia significativa, durante el periodo de 7 dias de

tratamiento.

Alternativa
El tratamiento aplicado en cada reactor y la degradacién de materia organica
(disminucién de DQO) tienen al menos una diferencia significativa, durante el periodo de 7 dias

de tratamiento.

Variable de respuesta

Disminucién del DQO / Aumento del porcentaje de remocién de DQO.

Factores:

Factor A

Tipo de tratamiento aplicado (Tabla 6)

Factor B

Tiempo (0,3,5y 7 dias)
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Capitulo IV: Resultados

Acondicionamiento y toma de muestras

En los reactores con agua residual cruda escalados a laboratorio, que se
acondicionaron a ambientes anoxico y aerobio indistintamente, luego de los 3 dias de
acondicionamiento, se tomaron alicuotas de 50 mL para la cuantificacion de los pardmetros
ambientales iniciales (Tabla 8), y, ademas, de estas muestras se realizaron los aislamientos de

los microorganismos existentes en cada uno de los medios.

Tabla 8.

Parametros ambientales iniciales de las muestras crudas.

Parametro Reactor Aerobio Reactor Andxico
DQO 6952 mg/L 7077 mg/L
pH 8.40 8.49
Conductividad 15.47 mS/cm 18.52 mS/cm
TDS 10364.9 mg/L 12408.4 mg/L
oD 2.12 mg/L 0.28 mg/L

Nota. En la tabla se muestras los valores iniciales de cada parametro medido con los que se
presenta el agua residual cruda (lixiviado), mismos que se utilizé para el aislamiento de

microorganismos nativos.

Aislamiento de microorganismos.

De cada una de las muestras aerobia y anéxica obtenidas, después de realizar las
siembras por diluciones seriadas, se observaron las cajas Petri con crecimiento separado en

cada caso.
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Para las muestras aerobias, las colonias se extrajeron de la siembra por dilucién de 10%,

102y 103, ya que en estas existia presencia de colonias separadas y diferenciadas mismas

gue poseian caracteristicas morfolégicas notorias como color blanquecino, formas que iban de

redondas a irregulares, y de tamafio pequefio a mediano (Figura 3). En la Tabla 9 se observan

las caracteristicas encontradas.

Tabla 9.

Caracteristicas morfolégicas de las colonias aerobias aisladas.

Muestra Cddigo Color Forma Macroscopica Tamarnfo Textura
E1AE10-2(1) 01AE Blanca Redonda Pequefa Cremosa
E2AE10-2(2) 02AE Blanca Irregular Mediana Cremosa

2E1AE10-1(1)  03AE Blanca Redonda Pequefia Cremosa
2E1AE10-2(2)  O4AE Blanca Irregular Pequefia Cremosa
2E1AE10-3(1)  O5AE Blanca Redonda Pequefia Cremosa
2E2AE10-1(2)  O0BAE Blanca Irregular Mediana Cremosa
3E2AE10-2(2)  O7AE Blanca Irregular Mediana Cremosa

Nota. La tabla muestra a detalle cada una de las colonias extraidas de las muestras aerobias

con sus diferentes caracteristicas morfolégicas macroscopicas observadas.
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Figura 3.

Colonias aisladas con microorganismos aerobios.

*

Nota: Se muestran las cajas Petri con Agar Nutriente que contienen las colonias descritas

anteriormente para el aislamiento de microorganismos.

En el caso de las muestras andxicas se extrajeron las colonias de la siembra por
dilucién de 10°, estas presentaban colonias diferenciadas y aisladas unas de otras, y poseian
caracteristicas morfolégicas como color blanquecino, formas que iban de redondas a
irregulares, textura cremosa en su mayoria y un tamafo que iba de pequefio a mediano (Figura

4). Estos resultados se detallan en la Tabla 10.

Tabla 10.

Caracteristicas morfolégicas de las colonias andxicas aisladas.

Muestra Cédigo Color Forma Macroscopica Tamafio Textura
E1AN10-5(1) 08AN Blanca Redonda Mediana Cremosa
E1AN10-5(2) 09AN Blanca Irregular Mediana Cremosa

E1AN10-5(3) 10AN Blanca Irregular Pequefia Cremosa
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E1AE10-5(4) 11AN Blanca Redonda Mediana Cremosa
E2AN10-5(1) 12AN Blanca Irregular Mediana Cremosa
E2AN10-5(2) 13AN Blanca Redonda Pequefia Cremosa
2E2AN10-5(1) 14AN Blanca Redonda Mediana Cremosa

Nota. La tabla muestra a detalle cada una de las colonias extraidas de las muestras anoxicas

con sus diferentes caracteristicas morfolégicas macroscopicas observadas.

Figura 4.

Colonias aisladas con microorganismos anoxicas.

Nota. Se muestran las cajas Petri con Agar Nutriente que contienen las colonias descritas

anteriormente para el aislamiento de microorganismos.

Todas las colonias aisladas de las cajas Petri y caracterizadas morfolégicamente en las
tablas 9 y 10, se conservaron en los tubos con Agar Nutritivo en pico de flauta (Figura 5), para

los posteriores analisis bioquimicos, moleculares y ambientales.
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Figura 5.

Microorganismos aerobios y anoxicos en cultivos puros.

Nota: Se observa los tubos etiquetados con las diferentes cepas andxicas y aerobias aisladas

previamente.

Caracterizacion Bioquimica e Identificacion Molecular
Analisis Bioquimico

Las caracteristicas metabdlicas que posee cada bacteria se ven evidenciadas a través
de pruebas bioquimicas que muestran las diferencias o similitudes entre ellas, por ello, cada
uno de los cultivos aislados en tubos con Agar Nutritivo en pico de flauta tanto aerobios como
anoxicos, fueron caracterizados mediante la aplicacion de pruebas bioquimicas entre las que

constaron tinciones, pruebas reactivas y medios selectivos.

Tinciones

Tincién Gram
Los resultados obtenidos luego de aplicar la coloracién de Gram fueron clasificados
segun la tonalidad que tomaron las bacterias de cada muestra, permitiendo diferenciar entre

Gram negativas de color rosa y Gram positivas de color morado (Figura 6A 'y 6B).



76

Figura 6.

Muestra con bacterias Gram negativas y con bacterias Gram positivas.

Nota. Se observa al microscopio con un lente objetivo de 100X, en la imagen izquierda (A)
Bacterias tefiidas de color rosa por lo cual se identifican como Gram negativas y poseen forma
de bacilos, mientras que, al lado derecho, (B) bacterias con forma de cocos/estreptococos y

con coloracion morada/lila siendo asi Gram positivas.

En la Tabla 11 ademas de la diferenciacién colorimétrica, también se muestra que, con
la Tinciéon de Gram, se logro identificar las formas que posee cada bacteria, sean estas cocos,

bacilos o cocobacilos segun la observacion al microscopio.

Tabla 11.

Resumen de resultados morfolégicos y colorimétricos de la Tincion Gram

Muestra Cddigo Tincién Gram Forma

01AE Gram Positiva Cocos

AEROBIA 02AE Gram Negativa Cocos
03AE Gram Positiva Cocobacilos

04AE Gram Negativa Bacilos
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O5AE Gram Negativa Cocos

06AE Gram Positiva Bacilos

07AE Gram Positiva Cocobacilos

08AN Gram Positiva Cocos

09AN Gram Negativa Bacilos

10AN Gram Positiva Bacilos y Cocobacilos
ANOXICA 11AN Gram Negativa Bacilos

12AN Gram Negativa Bacilos

13AN Gram Negativa Bacilos

14AN Gram Negativa Bacilos

Nota. Se presenta los resultados de la Tincién Gram de las muestras aerobias y anodxicas. Se

observan las formas que poseen las bacterias encontradas catalogadas como cocos, bacilos

y/o cocobacilos.

Pruebas Reactivas

Prueba de Ureasa

Con esta prueba reactiva se logro identificar la capacidad de hidrolizar urea que

presentaban los distintos tipos de bacterias, tanto aerobias como anoxicas (Tabla 12). Se

evidenciaron bacterias ureasa positiva si la tonalidad era roja, mientras que las que

conservaban el color naranja fueron ureasas negativas (Figura 7).
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Figura 7

Prueba de reactividad de ureasa

Nota. Se observa los microtubos con el reactivo de la prueba de ureasa que, al ser
homogenizado con las colonias, dan como resultado (A) positivo en color rojo y (B) negativo en

color naranja.

Prueba de Catalasa

Los resultados arrojan la reactividad del peroxido de hidrégeno con las colonias de los
distintos tipos de bacterias (Tabla 12), asi logramos obtener un resultado positivo si al
homogenizarse el reactivo y las respectivas bacterias aerobias y andxicas presentaban

burbujeo, y si carecian de éste, el resultado era negativo (Figura 8).

Figura 8.

Prueba reactiva de catalasa
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Nota. Se observa los microtubos con el reactivo de la prueba de catalasa que, al ser
homogenizado con las colonias, dan como resultado (A) positivo si presenta burbujeo y (B)

negativo si carece de él.

Prueba de Amilasa

La hidrolisis de azucares es la que determind la presencia de amilasa en las bacterias
tanto aerobias como anodxicas para determinar sus resultados (Tabla 12). Entonces, se tienen
bacterias amilasas positivas si se mantiene la coloracion blanquecina/ transparente, mientas
gue obtuvimos un resultado negativo si las bacterias cambian el reactivo a un color marrén

oscuro (Figura 9).

Figura 9.

Prueba reactiva de amilasa

A * B

Nota. Se observa los microtubos con el reactivo de la prueba de amilasa que, al ser
homogenizado con las colonias, dan como resultado (A) positivo si presenta coloracion

blanquecina/transparente y (B) negativo si el color de reactivo cambia a marrén oscuro.



Prueba de Oxidasa

Los resultados de cada una de las bacterias tanto aerobias como anoxicas, se
determinaron por la reaccién del cambio de color del disco comercial de oxidasa al probar la
presencia o ausencia de enzimas oxidasas en las colonias (Tabla 12). Por ello, si el disco
permanecia del color original, es decir blanquecino, la prueba es considerada negativa,
mientras que, si al entrar en contacto con las bacterias este tomaba una coloracién

azulada/morada oscura, la prueba es oxidasa positiva (Figura 10).

Figura 10.

Prueba reactiva de oxidasa.

Nota. Se observa los discos del reactivo de la prueba de oxidasa que, al entrar en contacto y
ser homogenizado con las colonias, dan como resultado (A) negativo si presenta coloracion
blanquecina o no hay reaccién y (B) positivo si el color del disco cambia a una tonalidad

azulada/morada oscura.

80



Tabla 12.

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

anoxicas.

Muestra Cédigo Ureasa Catalasa Amilasa Oxidasa
01AE + + + -
02AE - - - -
03AE - + + +

AEROBIA O4AE - - - -
05AE - + + +
06AE + + + -
O7AE - + + -
08AN - - - +
09AN - + - -
10AN - + - +

ANOXICA 11AN + + + -
12AN + + - -
13AN + - - +
14AN + + - -

Nota. En la tabla 12, se observa el resumen de los resultados de las cuatro pruebas
bioquimicas aplicadas a las colonias aerobias y anoxicas considerando el efecto causado al

entrar en contacto la colonia y el reactivo. Prueba positiva (+). Prueba negativa (-).
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Medios Selectivos

Medio Agar MacConkey

Al ser un medio selectivo y también diferencial, los resultados evidenciados en esta
prueba permitieron observar el crecimiento de las colonias, siendo positivo o negativo por la
presencia o ausencia de colonias, y la diferenciacién del color de estas, pues estas colonias
podian presentar una coloracién rosada o una coloracién blanquecina (Figura 10), esto se

puede resumir y evidenciar en la tabla 13.

Figura 10.

Crecimiento en el medio selectivo y diferencial Agar MacConkey

Nota. Se observa, los resultados de crecimiento de microorganismos en el Agar MacConkey,
teniendo (A) la ausencia de crecimiento, (B) crecimiento de colonias de color rosa y (C)

crecimiento de colonias en color blanquecino.

Medio Agar Eosina y Azul de Metileno

En este medio, se obtuvieron resultados positivos al presenciar crecimiento de colonias,
mientras que se reporté como negativo al tener ausencia de ellas. Al tener resultados positivos,
también se discriminé el color de estas colonias, mismas que presentaban una coloracion
morada metalica o incoloras (Figura 11). En la tabla 13 se puede observar en resumen los

resultados de las colonias aerobias y andxicas obtenidas para el medio EMB.
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Figura 11.

Crecimiento en el medio Agar Eosina y Azul de Metileno (EMB)

Nota. Se observa, los resultados de crecimiento de microorganismos en el Agar MacConkey,
teniendo (A) la ausencia de crecimiento, (B) crecimiento de colonias de color morado metélico y

(C) crecimiento de colonias incoloras.

Tabla 13.

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

Agar MacConkey Agar EMB
Muestra Caddigo
Crecimiento Coloracion Crecimiento Coloracién

01AE - SC - SC

02AE + Rosada + Morado

03AE + Rosada - SC
AEROBIA O4AE - SC + Morado

05AE + Blanquecino + Incolora

06AE + Rosada + Morado

07AE - SC - SC

ANOXICA 08AN - SC + SC




84

09AN - SC - SC
10AN - SC + Morado
11AN + Rosada - SC
12AN + Rosada + Morado
13AN + Rosada + Morado
14AN + Rosada + Morado

Nota. En la tabla 13, se observa el resumen de los resultados de los dos medios selectivos y
diferenciales aplicados a las colonias aerobias y andxicas considerando la ausencia y
presencia de colonias bacterianas en cada una, ademas de definir la coloracién de las colonias
gue se encuentran presentes en cada medio. Prueba positiva/ Presencia de colonias (+).

Prueba negativa/ Ausencia de colonias (-). Sin colonias (SC).

Analisis Molecular

En la identificacion molecular, se tomé en cuenta los cultivos previamente aislados y
caracterizados bioquimicamente, por ello se eligieron los que presentaban caracteristicas
diferentes y notorias a nivel macro y microscopico. Estos cultivos fueron tanto aerobios (04AE,
O05AE, 06AE y 07AE) como andéxicos (09AN, 10AN, 13AN Y 14AN), mismos de los que se
extrajo su DNA indistintamente por el protocolo de CTAB, y llevados a cuantificacion para

observar los resultados.

Cuantificacion de DNA

Al culminar con la extraccion de DNA, el material genético obtenido fue llevado a lectura
al Nanodrop, mismo que arrojé los resultados que se reflejan en la tabla 14, donde se muestran
los valores de concentracion de la muestra, la pureza del DNA obtenido y la existencia de RNA

en cada muestra analizada.
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Tabla 14.

Resultados de cuantificacion de DNA bacteriana.

Muestra Nﬁg:gi‘zo Unidades A260 (Abs) A280 (Abs)  260/280  260/230 n:ifgsfrz Factor
MUESTRAS AEROBIAS
Blanco -0.1 ng/ul -2 -3 0.58 -0.71 DNA 50.00
04AE 4.3 ng/ul 85 47 1.80 0.53 DNA 50.00
05AE 223.6 ng/ul 4.471 2.450 1.83 1.16 DNA 50.00
06AE 44.3 ng/ul 886 422 2.10 1.91 DNA 50.00
07AE 3.9 ng/ul 78 42 1.86 0.63 DNA 50.00
MUESTRAS ANOXICAS
Blanco 0.2 ng/pl 0.004 -0.002 -2.07 0.38 DNA 50.00
09AN 2.9 ng/ul 0.058 0.029 2.02 0.72 DNA 50.00
10AN 6.6 ng/ul 0.131 0.075 1.75 1.36 DNA 50.00
12AN 8.0 ng/ul 0.160 0.087 1.85 1.16 DNA 50.00
14AN 28.5 ng/ul 0.571 0.292 1.95 1.45 DNA 50.00

Nota. En la tabla se puede observar los resultados de la cuantificacion de DNA de las muestras
aerobias y andxicas posterior a la extraccion de su material genético mediante el protocolo de

CTAB.

Las muestras aerobias 05AE (2E1AE10-3(1)), 06AE (2E2AE10-1(2)) y la muestra
anoxica 14AN (2E2AN10-5(1)) presentaron una cantidad significativa de DNA, ademas de
cumplir con los ratios requeridos para ser llevadas al proceso de secuenciacion, por estas
caracteristicas, estas 3 muestras fueron seleccionadas para ser enviadas a identificacion

molecular con secuenciacién de alto rendimiento.
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Secuenciacion de Alto Rendimiento

Mediante la secuenciacién de alto rendimiento, llumina, se determind la identificacién de
género y familia de las especies bacterianas mas abundantes en cada una de las 3 muestras

secuenciadas, estos resultados se muestran y se resumen en la tabla 15.

Tabla 15.

Identificacion taxonoémica bacteriana por secuenciacion de alto rendimiento, llumina.

Muestra Microorganismo Identificado % Reads Totales
Pseudomonas fluorescens 65.84%
O5AE
Brevudimonas diminuta 29.82%
Bacillus licheniformis 54.92%
06AE Bacillus sonorensis 37.60%
Bacillus idriensis 6.54%
Bacillus licheniformis 83.04%
14AN
Bacillus sonorensis 15.94%

Nota. Se presenta los resultados de las especies bacterianas mas abundantes y de importancia

remediadora de las muestras secuenciadas por llumina.

En los resultados de la secuenciacion de alto rendimiento, encontramos bacterias de los
géneros Bacillus, Pseudomonas y Brevudimonas, mismas que poseen un porcentaje
significativo dentro de cada una de las muestras analizadas y son de importancia para
remediacion ambiental. La bacteria Bacillus licheniformis cuenta con alto porcentaje en 2 de las
muestras, tanto aerobia como andxica, por ello mediante investigacion bibliografica se afirma

ser una bacteria facultativa.
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Ensayos de Biorremediacién de Lixiviados

Caldos Bacterianos
Se obtuvo un volumen de 200 mL caldos bacterianos en los Erlenmeyer, tanto aerobio
(100 mL) como anaerobio (100 mL) con una concentracion de 231 NTU (77 mg/L) y 370 NTU

(124 mg/L) respectivamente (Figura 12).

Figura 12.

Caldos bacterianos para bioaumentacion.

Nota. Se observa el caldo nutriente de los distintos cultivos, (A) caldo con microorganismos

aerobios y (B) caldo con microorganismos anoxicos.

Muestreos

Las muestras obtenidas para los analisis de los diferentes parametros a lo largo del
tiempo establecido (7 dias), se realizaron a partir de los reactores escalados a laboratorio en
los que se colocaron sorbetes y agua cruda/lixiviado (Figura 13), mas una fuente de aireacion
(Figura 14). En cada muestreo, se extrajeron 30 ml en frascos estériles para analizar los

pardmetros ambientales que requiere la experimentacion (Figura 15).
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Figura 13.

Reactores escalados a laboratorio.
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Nota. Se observa los reactores escalados a nivel de laboratorio de los distintos experimentos.
Reactores A, B y C con muestra de lixiviado 1 (P1-2). Reactores D, E y F con muestra de

lixiviado 2 (P9).

Figura 14.

Reactores escalados a nivel de laboratorio con fuente de aireacion.

Nota. Los reactores se dispusieron en un espacio abierto, conectados con una fuente de
aireacion (aireadores mecanicos con difusores de aire), para poder generar movimiento en los

sorbetes y desplazamiento de aire en todo el contenedor con lixiviado.
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Figura 15.

Frascos de muestras tomadas de los reactores.

Nota. Se observa los frascos estériles en refrigeracién de las muestras de cada uno de los

reactores en los diferentes tiempos para los posteriores andlisis de parametros ambientales.

Monitoreos y Parametros de Control

Propiedades Organolépticas

Las caracteristicas que fueron evaluadas en los distintos tratamientos fueron su olor y
color al pasar del tiempo, viendo cambios significativos desde el dia 0 hasta el dia 7 (Tabla 16).
El color vari6 de negro a café (Figura 16), mientras que el olor caracteristico de lixiviado fue
disminuyendo a lo largo de los dias. Esto fue mucho mas notorio en los reactores Cy F (3

dias), mientras que tardo un poco mas en el resto de los tratamientos.
Tabla 16.

Propiedades organolépticas de los tratamientos de lixiviados.

Muestra Tratamiento Tiempo (dias) Color Olor
t0 Negro Desagradable
Lixiviado 1
Reactor A t3 Café oscuro Desagradable
(P 1-2)

t5 Café oscuro Desagradable




t7 Café Disminucién de olor
t0 Negro Desagradable
t3 Café oscuro Desagradable
Reactor B
t5 Café oscuro Desagradable
t7 Café Disminucién de olor
t0 Negro Desagradable
t3 Café Desagradable
Reactor C
t5 Café Disminucién de olor
t7 Café claro Disminucién de olor
t0 Negro Desagradable
t3 Café oscuro Desagradable
Reactor D
t5 Café oscuro Desagradable
t7 café Disminucién de olor
t0 Negro Desagradable
Lixiviado 2 t3 Café oscuro Desagradable
Reactor E
(P9 t5 Café oscuro Desagradable
t7 Café Disminucién de olor
t0 Negro Desagradable
t3 Café Desagradable
Reactor F
t5 Café Disminucién de olor
t7 Café claro Disminucién de olor

Nota. Resumen de las propiedades organolépticas mas notorias de los tratamientos con los

distintos tipos de lixiviados 1y 2.
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Figura 16.

Variacion de color en los distintos tratamientos de lixiviados.

Muestra Lixiviado 1
(P 1-2)

Tiempo: dia 0 (inicial)
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Nota. Se muestra el cambio de tonalidad que existe desde el dia inicial (t0) en comparacion del

dia final (t7) de los distintos tratamientos aplicados en los lixiviados 1y 2.

Parametros Ambientales

Se determiné la DQO de cada una de las muestras tomadas a lo largo del tiempo para
mostrar el porcentaje de degradacion de la materia organica presente en los lixiviados con los
diferentes tratamientos (Tabla 18). Ademas, se analizaron otros 5 parametros como
conductividad, pH, OD, turbidez y TDS (Tabla 17), para corroborar los resultados de

disminucion de DQO.

Determinacion de Conductividad, pH, OD, Turbidez y TDS
A partir de los ensayos realizados, se determiné que los parametros como conductividad

y TDS disminuyen a lo largo de los 7 dias de los distintos tratamientos. Ademas, en parametros
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como el pH y el OD, se muestran un incremento en su valor. Mientras que la turbidez, muestra
un aumento en su valor del dia 0 al 3 debido a la bioaumentacion, y del dia 3 al 7 se observa
un decrecimiento en los NTU, debido al consumo de la materia organica (Tabla 17). Todos
estos resultados hacen alusion a que los tratamientos tienen efectividad en disminuir la
cantidad de materia organica presente en los lixiviados, y se puede resaltar que los reactores C
y F, que contenian los microorganismos aislados, son los que tienen mejores resultados que

otros tratamientos en los reactores.

Tabla 17.

Parametros ambientales medidos en los distintos reactores en el tiempo.

Conductividad oD Turbidez TDS
Reactor Tiempo pH
(mS/cm) (mg/L) (NTU) (mg/L)

LIXIVIADO 1 (P 1-2)

0 23.9 8.16 0.21 180 16013
A 3 22.8 9.03 0.72 461 15276
5 19.76 9.28 2.61 445 13239.2
7 18.35 9.52 4.42 377 12294.5
0 23.9 8.16 0.21 180 16013
B 3 20.44 9.32 0.75 441 13694.8
5 18.20 9.51 3.38 433 12194
7 16.92 9.61 5.24 362 11336.4
0 23.9 8.16 0.21 180 16013
3 20.39 9.23 0.64 668 13661.3
- 5 18.11 9.47 2.39 585 12133.7

7 16.60 9.59 4.06 466 11122




93

LIXIVIADO 2 (P 9)

0 29.6 8.19 0.81 292 19832
3 25.4 9.25 1.44 268 17018
0 5 21.11 9.52 4.09 253 14143.7
7 18.75 9.63 6.69 228 12562.5
0 29.6 8.19 0.81 292 19832
3 21.65 9.34 1.38 275 14505.5
- 5 20.17 9.54 4.36 268 13513.9
7 17.83 9.71 6.84 227 11946.1
0 29.6 8.19 0.81 292 19832
3 21.20 9.32 1.43 290 14204
" 5 19.96 9.52 4.18 258 13373.2
7 17.91 9.68 6.43 236 11999.7

Nota. La tabla resume algunos parametros medidos para la determinacion de la calidad del

agua residual (lixiviado 1y 2).

Determinacion de DQO

A partir de los ensayos realizados, se determiné el valor de DQO de cada muestra a los
0,3,5y 7 dias, donde se observéd una disminucion a partir del dia 3 en adelante, en todos los
tratamientos (Tabla 18, Figura 17). También, se analizé el porcentaje de disminucién de la
DQO (Tabla 19, Figura 18), donde se observé que los reactores con bioaumentacion, es decir,
los reactores C (lixiviado 1) y F (lixiviado 2) tuvieron una mayor eficiencia en remocion de
materia organica, ya que lograron una disminucién del 21.90% y 44.66% de DQO

respectivamente en 7 dias de tratamiento, en comparacion de los otros tratamientos.



Tabla 18.

Valores de DQO (mg/L) medidos en el tiempo de los distintos tratamientos.

Muestra Tratamiento Tiempo (dias) DQO
0 4452.5
3 4027.5

Reactor A
5 3852.5
7 3577.5
0 44525
Lixiviado 1 3 4127.5

Reactor B
(P1-2) 5 3952.5
7 3527.5
0 44525
3 3977.5

Reactor C
5 3627.5
7 3477.5
0 4702.5
3 4577.5

Reactor D
5 4502.5
7 4402.5

Lixiviado 2
0 4702.5
(P9)

3 3877.5

Reactor E
5 3602.5
7 2727.5

Reactor F 0 4702.5
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3 3552.5
5 3102.5
7 2602.5

Nota. La tabla resume los valores obtenidos al relacionar la absorbancia obtenida en los viales

de DQO vy la curva de calibracion del equipo para obtener el resultado final de DQO de cada

una de las muestras de los tratamientos en los reactores.

Figura 17.

Gréficas de tendencia de disminucion de valor de DQO en los diferentes ensayos.
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Nota: Se muestran graficas lineales y en barras que representan los valores obtenidos en el

analisis de DQO, mismos que disminuyen a lo largo del tiempo de tratamiento. (1A 'y 2A)

Graficas de reactores A, B y C (lixiviado 1), donde se muestra mayor disminucién de DQO en el

reactor C (bioaumentacion). (1B y 2B) Graficas de reactores D, E y F (lixiviado 2), muestra

mayor disminucion el tratamiento de bioaumentacién del reactor F.



Tabla 19.

Porcentajes de disminucion de DQO en los diferentes tratamientos.

Muestra Tratamiento Tiempo (dias) % Remocion DQO
0 -
3 9.55 %
Reactor A
5 13.48 %
7 19.65 %
0 -
Lixiviado 1 3 7.30 %
Reactor B
(P1-2) 5 11.23 %
7 20.77 %
0 -
3 10.67 %
Reactor C
5 18.53 %
7 21.90 %
0 -
3 2.66 %
Reactor D
5 4.25 %
7 6.38 %
Lixiviado 2
0 -
(P9)
3 17.54 %
Reactor E
5 23.39 %
7 42.00 %
Reactor F 0

96
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3 24.46 %
5 34.02 %
7 44.66 %

Nota. La tabla resume los porcentajes de disminucion de DQO desde el dia 0 hasta el dia 7 de

tratamiento, viéndose una mayor eficiencia de disminucién en los reactores C y F, donde se

encontraba la bioaumentacion, estos con un porcentaje del 21.90% y 44.66% respectivamente,

siendo los porcentajes de remocién mas altos alcanzados en la experimentacion.

Figura 18.

Graficas de tendencia porcentual de remocion de DQO en los diferentes ensayos.
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Nota. Se muestran graficas lineales y en barras que representan los porcentajes de remocion

de DQO, mismos que aumentan a lo largo del tiempo de tratamiento. (1A y 2A) Graficas de

reactores A, By C (lixiviado 1), donde se muestra una mayor remocion de DQO en el reactor C

(bioaumentacion). (1B y 2B) Graficas de reactores D, E y F (lixiviado 2), muestra mayor

porcentaje de remocion en el tratamiento de bioaumentacion del reactor F.



Analisis Estadistico

Mediante analisis estadistico se determind la relacién entre los tipos de lixiviados, la
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eficiencia de los tratamientos y la disminucion de DQO en funcién del tiempo, sustentando asi

los resultados experimentales mediante un analisis de varianzas ANOVA con la aplicacion de

un Test de Duncan.

En la tabla 20, se muestran los datos experimentales con los que se generaron gréaficas

de interaccion para mostrar la eficiencia de disminucién de DQO en el tiempo, asi como

también la relacion con los lixiviados 1y 2 (Figura 19).

Al ser los mismos tratamientos con diferentes lixiviados, la mejor manera de realizar un

trabajo estadistico en este modelo experimental es diferenciarlos por los tipos de reactores

usados, es asi como los reactores aireados son Ay D, los reactores tradicionales son By E,

mientras que los Reactores Bioaumentacién son C y F, perteneciendo los primeros al lixiviado 1

y los segundos al lixiviado 2.

Tabla 20.

Datos experimentales de disminucién de DQO

Lixiviado Reactor Tiempo DQO (mg/L)
Lixiviado 1 R. Aireado 0 44525
Lixiviado 1 R. Aireado 3 4027.5
Lixiviado 1 R. Aireado 5 3852.5
Lixiviado 1 R. Aireado 7 3577.5
Lixiviado 1 R. Tradicional 0 4452.5
Lixiviado 1 R. Tradicional 3 4127.5
Lixiviado 1 R. Tradicional 5 3952.5
Lixiviado 1 R. Tradicional 7 3527.5
Lixiviado 1 R. Bioaumentacion 0 44525
Lixiviado 1 R. Bioaumentacion 3 3977.5
Lixiviado 1 R. Bioaumentacion 5 3627.5
Lixiviado 1 R. Bioaumentacion 7 3477.5
Lixiviado 2 R. Aireado 0 4702.5
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Lixiviado 2 R. Aireado 3 4577.5
Lixiviado 2 R. Aireado 5 4502.5
Lixiviado 2 R. Aireado 7 4402.5
Lixiviado 2 R. Tradicional 0 4702.5
Lixiviado 2 R. Tradicional 3 3877.5
Lixiviado 2 R. Tradicional 5 3602.5
Lixiviado 2 R. Tradicional 7 2727.5
Lixiviado 2 R. Bioaumentacion 0 4702.5
Lixiviado 2 R. Bioaumentacion 3 3552.5
Lixiviado 2 R. Bioaumentacion 5 3102.5
Lixiviado 2 R. Bioaumentacion 7 2602.5

Nota. Se muestra los tipos de tratamientos en los reactores segun el lixiviado utilizado en cada

caso (lixiviado 1y lixiviado 2), los tiempos de tratamiento en cada caso y el DQO generado en

el andlisis durante el tiempo en que se realizé la experimentacion.

Figura 19.

Gréficas de interaccion de Disminucion de DQO en funcion del tiempo segun el tipo de

tratamiento.
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Nota. Se observa la relacion de disminucion de DQO en funcién del tiempo y del lixiviado que
contiene cada tipo de reactor, ademas del factor RZ que muestra un modelo experimental con
gran precision (>0.95); y la ecuacion lineal de la linea de tendencia en cada caso donde la
pendiente negativa indica la cantidad disminucién progresiva de DQO en el tiempo. (A) Reactor
Aireado, muestra mayor disminucién a los 7 dias con el lixiviado 1. (B) Reactor Tradicional,
muestra mayor disminucién a los 7 dias con el lixiviado 2. (C) Reactor Bioaumentacion,

muestra mayor disminucién a los 7 dias con el lixiviado 2.

En la Tabla 21 de doble entrada, se resume los promedios de DQO para cada uno de
los lixiviados segun el tipo de tratamiento al que fueron sometidos indistintamente. Con ello, se
generan graficas de interaccién donde se observa el DQO promedio segun el tipo de
tratamiento (Figura 20) y la relacién entre el DQO promedio y el tipo de lixiviado (1 y 2) que se

remedi6 (Figura 21).
Tabla 21.

Promedio de DQO por tipo de tratamiento aplicado en cada lixiviado.

Tipo de tratamiento

R. Aireado R. Tradicional R. Bioaumentacion
Lixiviado Lixiviado 1  3977.50 mg/L 4015.00 mg/L 3883.75 mg/L
Lixiviado 2  4546.25 mg/L 3727.50 mg/L 3490.00 mg/L

Nota. Se muestran los promedios generales de los DQO obtenidos en los distintos tratamientos
dentro del reactor MBBR. Para el lixiviado 1, segun el promedio el tratamiento que genera
mayor disminucion de DQO es la Bioaumentacion, no obstante, para el lixiviado 2 se determina
gue la Bioaumentacion también es la mejor opcién, pues muestra el valor de DQO mas bajo

entre todos los tratamientos.
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Figura 20.

Grafica de interaccion DQO promedio y tipo de tratamiento.
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Nota. Se observa las lineas de interaccion del tipo de lixiviado: (azul) lixiviado 1 y (rojo) lixiviado
2, donde segun el tratamiento y el DQO promedio, el mayor consumo de materia organica para
la disminucion de este pardmetro se da con el lixiviado 2, cuando se realiza un reactor MBBR

con bioaumentacion.

Figura 21.
Gréfica de interaccion DQO promedio y tipo de tratamiento.

Interelacion de tipo lixiviado y DQO promedio segun tipo de
tratamiento

. Aireado R.Tradicional R. Bioaumentacién
4750
4500
0 4250
o
]
£ 4000 =
2
o
3750
Q
o
o 3500
3250
3000
Lixiviado 1 Lixiviado 2
Lixiviado

Nota. Se observa las lineas de interaccién del tipo de tratamiento: (azul) R. Aireado, (naranja) R

Tradicional y (gris) R. Bioaumentacion, donde segun el tipo de lixiviado y el DQO promedio, el
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lixiviado 1 tiene menor disminucion de DQO promedio en los 3 tipos de reactores, mientras que
el lixiviado 2 genera mayor remocién de DQO promedio. También, el tratamiento solamente
aireado presenta una linea ascendente, lo que significa que es el tratamiento menos eficaz de
los 3, en comparacién de los tratamientos tradicional y de bioaumentacion, que tienen lineas
descendentes casi paralelas en interaccion positiva siendo mejores tratamientos que el aireado,
sin embargo, el tratamiento de bioaumentacion muestra una pendiente de disminucion mayor y
esta por debajo de las otras rectas, entonces este se determina como el mejor tratamiento

aplicado conjuntamente con el lixiviado 2.

Aplicando el Test de Duncan para el estudio de medias a través de tablas ANOVA se
pudo determinar las diferencias y similitudes entre tipos de lixiviados (Tabla 22), el tiempo de
tratamiento (Tabla 23), el tipo de tratamiento (Tabla 24) y la relacion entre tipo de lixiviado y el
tratamiento aplicado (Tabla 25) en cada reactor MBBR, dandonos asi respaldo al disefio
experimental para determinar el mejor tratamiento que en este caso resultd ser el uso del
reactor MBBR con bioaumentacion utilizando microorganismos nativos aplicados en el

tratamiento del lixiviado 2 (P-9) (Figura 22).

Tabla 22.

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

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

Nota. Se muestra el analisis estadistico con Test de Duncan para los lixiviados con Alfa = 0.05,
Error = 0.019 y gl= 15. Las medias que poseen la misma letra no presentan diferencias

significativas (p>0.05), lo que quiere decir que las caracteristicas que diferencian el tipo de



lixiviado al ser de diferentes muestras no interfieren de manera significativa en el tipo de

tratamiento que se les aplique.

Tabla 23.

Analisis estadistico con Test de Duncan aplicado al tiempo de tratamiento.
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Tiempo Medias n E.E.
7 3385.83 6 123.45
5 3773.33 6 123.45
3 4023.33 6 123.45
0 4577.50 6 123.45 C

Nota. Se muestra el analisis estadistico con Test de Duncan para el tiempo de tratamiento con

Alfa = 0.05, Error = 0.019 vy gl= 15. Las medias que poseen la misma letra no presentan

diferencias significativas (p>0.05). Se caracteriza como C al peor tiempo de remocion, es decir

el dia 0, seguido de ello, para los dias 3 y 5 no existe diferencia significativa entre ellos en la

remocion de materia organica, pero si una mayor remocion que el dia 0, por ello ambos

presentan la letra B, y finalmente con la letra A se tiene al dia 7 donde se logra la mayor

remocién de DQO promedio en los tratamientos.

Tabla 24.

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

Tratamiento Medias E.E.
R. Bioaumentacion 3686.88 106.91
R. Tradicional 3871.25 106.91
R. Aireado 4261.88 106.91

Nota. Se muestra el andlisis estadistico con Test de Duncan para el tiempo de tratamiento con

Alfa = 0.05, Error = 0.019 y gl= 15. Las medias que poseen la misma letra no presentan
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diferencias significativas (p>0.05). Segun el tipo de tratamiento, el R. Aireado categorizado con
B, es el peor método de remediacion para el reactor MBBR, pues posee la media mas alta de
remocién de DQO. Mientras tanto, el R. Tradicional y el R. Bioaumentacion, se categorizan con
Ay son los 2 mejores tratamientos para remediacion, sin embargo, si se comparan las medias,
a pesar de que estadisticamente no tienen una diferencia significativa, el mejor tratamiento

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

Tabla 25.

Analisis estadistico con Test de Duncan aplicado a la relacion entre el tipo de lixiviado y el

tratamiento aplicado.

Lixiviado Tratamiento Medias n E.E.

Lixiviado 2 R. Bioaumentacion  3490.00 4 151.19 A

Lixiviado 2 R. Tradicional 3727.50 4 151.19 A B
Lixiviado 1 R. Bioaumentacion  3883.75 4 151.19 A B
Lixiviado 1 R. Aireado 3977.50 4 151.19 A B
Lixiviado 1 R. Tradicional 4015.00 4 151.19 B
Lixiviado 2 R. Aireado 4546.25 4 151.19 C

Nota. Se muestra el analisis estadistico con Test de Duncan para el tiempo de tratamiento con
Alfa = 0.05, Error = 0.019 y gl= 15. Las medias que poseen la misma letra no presentan
diferencias significativas (p>0.05). Se presenta la relacion entre el lixiviado y el tipo de
tratamiento, categorizando solamente como A, al mejor tratamiento que es R. Bioaumentacion
con el lixiviado 2, pues este es el que presenta la media de DQO mas baja siendo el mas
eficiente. El tratamiento R. Tradicional, categorizado solamente como B, es el segundo mejor
tratamiento, pero este aplicado en el lixiviado 1. Finalmente, categorizado como C, siendo el

ultimo tratamiento para elegir, tenemos el R. Aireado con lixiviado 1. Los tratamientos que
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comparten Ay B, son tratamientos que pueden ser tan 0 no tan buenos como los tratamientos

categorizados con una sola letra.

Figura 22.

Gréfico de barras de tratamientos de lixiviados y disminucion de DQO.
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Nota. Se observa el grafico de barras donde se detona la disminucién de DQO media en cada
tratamiento (p>0.05), teniendo como A la disminucion mayor siendo este en el Tratamiento con
Bioaumentacion, seguido de B, el Tratamiento Tradicional con un buen resultado de
disminucion, mientras que C, el Tratamiento solamente Aireado, tiene el valor mas alto de DQO
de entre los 3 tratamientos. Por ello, el mejor modelo para la biorremediacion de lixiviados

basados en la estadistica es el tratamiento con Bioaumentacion.

Después del analisis estadistico, resulta el rechazo de la hip6tesis nula y se acoge la
hipotesis alternativa donde el tratamiento aplicado en cada reactor y la degradacion de materia
organica (disminucion de DQO) tienen al menos una diferencia significativa, durante el periodo

de 7 dias de tratamiento.
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Capitulo V: Discusién

Como menciona Eljaike, M. (2013), los lixiviados son un problema latente alrededor del
mundo, siendo uno de los retos mas grandes para los profesionales en la rama ambiental, ya
gue estos residuos liquidos cuentan con elevadas cargas organicas. Por ello, en el estudio
bibliografico de Zafra-Mejia y Romero-Torres (2019), menciona que en Iberoamérica se han
implementado varios tipos de tecnologias para tratar estos lixiviados, entre ellos y los mas
utilizado y reportados por las investigaciones son los procesos bioldgicos con un 34.1% de
utilizacion para disminuir la contaminacion ambiental, tanto de aguas y suelos, aguas fluviales y

subterraneas, y con ello evitar afecciones directas a la salud publica.

En el estudio realizado, se utilizaron lixiviados, mismos que fueron fuente para la
extraccién de microorganismos y su posterior biorremediacion. Al ser un tipo de agua residual
con gran cantidad de contaminantes tanto organicos como inorganicos, la mejor opcién para
remediar los lixiviados y disminuir su cantidad de carga organica fue la utilizacién de un
tratamiento biolégico, en este caso la bioaumentacion de microorganismos nativos, ya que es
una opcioén viable, econémica y puede ser escalable de nivel laboratorio a nivel industrial para

generar la reduccién de la contaminacién por estos residuos liquidos que se generan a diario.

La utilizacion de tratamientos biol6gicos como el sistema MBBR para el tratamiento de
lixiviados, es una de las opciones de biorremediacion més confiable, asi lo menciona Canut A.
et al. (2016), ya que es un proceso aerobio de biofilm con la utilizacion de carrier (chips
plasticos) para crear una biopelicula o biomasa que permita la descomposicion de la materia
organica que se encuentra en las aguas residuales. La presencia de cada carrier aumenta de
manera significativa la degradacion de la materia organica, ya que dicha superficie les brinda
proteccion a las bacterias y permite un alto crecimiento poblacional de los microorganismos, lo
gue ayuda a que no haya problemas con la presencia de altas cargas orgénicas, tiempo de

retencién hidraulica y formacioén de lodos.
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Por las caracteristicas que presenta el sistema MBBR, se logré escalar a nivel de
laboratorio un sistema similar para buscar generar un gran crecimiento poblacional de
microorganismos que puedan degradar la materia organica presente en los lixiviados, ademas
de ser un sistema aerobio, fue complementado con una fuente de aireacion para mantener el
movimiento de los carrier (sorbetes) permitiendo asi que las bacterias que se afiadieron tengan
mayor posibilidad de crecer y sobrevivir en el agua residual ademas de degradar toda la

materia organica posible en el tiempo (7 dias) en que se llevé a cabo el proceso.

Varios autores entre los que se encuentran Dupla et al. (2006); Rusten et al. (2006); y
Plattes et al. (2007), mencionan las propiedades que definen y hacen eficiente a un sistema
MBBR a comparacién de otro tipo de sistemas biolégicos de remediacién. Entre sus menciones
esta la presencia de carrier lo que aumenta la superficie en la que los microorganismos pueden
adherirse para poder tener un mayor crecimiento, ademas que permite la creacién de biofilm
dando mayor degradacién a la materia organica presente en el lixiviado. La ventaja de este
sistema es que presenta una concentracion muy alta de biomasa, lo que permite que ocupe un
menor volumen pero que mantenga su estabilidad. La eliminacién de DBO5 y DQO es muy
eficiente ya que estas tienen un porcentaje de remocion de 85-99% y de 24-85%
respectivamente dentro de un sistema MBBR (Pozo-Zamora, 2009). Asi también lo afirma Peitz
y Xavier (2017), que al usar un tratamiento de MBBR para tratar aguas residuales mostro una
eficiencia del 40% de remocioén de DQO y un 92% de remocién de DBO5, afirmando estos
porcentajes con una variabilidad de <3% en el estudio realizado por Vanzetto (2012) al utilizar

el mismo sistema de remediacion.

Se puede constatar la eficiencia del reactor tipo MBBR en la experimentacion para tratar
los lixiviados, qué a pesar de tener un corto periodo de tratamiento (7 dias), se logré cuantificar
la disminucion de la carga orgéanica inicial con la que se empez6 el tratamiento. Los resultados

arrojaron que para el lixiviado 1 (P1-2) con el sistema MBBR y bioaumentacion (reactor C), se
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obtuvo un porcentaje de disminucion del DQO de 21.90%, mismo que podria ser considerado
aceptable basado en los estudios y experimentaciones posteriormente mencionados. Sin
embargo, en el lixiviado 2 (P9), con bioaumentacién y sistema MBBR (reactor F), obtuvo una
disminucion del DQO de 44.66%, lo que demuestra la eficiencia del reactor, a pesar del corto
tiempo y de ser una escala a laboratorio, este se encuentra dentro de los rangos que se han

mostrado en estudios y en procesos aplicados a escala real.

Por otra parte, Ku€i¢ Grgic¢ et al., (2023) en su estudio, muestra que los
microorganismos encontrados en los lixiviados que provienen de rellenos sanitarios son muy
variados y adaptables a distintos ambientes, ademas de ser formadores de biopeliculas, lo que
les ayuda a degradar contaminantes de manera mas eficaz. Afirmando lo mencionado, las
bacterias encontradas en la experimentacion luego de su aislamiento y caracterizacion
fenotipica y genotipica son de vital importancia. Se determind que la presencia de Bacillus
sonorensis y Bacillus licheniformis en gran porcentaje en 2 de las muestras secuenciadas
(aerobia y andxica), mismas que fueron usadas posteriormente para caldos bacterianos y la
bioaumentacion, estos fueron claves para lograr la degradacion de materia organica, ya que
dichas bacterias tienen caracter remediador en aguas residuales y suelos, ademas de estar

relacionadas entre si (Palmisano et al., 2001).

Makowski et al. (2021) indica que al caracterizar bioquimicamente a Bacillus
licheniformis, es un bacilo Gram positivo, asi como también arroja resultados positivos a la
prueba de catalasa y que forma esporas. Asi mismo, o Faraj Hamzah et al., (2020) caracterizo
a Bacillus sonorensis, siendo una bacteria en forma de bacilo y Gram positiva también con la
capacidad de formar esporas. Estas caracteristicas mencionadas en dichos estudios son
coincidentes con la caracterizacién de las muestras que poseen a las cepas de Bacillus en este

trabajo, ademas de demostrar que ambas especies de bacterias estan relacionas y ligadas
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entre si, al presentar colonias que pueden ser diferenciadas por su coloracion, y por ser

bacterias facultativas (Adimpong et al., 2013).

En este caso, las bacterias encontradas para remediacion de lixiviados como lo son
Bacillus sonorensis y Bacillus licheniformis, son capaces de remediar otros tipos de
contaminaciones por su capacidad de degradacidén y metabolismo de materia orgénica. Asi,
Muras et al. (2021), menciona que Bacillus licheniformis puede tener aplicaciones
biotecnoldégicas como produccién de combustibles, biofloculacién y biorremediacién de aguas y
suelos. También, en otro estudio realizado por Oualha et al. (2019), probd que Bacillus
sonorensis es capaz de degradar compuestos organicos como aceites e hidrocarburos,

aumentado su solubilidad y con ello su biodegradabilidad.
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Capitulo VI: Conclusiones

Dentro de una PTAR existen tratamientos bioldgicos 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 de donde se extrajeron las muestras clave, no fueron sometidos a ningin
tratamiento previo, por ello se escal6 a nivel de laboratorio biorreactores para ambientar
las muestras tanto aerobia como anoxica, y posterior a esto lograr obtener las alicuotas
correspondientes de cada reactor para el aislamiento de microorganismos nativos del
lixiviado, esperando encontrar bacterias con propiedades facultativas.

Mediante la aplicacién de pruebas bioquimicas (tincion, pruebas reactivas y medios
selectivos y diferenciales), se lograron determinar ciertas caracteristicas fenotipicas de
los microorganismos aislados de los diferentes reactores escalados (aerobio y andxico),
sin embargo, para una identificaciébn en género y especie, fue necesaria una
identificacion genotipica, misma que se realizé mediante la tecnologia llumina y
determiné la presencia de Bacillus sonorensis y Bacillus licheniformis en un alto
porcentaje en dos de las tres muestras analizadas, mismas que mediante investigacion
bibliografica se pudo determinar que poseen caracter remediador y son bacterias
facultativas.

La utilizacion de remediacion mediante el uso de microorganismos (bioaumentacion), es
una de las alternativas ambientales mas usadas, ademas de ser eficiente y de bajo
costo. Uno de los sistemas de mayor utilidad y uso es el sistema MBBR, que permite
una alta subsistencia a los microorganismos gracias a la aplicacién de carrier donde se
forma una biopelicula, y al ser un proceso aerobio, ayuda a generar una degradacion
mas eficiente de los compuestos organicos contaminantes presentes en las aguas

residuales.
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El tratamiento de los 2 lixiviados en un sistema MBBR, con bioaumentacion de
microorganismos nativos, después de 7 dias y mediante el andlisis del parametro
ambiental de DQO, determiné que la tasa de degradacion para el lixiviado 1 (P1-2) fue
del 21.90%, mientras que para el lixiviado 2 (P9) fue del 44.66%. Esta diferencia de
porcentajes 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 degradacién en comparacion al lixiviado 1. Sin embargo, se logré una

tasa de biodegradacién positiva en ambos biorreactores.
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Capitulo VII: 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 disminucion 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 degradacién que se generay 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 bioaumentacién 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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