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OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar in vitro la capacidad de remocién organica en efluentes de una planta procesadora de aceite de palma
aplicando bacterias Gram negativas autéctonas.

Objetivos Especificos

Efectuar la caracterizacion fisicoquimica del agua residual proveniente del proceso de extraccion de

Bﬁﬂ aceite de palma, mediante andlisis de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO), Oxigeno Disuelto (OD),
~ Potencial de Hidrégeno (pH), Temperatura (T), Solidos Totales (ST), Aceites y grasas (AG).
>0 Aislar e identificar las bacterias Gram negativas autdctonas presentes en el sistema de tratamiento de

efluentes a través de medios de cultivo selectivos y pruebas bioquimicas.

ﬂ& Evaluar in vitro la capacidad de remocidn organica en el agua residual aplicando bacterias Gram
A negativas autdctonas, mediante andlisis de la Demanda Quimica de Oxigeno (DQO).
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MATERIALES Y METODOS

Muestreo Caracterlzacmn fisicoquimica i

v

Laguna aerobia

277

Zlele) Ma NGlares

| SanLoreng
'eralfas oH * v=1000 mL 50 em |
X Riow N - Extractora de aceite de palma
Etiquetado de muestras SO T8N " BN Ak e :"1 fguna:ﬂse ‘\"
- : = 58 ‘ - : Anaerobia
Provecto: Tesis bactenas N T
ID muestra: L-12 L3: Metanog?n!ca
L4: Metanogénica
Lugar: Salida L-12 L5: Metanogénica
™ | 6: Facultativa
Fecha: 22/11/2021 2= |L7: Facultativa
L8: Facultativa
Hora: 11:10 a.m. 2 L9: Aerchia
. - { L10: Aerobi
Muestreado por: Gabriela Muiioz (11 A::Eb::

L12: Aerohia
Rio: Aerobia

Noita: Etiqueta disefiada al efecto de monitoreo de aguas residuales.

Referencias Fotogréaficas: Q‘ E S I E

(Instituto Ecuatoriano de Normalizacion [INEN], 2013),( Mufioz, 2022) s/ aiamy.esimagenesisanorenzo-ecuador him as T
7 ’ ’ i uanon INNOVACION PARA LA EXCELENCIA
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Caracterizacion fisicoquimica

pH Temperatura

Dxfgenu Disuelto

Nota: A: Oximetro, marca [IANNA modelo I111991301.
B: pH metro, HANNA modelo HI991300.

(Public & Health Association (APHA), 1990), (Guaman, 2015), (Rodriguez, 2011)

MATERIALES Y METODOS

Sélidos totales

- v% .
(|

Solidos totales ( ) =(A—B) x 20000

A Toma50mL
- == de efluente U

Registra el

peso B '
v
= «-- < >
— =
-
Procesa por Se coloca
t=7 min,P=8W la muestra
v
-
A=
et

Registra peso A

A = Peso capsula + papel filtro + muestra seca (mg)

B = Peso capsula + papel filtro (mg)

\ aﬁ.,‘\ 1

Referencias Fotogréficas:
BioRender.com
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Caracterizacion fisicoquimica

Aceites y grasas
| Extraccion
\ Soxhlet
57 . i
Registra el

peso del balon

'\

I T
Agrega :
cloroformo | )
Anade Se coloca
cloroformo la muestra
seca N\

(Public & Health Association (APHA), 1990), (Guaman, 2015), (Rodriguez, 2011)

2

MATERIALES Y METODOS

Demanda quimica de oxigeno

Aceites y grasas ( ) (A—B) x 20000

DQO (nlg) Lectura del colorimetro x F,

DQO (%) = Lectura del colorimetro x —————

\
A = Peso bal6n + aceite (mg) Agrgs 2l T
de la muestra @@
B = Peso bal6n vacio (mg) :
v
Sostion

’ for COO i :
» 1

Muestra ditul Homogenlzan Se anade 2 mL al vial
' de DQO
F ;4: Factor de dilucion. » v
(& T=150°C
" t= 120 min

Colocan en el termoreactor
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Aislamiento
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Flama Q

esterilizar el
asa de

inoculacian

EETY

[} i L] :
L J A A ==
= o = = , r - —— ;
%l - T ey o Ty { o %&ﬂ_j—?‘:—f‘
Procedimiento de inoculacion (el asa se traza Formacion de colonias
por estrias) diferenciadas

HESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
INNOVACION PARA LA EXCELENCIA

019) Referencias Fotogréficas:
BioRender.com




Identificacion

........................................................

MATERIALES Y METODOS

Caracterizacion bioquimica

> e,
) S Shape ver 0o |
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+ O L
Ko O
5 T |Hevation| arm O wm «Sm am £
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Q
5 -l-d [ ¥ ) 2
L (G | Margin v V 6 e V v
o v
Entire Undulate  Filiform Curled Lobate Erose

.........................................................

........................................................

Cristal violeta lodo
< <
Stein 1
) Sarmple /
L - Lo —
1 min 1 min

@ r®|
NG Y,

(Supriya, 2022)

.................................................

Alcohol (Decolorante) Safranina
< <
& == LT ——
110 sec T min

Gram -

\.tf)" Gram + Q}j

Referencias Fotogréficas:
https://mww.alamy.es/imagenes/san-lorenzo-ecuador.html
BioRender.com
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MATERIALES Y METODOS

Evaluacion in vitro de la capacidad de remocion organica

.........................................................................

' Bio aumentacién de bacterias Software
Bioaumentacién de I Microsoft’
bacterias ; = = Mide densidad celular Recopilacién de datos Excel
.____d.—-—-...i ,---'---.._\“I

RENDER

ST = J Caldo ° -* - : . I Creacién de gréficos *GraphPad bb

L nutriente .14 ———— B

DQO;-DQOy
DQO;

%R — DQO = x 100 (6)

DQO;: valor inicial de la Demanda Quimica de Oxigeno.

DQOy: valor final de la Demanda Quimica de Oxigeno.

Referencias Fotograficas: Q‘ ) E S I E

(Alva rado 2018), (I nfOStat, 202 1) gtitéjsggv\é\g:.vézlimy.es/imagenes/san-Iorenzo-ecuador.html umvsnsmnn DE LAS FUERZAS ARMADAS
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Choong et al., (2018) .

RESULTADOS Y DISCUSION

Potencial de hidrégeno Temperatura
T|empode ''''' Datos promedio de Ty pH, determinados en el tratamiento de efluentes durante cinco meses
Eextraccién 75m | ! p! r8
e m e m e mem e ! g 1 ::3:
Ly ~
NORMA DE CALIDAD O 609! ¢ tot il el
St 1 —
AMBIENTAL Y DE - = I o T
DESCARGA DE EFLUENTE: S80I s s 8§ 8 s R 5
RECURSO AGUA E:m AR R BB -4;
7 &l I |
I
= 1541 | 1k "2
pH: 6-9 : : : : :
() ey : r L r r ¥ r r ” _ Y I : ’ 0
, ;
T. < 35° C '_E_:Fl S-F L1 L2 L3 L4 L5 L6 L-7 L-8 L9 L- 10 L- 11 1.11?: Rio
Lugar de muestreo
9 pH@UpH) B T(CO)
(Saad et al., 2021), (Izzah et al., 2017), (Kamyab et al., 2018), Cheah et al.,(2018), Rreferencias Fotograticas: Q ) ES = IEM

Graphpad
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RESULTADOS Y DISCUSION

Oxigeno Disuelto

............................................

Concentracion de Oxigeno Disuelto vs Temperatura, en el tratamiento de efluentes ; . .
- Reduccion de la

- ] 5 p— : H H
07 e ©[° g LsolubllidaddelOD
B )]
— - E
© 60 = FACTORES
@ 1. = E—— Jr .....................
= 40 3 . Presencia de
o 40- __ @ i .
o 193 2w ., o  sedimentos
o ~dl e
£ v 199 162 K = Temperatura
- 1.55 - !
ﬁ 20 1= T 7 1.30 129 1 1-84: - 1 g'j ___________________________________________
| I 1.06 1.20 | FE | N —
e o xceso de patogenos
0 0

E-F S-F L1 L-2 L-3 L4 L5 L6 L-7 L-8 L9 L-10L-11L-12 Rio
Lugar de muestreo

OD (mg/L) T (°C)
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RESULTADOS Y DISCUSION

Sélidos totales

Solidos Totales en el tratamiento de efluentes NORMA DE CALIDAD
AMBIENTAL Y DE
100000 o -~
- S > © Solidos Totales (mg/L) DESCARGA DE EFLUENTE:
2 soo0od € 1o | RECURSO AGUA
E = |
n 1 E: o
@ 60000- g
|
3 1 ST: 1600 mg//L
|
40000- I S & . .
o I - & & w o)
2 1 S el S = o
S 20000+ | © 2 = N B ,
? 1 —s R S oy o . [\:/TS|CumpLe
98 5 S 5 0 O S e
E-F :S_—E: L1 L2 L3 L4 L5 L6'L-7:/L-8 L-9 L-10 L-11,L-12, Rio

Lugar de muestreo

@ESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

Aceites y grasas

Aceites y grasas en el tratamiento de efluentes

NORMA DE CALIDAD

—
- 11760= : | i 0 Aceites y grasas (mg/] Lol
IS, 10080d S ! w N DESCARGA DE EFLUENTE:
E 35 RECURSO AGUA
® 8400 | ®© o
o
% | I — L iL
O 6720- | : ©© 12
> Il 2 5
ead 1T g % o o AG: 30 mg /L
£ 3360- 1k & N & & B
2 ! : = < : !
S 1680 Ik N v
I I p
ol L LI IO T LD P T T Pl mm 2 o, 0 o Si Cumple
E-FISF L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L-10 L-11,L-12 Rio

Lugar de muestreo

GESPE
Referencias Fotogréficas:

(Za | nal et a | o 2017) el UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
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RESULTADOS Y DISCUSION

Demanda quimica de oxigeno

Demanda Quimica de Oxigeno en el tratamiento de efluentes

(Kamyab et al., 2016), (Zainal et al., 2017), (Sabilil & Agus, 2021), (Moreno, 2015), Referencias Fotogréficas:
(Islam et al., 2019)

Lugar de muestreo

j LD r
5 575004 51 5 DOO (mel) NORMA DE CALIDAD
£ omsod Bg s : AMBIENTAL Y DE
S sco00d | 1 F S DESCARGA DE EFLUENTE:
% a0250d | [T RECURSO AGUA
o I I 3, @
£ 34500- : : s
8 28750~ j o F 2 .
E 23000+ ik % DQO: 200 mg/L
= E
tg 17250~ d s 8 B
S 11500~ 1k & ° = 5 L
£ 5750 1k & g8 $1g @SI Cumple
s o

E-F'SF'L4 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8 L9 L-10 L-11'L-12! Rio
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Tabla 8 NUmero de aislados de Bacterias y Levaduras, obtenidos en los

medios sélidos, a partir de las muestras de la laguna facultativa L-8.

Potencial de

' |
Muestras Hidrégeno (pH) Levaduras : Bacilos Gram - : Total
Muestras liquidas : !
EntL8a-L 4,98 | aislamientos : 2 aislamientos |
EntL8b-L 5,12 | aislamientos | 2 aislamientos :
SalL8c-L 547 I 5aislamientos |
SalL.8d-L 6,45 | aislamientos : 2 aislamientos :
Total 3 | 10 I 13
Muestras solidas ! |
EntL8a-S 5.47 ; 3 aislamientos :
EntL8b-S 6,45 | aislamientos : 2 aislamientos |
SalL8c-S 5,27 1 | aislamientos :
SalL.8d-S 5,50 | aislamientos ! 1 aislamientos |
Total 2 ' 6 : 8

Nota: aislamientos obtenidos de muestras solidas y liquidas inoculados en medios agar Mac

Conkey, agar XLD y agar nutriente. Fuente: Gabriela Muiioz

Guan et al, (2020), (Hii et al., 2011)

RESULTADOS Y DISCUSION

Figura 14 Porcentaje de Bacterias Gram negativas
agisladas de la Laguna Facultativa N8, perteneciente al

POME

=3 24.97% Escherichia coli

= 18.70% Enterobacter cloacae
1 12.54% Aeromonas spp.
—c

6.27% Vibrio spp.

Bala, Lalung, y Ismail (2014), reporaron:

Bacillus subtilis, Clostridium spp., Streptococcus aureus,
Proteus vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Flavobacterium

&ESPE

spp., Y Cellulomona ssp.

Referencias Fotogréficas:
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RESULTADOS Y DISCUSION
7 N

Pre-ensayo Seleccién del volumen Escherichia coli
Figura 21 Comportamiento de la DQO, antes y Figura 22 Porcentaje de reducciéon del DQO, después de la
después de la aplicacién de diferentes volumenes aplicacién de diferentes volimenes (3, 5, 8) mL de Escherichia
(0,3, 5, 8) mL de la bacteria Escherichia coli. coli, evaluado en cuatro tiempos (0, 24, 48, 72) h.
7.5= I=—==-=== n=-=-=-=-== |
16000 - V1=0mL I i |
V2=3 mL e 6.0 = | i E |
16800~ V3=5mL g : l: — |
p— r — [Ts] I I
< 15600- Va=S mlL 5 4.5- | o o l
E 15400- E I =l ™ :
o g 3.0- I - il [
S 15200 & ; : = :: . :
15000 157 o S E [ |;| I
S =1st
14800 : . . . 0.0 = I_I il il
0 24 48 72 24 48 72 24 48 72 _24_ 13_ ?_2 24 48 72 |
Tiempo (h) Tiempo (h)

= VIsOmL =3 V2=3mlL £33 V3=5mL 3 V4=8 mL

@ESPE

(|poner bl bllog Referencias Fotograficas: UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS

Graphpad INNOVACION PARA LA EXCELENCIA




Absorbancia (560 nm)

Cepas utilizadas

Pseudomonas spp.

Curva de crecimiento de Pseudomonas spp.

0.8m
0.6+
0.4-
V1=5mL
04 V2=8mL
0.0+ .
0 4 8 2 16 20 24

Absorbancia (560 nm)

RESULTADOS Y DISCUSION

Escherichia coli Enterobacter cloacae
Curva de crecimiento de Escherichia coli Curva de crecimiento de Enterobacter cloacae
0.8+ _ 0.8=
e
C
0.6= 8 0.6+
S
©
0.4+ S 0.4+
V1=5mL g V1=5mL
0.2+ \/2=8mL S 0.2+ V2=8mL
o]
<
0.0 0.0= v . . '
0 4 8 12 1.6 20 24 0 4 8 12 16 20 24

Tiempo (h)

@ESPE
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Absorbancia (560 nm)

Cepas utilizadas

Aeromonas spp.

Curva de crecimiento de Aeromonas spp.

1.0
0.8+
0.6+
0.4+ V=5mL
V=8mL
0.2-
0.0 : 1 1 1 1
0 6 12 18 24
Tiempo (h)

Absorbancia (560 nm)

Vibrio spp.

Curva de crecimiento de Vibrio spp.

RESULTADOS Y DISCUSION

Pardmetros ambientales

o , P . Tiempo (h)
Cepa N V (mL) Palametlo_[] o4 48 120 132
< T [°C] 28,83 26,53 26,76 25,84 16.99
Corrd] - nH 4.84 — 4.8 4.9 4,98 — 4.88
g T [°C] 26.69 2692 126,42 2551 16.38
pH 425 4.3 454 478 479
S S rd . 2063 261 2685 26 _ _26.01 _
- - == SH _ _ _ 460 _ 493 _S504_300_ 5L .
Cepa 17 . TPq 273 261 26 26  26.01
pH 4.8 488 501 503 5.04
< T [°C] 26,5 26 264 26 26.01
Cepa 2 ) pH 4.1 426 455 495 496
B g T [°C] 26,65 26,1 26 26 26.01
V1=5ml pH 4.5 444 486 501 5.02
\o=gr 5 T [°C] 27.65 26,1 264 20 26.01
Cepa 3 pH 434 4.3 455 495 496
g T [°C] 2745 261 26 26 26.01
pH 4.5 469 486 501 5.02
1'8 2'4 < T [°C] 2775 25,6 262 26,1 @ 26.11
Cepa 4 - pH 467 463 482 49 491
_______ e IPC_ _ 275 2545 274 262 2621 _
T pH 495 502 4 3 4
< T [°C] 31,98 28.23 26,85 259 2501
Copa s i} pH 451 445 456 482 483
g T [°C] 31,75 28,28 27.1 255 2551
pH 446 444 466 478 479

Referencias Fotogréficas:
Graphpad
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% Reduccion DQO

RESULTADOS Y DISCUSION

Porcentaje de reduccion de Demanda quimica de oxigeno

Porcentaje de reduccién del DQO después de aplicar las cepas bacterianas -

60

N
o
1

N
o
1

o
[

Tratamiento A (5mL)

444

§ 355

18.4
222
16.6
6.3
14.7
17.8
18.1
20.0

11.0

P RPI R P ¥ R P fz?/ ’Lb‘b%’%g‘bq’ %‘M %’L m“&b@@

Tiempo (h)

Control
Cepal

Cepa2
Cepa 3
Cepa 4
Cepa b

% Reduccion DQO

N
o
1

Porcentaje de reduccion del DQO después de aplicar las cepas bacterianas -
Tratamiento B (8 mL)

80+

o2}
o
1

N
o
1

Control
Cepal

Cepa 2

§ 390
J 418

Cepa 3
Cepa 4

Cepa 5

» D Q
A

:' """ |
i 5 1
: il
l |
: 1
I : Wi
K
1 P :
: 1
|
(I [
=L : ”””
o gDl o %9 o 2
Tiempo (h)

Referencias Fotogréficas:
Graphpad

qu’ f»“‘b?’q, ‘bq’ R PV
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RESULTADOS Y DISCUSION

H0' Las bacterias Gram negativas autdctonas
ANOVA Yariable B RE A5 OV 5 “aisladas y aplicadas in vitro, no remueven la

Analisis de la varianza

RE Aj
$DQO 120 0,99 0,98 12,93 . cargaorganica presente en el efluente

5 proveniente de la planta procesadora de

Cuadro de Analisis de la Varianza (SC tipo III) aceItEdepalma ____________________________________________________________

ok i i o . PRTGE | M
Modelo 24€87,18 59 418,43 102,97, <0,0001 1 H1:Las bacterias Gram negativas autoctonas
Cepa 3113,2¢ 5 622,65 153,231<0,0001 ' gajsladas y aplicadas in vitro, remueven la
voXuman 29,21 1 885,21 94,80/<0,0000 1 4rga orgdnica presente en el efluente

Tiempo 13612,71 4 3403,18 837,50, <0,0001 ||

Cepa*Volumen 1964,51 5 392,90 96,69 <0,0001 | proveniente de la planta procesadora de
Cepa*Tiempo 4057,65 20 202,88 49,931<0,0001 . aceite de palma. ;
Volumen*Tiempo 110,34 4 27,58 6,79 0,000 | oo nnios ]
Cepa*Volumen*Tiempo 1443,50 20 72,18 17,76,<0,0001

Exror 243,81 60 4,06

N 2493099 119 p valor es menor a (0,001 < 0,05)

@ESPE
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RESULTADOS Y DISCUSION

TEST DE DUNCAN

i S
Error: 4,0635 gl: 60 i Interaccion
Cepa I{edias n E.E. _____________________________________________________________________________________________________________________________________________________________ .

Control 11,63 20 0,45 A Test:Duncan Alfa=0,05
Cepa 3 11,74 20 0,45 A Error: 4,0635 gl: 60
Cepa 2 11,99 20 0,45 A Cepa Volumen Tiempo Medias n E.E.
Cepa 5 12,86 20 0,45 A Control 5 432 24,65 2 1,43 O P
,.C@E@_Q_JLQS’_?-Q 0,45_ _ B _ _ Eepa 7 AR 432 24,85 2 1,43 o P Q
Cepa 1 24.22 20 0,45 - 1 Control 8 432 26,25 2 1,43 P Q R
B I Cepa 1 8 4g 29,05 2 1,43 Q R
3 3 Cepa 4 & 24 29,25 2 1,43 R
Test:Duncan Alfa=0,05 Cean 4 & SN 35.50 2 1,43 »
Error: 4,0635 gl: 60 Cepa 1 8 120 38,25 2 1,43 § =T
Volumen Medias n E.E. Cepa ¢4 8 48 39,00 2 1,43 5 T
Cepa 4 & 120 41,80 2 1,43 T U
- S _ ___13,79 60 0,26 & ] Cepa 4 8 432 41,85 2 1,43 T U
| 8 17,38 60 0,26 3 : Cepa 5 5 432 44,40 2 1,43 U W
e ——— = Gepal 5_ _ _432_ _ 47,00 2L43 _ _ _ L o e e m e — o
Test:Duncan Alfa=0,05 Cepal 8 432 62,10 2 1,43 X

— Medias con una letra comiin no son significativamente diferentes (p > 0,05)
Error: £,0635 gl: 60 o &

Tiempo Medias n E.E.

0 0,00 24 0,41 A

24 8,75 24 0,41 B

48 16,88 24 0,41 c

120 21,02 24 0,41 D
432 31,28 24 0,41 E

ESPE
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CONCLUSIONES

Se efectuo la caracterizacion fisicoquimica del agua residual proveniente del proceso de extraccion
de aceite de palma, logrando obtener resultados de Potencial de Hidrégeno (pH) de 7.2 U pH,
Temperatura (T) de 28.2 °C, Oxigeno Disuelto (OD) con un valor de 1.84 mg/L, Sélidos Totales (ST) de 623
mg /L, Aceitesy grasas (AG) de 0 mg/L, y Demanda Bioquimica de Oxigeno (DQO) con 180 mg/L, valores
gue cumplen con la norma de calidad ambiental.

-

un porcentaje de 37.53%; Escherichia coli en un porcentaje de 24.97%; Enterobacter cloacae 18.70%;
Aeromonas spp. 12.54%; y Vibrio spp. 6.27%

Se aislaron cinco cepas bacterianas Gram negativas de la laguna facultativa L-8: Pseudomonas spp. en

J

@ESPE

UNIVERSIDAD DE LAS FUERZAS ARMADAS
AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA




CONCLUSIONES

Mediante la evaluacion in vitro de la capacidad de remocidon organica en el agua residual industrial
aplicando bacterias Gram negativas autdctonas como Pseudomonas spp., Escherichia coli, Enterobacter
cloacae, Aeromonas spp. y Vibrio spp., con un volumen de 5 mL en un tiempo de 432 h, se logré una
disminuciéon de la DQO con porcentajes de remocion de 46.5%, 36.9%, 16.35%,18.1%, 44.4%
correspondientemente, y con un volumen de 8 mL en un tiempo de 432 h, se consiguié una disminucion
de la DQO con porcentajes de remocion de 62.1%, 22.0%, 23.5%,41.9%, 24.3% respectivamente.

Los resultados del analisis estadistico muestran que la aplicacion de Pseudomona spp., en un volumen

de 8 mL evaluado en un tiempo de 432 h, resulto ser el tratamiento que logré mayor remocion organica
con un porcentaje de 62.1%

El mejor tratamiento (Cepa 1: Pseudomona spp.) obtenido en la evaluacion in vitro de remocidén

organica mediante el analisis de la DQO mostro valores de pH entre 5.01-5.4 (U pH) y una temperatura de
26.01°C.
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RECOMENDACIONES

Se recomienda efectuar indculos mixtos en diferentes combinaciones, con el fin de optimizar
el rendimiento en la remocidn organica y obtener mayores tasas de reducciéon de la DQO.

Se recomienda implementar el estudio de DBO., mismo que es utilizado para cuantificar la
contaminacion del agua por la presencia de materia organica biodegradable, qué al poseer
valores de DQO y DBO, se podria calcular el indice de biodegradabilidad de las aguas residuales

industriales.

Se recomienda desarrollar otras investigaciones con las cepas aisladas para determinar su
eficiencia y capacidad de biorremocién de otros tipos de contaminantes.
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