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RESUMEN

La industria pesquera en el Ecuador es un sector de gran importancia para la
generacion de ingresos econdémicos para el pais. Las aguas residuales de esta
industria se caracterizan por la presencia de sales, la cual es causa de

problemas en el tratamiento.

En el presente estudio se realiza un tratamiento para aguas residuales con una
concentracion de sal (NaCl) del 2% mediante el uso de bacterias haldfilas
aerobias, que fueron aisladas de diferentes puntos de muestreo del perfil

costero.

El aislamiento de bacterias abarca la toma de las muestras de agua en fuentes
naturales, la creacién de mapas georreferenciados con los datos de cada uno
de los puntos, la realizacion de medios de cultivo para encontrar una formula
en la que exista la mayor presencia de bacterias, el aislamiento de las bacterias

y su uso en el tratamiento de agua residual con alta salinidad.

El experimento de biorremediacion fue realizado a escala de laboratorio, con
agua residual sintética disefiada para simular las condiciones de salinidad y

carga organica de la industria pesquera.

El principal problema encontrado en el tratamiento por la presencia de salinidad
fue la falta de sedimentacion al final del mismo, problema que fue resuelto con

un tratamiento terciario a base del uso de coagulante y floculante quimico.

Entre los resultados obtenidos mas importantes se encuentran la
determinacion de la formula con mayor crecimiento bacteriano y el resultado de

los analisis del agua contaminada y tratada.
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ABSTRACT

The fishing industry in Ecuador is a very important sector for the generation of
economic income. The industry’s wastewater is characterized by the presence

of salts, which causes problems in the treatment.

In the current research, a treatment for wastewater takes place. The water has
a salt (NaCl) concentration of 2%. The research is carried out by the use of
aerobic halophilic bacteria, which were isolated from different sampling points of

the coastal profile.

The isolation of bacteria involves the taking of water samples from natural
sources, the creation of geo-referenced maps including data of every point, the
carrying out of culture media, with the objective of finding a formula with the
largest presence of bacteria, bacteria isolation and its use in wastewater

treatment with high salinity.

The bio-remediation experiment was executed at a laboratory scale, with
synthetic wastewater, designed for simulating the conditions of salinity and

organic load of the fishing industry.

The main problem found in the treatment due to the salinity presence was the
lack of sedimentation at the end of it. This problem was solved with a tertiary
treatment, with the use of coagulants and flocculant chemicals.

Among the most relevant results, there is the determination of the formula with
the highest bacterial growth, and the result of the polluted- treated water

analysis.

Among the most important findings in the study were the determination of the
best formula for bacterial growth and the result of the parameters measured in

the treated water.
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INTRODUCCION

Un pilar muy importante de la economia ecuatoriana es la de la industria
pesquera, que abarca las actividades de pesca, cultivo y procesamiento de

pescado y mariscos.

La exportacion de productos como camaron, diferentes tipos de pescado y
enlatados de pescado representa un gran porcentaje de los productos no

petroleros que el Ecuador ofrece a mercados internacionales.

Uno de los principales problemas ambientales causados por la operacion de la
industria, se halla en las fabricas de procesamiento, debido a la gran cantidad
de agua residual que de ellas se origina. Estas aguas residuales se
caracterizan por contener altas cantidades de sales inorganicas, que se
combinan con altas cargas organicas, por lo que es muy dificil de remediar

mediante tratamientos comunes.

En el siguiente estudio se determina la mejor férmula para obtener un
crecimiento Optimo de bacterias tolerantes a niveles altos de salinidad,
mediante un disefio en el que se crearon 12 férmulas que contenian los

Mismos reactivos, pero en diferentes concentraciones.

Una vez seleccionado el medio 6ptimo, el cultivo bacteriano fue utilizado para
simular un tratamiento biol6gico de aguas residuales con elevadas cantidades
de sal junto con carga organica, similar al agua residual de las fabricas

procesadoras de pescado.
Alcance

Este proyecto tiene como alcance determinar un medio de cultivo adecuado
para generar mejores condiciones de crecimiento y proliferacion de estas

bacterias para su posterior aislamiento.

Una vez aisladas estas bacterias seran utilizadas para degradar contaminantes

en aguas con alta salinidad.



Justificacion

En muchas industrias el mayor problema es el tratamiento de aguas, en las
industrias de conservas y atuneras las aguas residuales contienen una alta
cantidad de sal, y su descontaminacion en sus aguas residuales esto se
complica debido a que la mayoria de bacterias degradadoras no resiste estas

condiciones.

Con este proyecto se plantea una solucion para reducir la contaminacién de los
cuerpos de agua receptores cercanos a estas industrias y que hasta el
momento no son bien tratadas, mediante la seleccidén de bacterias que resistan

estas condiciones y realicen el tratamiento.

OBJETIVOS
Objetivo general

e Disefiar un proceso para la biorremediacion de aguas residuales con alta

salinidad.

Objetivos especificos

e Disefiar un plan de muestreo de matrices ambientales en perfiles

costeros de Ecuador para el aislamiento de bacterias haléfilas
e Seleccionar el procedimiento mas adecuado para el aislamiento.

e Determinar el medio de cultivo 6ptimo para el crecimiento de bacterias

haldfilas aisladas de perfiles costeros de Ecuador
e Demostrar la actividad degradadora de las cepas bacterianas aisladas.

e Determinar la eficiencia de un sistema de Biorremediacion de aguas

residuales con alta salinidad mediante bacterias hal6filas aisladas.



1. ASPECTOS GENERALES

1.1 ACTUALIDAD DE LA GENERACION DE DESECHOS EN LA INDUSTRIA
PESQUERA

En ciudades costeras del Ecuador como Manta y Esmeraldas como las
principales ciudades dedicadas a esta actividad, se ubican industrias
procesadoras de pescado y productos de mar que son de gran importancia
para la economia local y nacional por la gran cantidad de puestos de trabajo
que generan (16.860 directos y 80.000 indirectos)(Diario, Atlin: Exportaciones y
capturas en alza, 2013), porque la exportacion de estos productos ha crecido
de forma significativa en los ultimos afos, generando aproximadamente 2.400
millones de dblares, entre productos enlatados de pescado y
camaron(Villanueva, 2013).

En estas ciudades se descargan aguas residuales con niveles altos de
salinidad provenientes de los procesos industriales del procesamiento de
productos de mar e industrias de conservas, y de las descargas de aguas
negras urbanas, que tienen una elevada cantidad de sales. Aunque estos
procesos cuentan con plantas para el tratamiento de aguas residuales, estos
no son eficientes (El Diario, 2011) ya que después de la descontaminacion se

mantiene la cantidad de sal.

En Manta existen lagunas de oxidacion para tratar los desechos liquidos
formados por un 80% de aguas residuales industriales y 20% de aguas
residuales urbanas. En los resultados de los analisis fisico — quimicos, se
demostr6 que estos exceden los limites permisibles por la legislacion
ecuatoriana. Se establecidé que el mayor problema para que no sea posible la
degradacion de los contaminantes son las altas concentraciones de sal
presentes en estos procesos por los efectos inhibitorios ocasionados por las

sales sobre los organismos degradadores.



En esta misma ciudad se encuentran 11 de las 18 empresas procesadoras de
atun que existen en el pais (El Diario, 2013). Aunque en la mayoria de estas
empresas hay plantas de tratamiento de aguas, sus sistemas de tratamiento no
son eficientes y emiten malos olores(Diario, 2011), ya que los microorganismos
degradadores toman mucho tiempo en empezar a trabajar en estos sistemas

debido a las condiciones salinas del agua.

1.2 PROPUESTA DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES DE
INDUSTRIALES PESQUERAS

Sabiendo la importancia econdmica y social de esta industria, y la problematica
que actualmente existe en relacién a las descargas de aguas residuales, en las
que los microorganismos no pueden sobrevivir debido a la gran cantidad de
sales que en ellas existen, en este estudio se plantea la hipotesis de aislar
bacterias haldfilas que son capaces de sobrevivir en condiciones de alta
salinidad, para aplicarlas en el tratamiento de aguas residuales con alta
salinidad. De esta manera, se propone lograr una mejor degradacion de
contaminantes que actualmente se consigue de forma incompleta y causa

problemas en los pobladores cercanos (El Diario, 2011).



2. MARCO TEORICO

2.1 PROCESOS DE BIORREMEDIACION DE AGUAS RESIDUALES
SALINAS

La biorremediacion es la rama de la biotecnologia ambiental que utiliza
organismos vivos como plantas, hongos y microorganismos (Rittmann y
McCarty, 2001 p 7) para mejorar la calidad de ambientes contaminados,
mediante procesos como la degradacion de los cuales son capaces los

microorganismos (Tejedor, 2011).

Los organismos utilizados para remediacion se alimentan de los contaminantes

y los degradan mediante reacciones de oxidacién y reduccion.

Se pueden utilizar para remediar efluentes de aguas residuales vy
contaminantes vertidos en el suelo(Vidali, 2001), poseen varias ventajas sobre
otros métodos de remediacion, estos son: bajo costo, remediacion in situ,

mantenimiento casi nulo y corto periodo de tiempo(Tejedor, 2011).

A continuacion, se analiza los efectos de la salinidad en los tratamientos
biolégicos de aguas residuales. Los tratamientos biolégicos convencionales
utilizados para el tratamiento de aguas residuales son conocidos por la baja
remocién de DQO en aguas residuales salinas por los efectos adversos de la
sal en la flora microbiana (Kapdan y Erten, 2006, p 449) ya que las células
reducen su actividad por la plasmolisis y deshidratacion causadas por el
cambio en la osmolaridad del medio que se produce por la presencia de sal
(Gonzalez y Pefa, 2002, p 148).

Otros efectos adversos que ocurren por la presencia de sal en el tratamiento de
estas aguas son baja reduccion de materia organica e incremento de soélidos
suspendidos (Moon, Heo, y Choi, 1997, p 136) lo que genera poca
sedimentacion y turbidez del agua. Los organismos protozoarios también

ayudan a reducir la turbidez en los tratamientos biologicos, pero la presencia de



sal en el agua reduce su actividad ya que no pueden sobrevivir (Lafabvre y
Moletta, 2006, p 3674).

2.2 USO DE BACTERIAS PARA LA BIORREMEDIACION

Las bacterias son microorganismos que se encuentran en todos los ambientes,
y sus especies son similares en cualquier parte del mundo (Rittmann y
McCarty, 2001, p 7), poseen la capacidad de transformar una gran variedad de
contaminantes inorganicos y organicos en minerales inocuos para el medio

ambiente.

Las bacterias como los demas microorganismos utlizados para
biorremediacion necesitan que el ambiente en el que se desarrollan sea el
adecuado para su crecimiento y proliferaciéon, y de este modo puedan llevar a
cabo sus reacciones de oOxido reduccion. Para esto se debe tener en cuenta
que el medio de desarrollo contenga una fuente de energia, nutrientes vy
condiciones fisicas y quimicas favorables para la vida de los organismos.

2.2.1 Uso de bacterias halofilas para la biorremediacion

Existen condiciones extremas (salinidad, temperatura, pH) en ciertos ambientes
y medios que se intenta remediar mediante tratamientos biologicos en los
cuales los microorganismos utilizados comunmente no resisten estas
circunstancias y su rendimiento de reduccién de contaminantes es muy bajo o

nulo.

Por esto se han realizado estudios para aislar y usar microorganismos
especializados, como las bacterias haléfilas en el caso de la salinidad, para

obtener mejores resultados en la remediacion de estos ambientes.



Las bacterias y otros microorganismos halofilos se caracterizan por vivir en
ambientes hipersalinos acuaticos (mayores a 3,5% de sales totales), y es por
esta capacidad que estos microorganismos han sido objeto de estudio para la

remediacion de aguas y suelos con concentraciones altas de sal.

Los estudios realizados utilizan a estos microorganismos en diferentes
sistemas de tratamiento, estos estudios varian las concentraciones de sales
utilizadas. Los resultados de remocion de contaminantes en los diferentes
estudios muestran mayor eficiencia dependiendo del método utilizado y la

concentracion de sales.

Los lodos activados no generan una buena remediacion en aguas con alta
salinidad por lo que el estudio realizado por Kargi (Enhanced biological
treatment of saline wastewater by using halophilic bacteria, 2002, p 1569-1571)
utiliza lodo activado obtenido en una fabrica de levadura y lo suplementa con
bacterias de la cepa Halobacter halobium, la concentracion de sal en el estudio
varia del 1% al 5% y los resultados obtenidos llegan al 85% de reduccién de
DQO. Otro tratamiento utilizado para este tipo de bacterias es el proceso de
biodiscos, para el cual se construyd una planta piloto de 4 etapas, con 9 discos
de metacrilato cada una, los discos soportaban una pelicula de organismos
hal6filos, este sistema se realizO con agua residual sintética en 2
concentraciones (15.000 y 1.500 ppm de sal), los resultados de reduccion de
DQO en ambos casos fue del 90% (Castillo, Bezanilla, Amieva, Jacome, y
Tejedor, 1995, p 27,28). Kargi y Dinger (Biological treatment of saline
wastewater by fed-batch operation, 2000) usaron un tratamiento por lotes (fed-
batch), el que consta de un tanque de aireacién en el que se vierten los
microorganismos activos, y se lo llena con el agua residual hasta que el tanque
se llena por completo antes de pasar al siguiente tanque, la salinidad utilizada
fue variando desde 0-5% con resultados de eliminacion de DQO que

decrecieron de 85% a 59% mientras incrementaba la concentracion de sales.



2.3 AGUAS RESIDUALES CON ALTA SALINIDAD

Las aguas residuales con altos contenidos de salinidad (>2%), proceden de
procesos industriales como pesqueros (Dan, 2001, p 1), alimentos de conserva,
curtiembre, industria quimica, procesos petroquimicos (Lafabvre y Moletta,
2006, p 3671), producciéon de fertilizantes, pesticidas y en recuperacion de
aceites (Castillo, Bezanilla, Amieva, Jacome, y Tejedor, 1995, p 25).

También pueden existir descargas de aguas salinas en ciudades costeras e
islefias, donde debido a la escasez de agua dulce, se utiliza agua salina para el
uso de inodoros, o porque existen entradas de agua de mar durante mareas
altas en la red de alcantarillado (Castillo, Bezanilla, Amieva, Jacome, y Tejedor,
1995, p 25).

La presencia de estas sales afecta el disefio de las plantas de tratamiento
debido a que inhiben y reducen la presencia de materia organica y causan
problemas de sedimentacion en las fases del tratamiento (Castillo, Bezanilla,
Amieva, Jacome, y Tejedor, 1995, p 25). Ademas, de limitar la vida los
microorganismos que cumplen con las funciones de degradacion de los

contaminantes (Lafabvre y Moletta, 2006, p 3674).

Por lo tanto, de acuerdo a las referencias bibliogréficas, dependiendo de la
naturaleza del proceso algunas aguas residuales tienen variaciones de
salinidad y carga organica, siendo esta combinacion la mas dificil de tratar por

métodos convencionales.

2.3.1 Industria alimenticia

Es la industria que mas descargas de agua salina produce, dentro de estas se
destacan la industria pesquera, de procesamiento, enlatados, vegetales y
gueseras cuyas aguas se caracterizan un gran contenido de carga organica

combinado con salinidad (Dan, 2001, p 1), debido a la naturaleza de sus



procesos. Dentro del sector de procesamiento de alimentos también existen las
industrias de conservas, que usan salmueras para que los alimentos se

conserven.

Otro aspecto que causa preocupacion dentro de este sector, es la gran
cantidad de agua dulce utilizada en los procesos de limpieza, lavado de la
materia prima, congelamiento y descongelamiento (Dan, 2001, p 1). La mayor
parte de esta agua se mezcla con la sal y contaminantes organicos, creando

descargas mayores de aguas residuales en estas industrias.

2.3.2 Industria petroquimica

Como subproducto en la extraccion de petréleo y gas, una gran cantidad de
agua es traida a la superficie con los hidrocarburos (Medina, 2007, p 1). Se
trata de una capa de agua que se encuentra en el subsuelo, debajo de los
hidrocarburos, y sale a la superficie durante la produccién de gas y petréleo
(Guerra, Dahm, y Dundorf, 2011, p 3).

Por cada barril de petréleo producido, se estima que se extraen 10 barriles de
agua de produccion (Sullivan, Bowman, Katz, y Kerry, 2004, p 216), la misma
gue contiene una diversidad de sales como sulfatos, calcio, bicarbonatos. En el
proceso de perforacién, ademas se inyecta agua para ayudar a la salida del
petréleo del pozo hacia la superficie, lo que aumenta la cantidad de agua

residual en este proceso (Guerra, Dahm, y Dundorf, 2011, p 3).

2.3.3 Industria de curtiembre

Esta industria que transforma las pieles animales en cuero, utiliza diversas
sales en los procesos de pelambre, desencarnado y curtido. Estas sales
utilizadas son: carbonatos, sulfatos, sulfuros, sales de cromo (Umaiia, 2004,
p7), también existen productos quimicos en los procesos, que combinada con

los residuos organicos (sangre, piel, carne, pelos) genera un agua residual muy
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dificil de tratar por su alta carga organica y sus sales disueltas (Durai y
Rajasimman, 2011, p 1).

2.4 TECNOLOGIAS DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES CON
ALTA SALINIDAD

Debido a los problemas que ocurren en los tratamientos biologicos por la
salinidad, se han utilizado en estas aguas residuales tratamientos fisico —
quimicos para reducir la carga orgénica y disminuir la salinidad. A pesar de su
buen funcionamiento, estos tratamientos tienen la desventaja de ser muy

costosos en su instalacion, operacion y mantenimiento.

2.4.1 Técnicas térmicas

Se trata de técnicas para la evaporacion del agua residual mediante el uso de
la energia del sol, por el uso de calderas secuenciales o evaporacion al vacio
(Casas, Elias, Casas, y Lopez, 2008, p 57). El objetivo de este tratamiento es el
de reducir el caudal del agua residual y concentrar las sales para poder
separarlas del agua. La ventaja de esta técnica es su bajo costo ya que en el
uso de la energia solar, el Unico costo es su instalacién, mientras que en los
calderos se aprovecha el calor obtenido en el anterior, y solo se usa la energia
producida por combustibles fésiles en el primer caldero (Lafabvre y Moletta,
2006, p 3673).

2.4.2 Coagulacion - floculacion

Es un tratamiento utilizado para reducir la turbidez y carga organica de las
aguas residuales mediante la adicion de sustancias quimicas. El primer paso
de este tratamiento es la aplicacion de coagulantes, estos desestabilizan las
cargas de las particulas. Las particulas con sus cargas neutralizadas se
aglomeran (Armenante, 1999). La adicion de floculantes sirve para que los
agregados formados por la coagulacion se unan unos a otros y que precipiten
(Bratby, 2006, p 240).
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2.4.3 Intercambio i6nico

Ocurre cuando el agua que contiene iones en disolucidn entra en contacto con
un intercambiador idnico, el cual tiene cationes o0 aniones intercambiables en su
superficie. Al entrar en contacto, el intercambiador con el liquido, se produce un
intercambio de iones del mismo signo (Rodriguez, 1995, p 20). El material
soluble (sales) que se encontraba en el agua queda atrapado en el

intercambiador.

2.4.4 Técnicas de membrana

Consiste en la transferencia de moléculas por concentracion, diferencial de
presion o campo eléctrico (Lafabvre y Moletta, 2006, p 3673). Para las aguas
residuales salinas se pueden utilizar técnicas como la ultrafiltracion, que reduce
los solidos suspendidos y la DQO (Afonso y Boérquez, 2002, p 29), pero no
reducen la salinidad. Técnicas mas avanzadas como la 6smosis inversa,

reducen la materia organica y la concentracion de sal.

2.4.5 Bacterias aerobias

Debido al bajo rendimiento por la inhibicion y muerte de los microorganismos al
tratar aguas residuales con altas concentraciones de sal, se han realizado
diversos estudios en los que se han aislado bacterias hal6filas y halotolerantes

para que remedien estas aguas.

Existen diversos estudios utilizando bacterias aerobias, los cuales han sido
desarrollados utilizando diversas técnicas, como son lodos activados, biodiscos
y bio-reactores, todos estos tienen resultados de remocion variables

dependiendo de la salinidad con que se trabajé.
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2.5 AISLAMIENTO DE BACTERIAS HALOFILAS

El aislamiento e identificacion de bacterias sirve para determinar las
caracteristicas y propiedades de los diferentes géneros y poder determinar sus
posibles usos en la industria, gracias a sus metabolitos y enzimas (Narvaez,
2007, p 1).

Las bacterias halotolerantes y halofilas, son organismos vivos capaces de
habitar ambientes con concentraciones de salinidad del 1 al 20%, aunque
existen ciertos organismos capaces de resistir concentraciones mayores al
30% de sal (Ates, Oner, Arikan, Denizci, y Kazan, 2007, p 369).

Los microorganismos extremdfilos, de los que forman parte las bacterias
halofilas, tienen caracteristicas Unicas para poder soportar los ambientes en los
que habitan, por lo que es cada vez mas importante su aislamiento para el uso
de sus enzimas, proteinas y metabolitos, las cuales poseen propiedades que

difieren de las de otros microorganismos.

2.5.1 Usos de las bacterias hal6filas

Tanto las bacterias haldfilas aisladas como sus enzimas son usadas para
diferentes sectores industriales como la produccién de enzimas, produccion de

polimeros, biorremediacion, industria alimenticia, entre otras.

2.5.1.1 Produccién de enzimas

De estas bacterias se han detectado y obtenido varias enzimas, como
hidrolasas (amilasas, lipasas, proteasas, nucleasas y pululanasas) que son de
alto interés industrial por los diversos usos que tienen en la industria alimenticia

y farmacéutica (Ramirez, Sandoval, y Serrano, 2004, p 59).
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2.5.1.2 Biopolimeros

Los polimeros obtenidos de bacterias halofilas han sido utilizados en la
industria petrolera con muy buenos resultados gracias a sus propiedades
surfactantes y emulsionantes, los que aumentan la eficacia de los procesos de
extraccion del crudo, gracias al aumento en la viscosidad del agua por estos
polimeros (Narvaez, 2007, p 12).

Los polimeros obtenidos del genero H. eurihalina pueden ser utilizados en la

industria farmacéutica y en remediacion (Ramirez, Sandoval, y Serrano, 2004).

2.5.1.3 Biorremediacion

Estas cepas bacterianas han demostrado ser una alternativa para la
degradacion de residuos téxicos especialmente en ambientes hipersalinos, en
los que los tratamientos con cepas comunes no dan resultados (Ramirez,

Sandoval, y Serrano, 2004).

Otras cepas haldfilas también demostraron gran eficacia al tratar metales
pesados como: cadmio, cobre, cinc, cromo y mercurio (Ramirez, Sandoval, y
Serrano, 2004).

2.5.1.4 Otros Usos

Las bacterias halofilas pueden ser utilizadas también en procesos de
fermentacion de alimentos, para producir solutos resistentes a la sal y en la
industria farmacéutica. Actualmente se realizan estudios para crear plantas
resistentes a las sales para que estas puedan obtener minerales de suelos

hipersalinos sin sufrir dafios.



14

3. METODOLOGIA

En esta seccion se muestran todas las metodologias utilizadas a lo largo de

este estudio para alcanzar tanto el objetivo general como los especificos.

En la figura 1 se muestran los pasos realizados para alcanzar dichos objetivos.
En primer lugar estan las metodologias de aislamiento, en las que se
encuentran la toma de muestras de agua en perfiles costeros del Ecuador, el
aislamiento de bacterias halo6filas en medio sélido y el crecimiento de bacterias
en medio liquido.

1. Metodologias de aislamiento

2. Posicionamiento geografico

3. Aplicacién del disefio experimental

4. Determinacion de la actividad
Proteolitca

5. Biorremediacién de agua residual
sintetica con alta salinidad

Figura 1. Metodologias experimentales

En segundo lugar se encuentran la toma de puntos GPS en los lugares de
toma de muestras de aguas naturales salinas y el procesamiento de estos
dentro del software ARCgis para obtener los mapas georreferenciados de los
lugares en donde fueron tomadas las muestras.
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En el punto tres se explica la aplicacion del disefio experimental Plackett-
Burman en este caso para obtener la férmula 6ptima de medio de crecimiento
para bacterias haldfilas variando las concentraciones de los compuestos

utilizados.

El cuarto punto trata sobre el experimento realizado para determinar si las

bacterias aisladas de las muestras mostraban degradacion de proteinas.

En el dltimo punto se detalla en que se utilizan las bacterias durante la
remediacion de aguas residuales con alta salinidad, cuales fueron las
caracteristicas del agua, qué condiciones fueron tomadas en cuenta para el
tratamiento y por ultimo los pardmetros analizados para determinar la eficiencia

del tratamiento.

En el presente trabajo no se contempla la caracterizacion de los

microorganismos aislados.
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3.1 TOMA DE MUESTRAS DE AGUAS DE MAR DEL PERFIL COSTERO
ECUATORIANO

Se tomaron muestras de agua salina natural, marina y de esteros, en
diferentes puntos de la costa ecuatoriana para obtener las diferentes cepas
bacterianas. Estas cepas bacterianas del agua se adaptaron a los medios de
cultivo con alta salinidad para posteriormente ser utilizadas en biorremediacion
de aguas residuales. Para seleccionar los lugares en los que se tomarian las

muestras, se busco que sus caracteristicas ambientales sean distintas.

En la Figura 2 se observa el diagrama de procesos para la toma de muestras
de agua natural salina para obtener las cepas bacterianas.

1. Seleccionar el punto de muestreo

2. Medir la temperatura

3. Medir el pH

4. Tomar la muestra

5. Determinar las coordenadas geograficas

Figura 2. Diagrama de procesos de la toma de muestras
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En los diferentes puntos de muestreo se procedié a medir la temperatura y el
pH del agua, para luego recoger la muestra en una botella oscura. Esto se
realizd con la botella completamente sumergida, y cuando esta se llend, fue
tapada debajo del agua. El siguiente paso fue tomar el punto de
georreferenciacion con el GPS (Sistema de Posicionamiento Global). Por ultimo
se almacenaron las muestras en un cooler, sin hielo, para evitar el cambio
brusco de temperatura del agua de la muestra, hasta poder refrigerarlas a una

temperatura aproximada de 5 °C.

Los puntos de muestreo fueron tomados en la provincia de Manabi, en las
localidades Leonidas Plaza, San Vicente, Canoa y Pedernales. Las muestras
fueron tomadas en fuentes naturales, con diferentes caracteristicas para
observar en cual de estos ambientes se encuentra una mayor cantidad de

colonias bacterianas.

En la Tabla 1 se especifican las caracteristicas del agua y el lugar de cada uno

de los puntos de muestreo.



Tabla 1. Puntos de muestreo
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coloracion verdosa.

Lugar de muestreo Caracteristicas de la | Observaciones
muestra
Lednidas Plaza (M1) El agua presentaba una | En el momento de la

toma de muestra en esta

ubicacion, pescadores
artesanales se
encontraban faenando

su pesca y desechando
sangre y otros residuos
organicos directamente

al mar.

San Vicente (M2)

El agua en donde se

tom6 esta muestra
presentaba una
tonalidad oscura debido
a la gran cantidad de

arena.

Esta muestra fue

tomada en el estuario
del rio Chone, en el sitio
no se observd una
fuente de

contaminacion.

Canoa (M3)

Se trataba de agua

dulce muy clara.

La muestra fue tomada
en un pequefio rio de
agua dulce, cerca de su

desembocadura al mar.

Pedernales (M4)

Esta muestra tenia una

tonalidad oscura.

La muestra fue tomada
en una entrada de mar,
en las orillas existen
asentamientos

humanos, por lo que se
puede suponer que los
desechos son vertidos
directamente en esta

Zona.
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En la Figura 3 se observa el punto de muestreo 4 tomado en la ciudad de
Pedernales, en esta se pueden ver los asentamientos cercanos y el estado del

agua.

Figura 3.Punto de muestreo ubicado en la ciudad de Pedernales (M4).

3.2 GEORREFERENCIACION DE PUNTOS DE MUESTREO MEDIANTE GPS

En cada punto de muestreo se determind su ubicacién geografica, esto permitio
tener una localizacién exacta de los lugares en donde se tomaron las muestras
con la finalidad de crear un mapa georreferenciado de los puntos, con la
informacion caracteristica de los mismos. Estos mapas se encuentran en el

Capitulo 4: Resultados.

En el punto de muestreo, se procedié a encender el GPS y se selecciond la
opcion de toma de puntos. Para garantizar la exactitud del punto, debemos
esperar a que el GPS se conecte con al menos 6 satélites.
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Figura 4. Toma de puntos GPS en la parroquia Canoa

Una vez que se tomaron todos los puntos, estos fueron ingresados en el
programa ARCgis version 9, junto con las cartas topogréficas correspondientes
a estos sectores de la costa ecuatoriana, para crear un mapa georreferenciado

de los puntos de muestreo.

Para la creacién de los mapas, se utilizé cartografia de acceso libre disponible
en el portal web del Instituto Geografico Militar. Los archivos descargados para
la elaboracion de los mapas de muestreo tienen un formato shapefile y se

encuentran en una escala de 1:50.000.

Los archivos utilizados para la creacion del mapa georreferenciado fueron:

e Pedernales
e 10 de agosto
e Jama

e Convento

e Canoa

e San Isidro

e Ricaurte

e Bahia de Caraquez
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3.3 AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS HALOFILOS MEDIANTE
ENRIQUECIMIENTO

Para el aislamiento de microorganismos se preparé un medio de cultivo tanto
en agar nutritivo, para su conteo y aislamiento (sélido) como en medio EC, para

su crecimiento (liquido).

En el caso de los dos tipos de medio se seleccionaron nutrientes y sales para
simular condiciones parecidas al de agua salada, a la que este tipo de

microorganismo esta adaptado para crecer y desarrollar sus funciones vitales.

3.3.1 Aislamiento de bacterias en medio s6lido mediante estriado

Para el aislamiento de bacterias se utilizaron dos metodologias. Primero se
realiz6 una siembra directa tomando 150 puL de agua de mar en los cultivos,

para obtener un gran crecimiento de cepas en el medio de cultivo.

La segunda parte del aislamiento se realiz6é por la técnica de estriado y sirvio
para obtener un cultivo puro. Para éste se tom6 una cepa de la siembra directa
con un asa esterilizada y se la colocé en un medio nuevo, para asi tener cepas

bacterianas puras.

El aislamiento de bacterias en medio sélido sirve para determinar por conteo de
cepas bacterianas los medios mas aptos para el crecimiento de bacterias

haldfilas.

En la Figura 5 se describe un diagrama de procesos para el aislamiento y

crecimiento bacteriano tanto para los medios soélidos como liquidos.
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1. Formulacidn del Distribuicion de los
medio segun las 2. Esterilizacion de medios solidos en cajas

variables de la férmula medios de cultivo Petriy mantener los
(Sélido y Liquido) liqguidos en los frascos

Realizar el conteo de las
Colocar la muestra de cajas y observar el

agua en cada medio Incubar por 48 horas

crecimiento en los
frascos

Figura 5. Diagrama de procesos del aislamiento bacteriano

En la Tabla 2 se muestran los compuestos utilizados como nutrientes y sales
para los medios de cultivo tanto so6lido como liquido.

Tabla 2. Contenido del medio

Compuesto

Sulfato de magnesio heptahidratado (MgSO4.7H,0)

Extracto de levadura

Peptona

Cloruro de Calcio (CaCly)

Cloruro de Amonio (NH4CI)

Sal (NaCl)
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3.3.2 Aislamiento de haléfilos aplicando un disefio factorial fraccionado
Plackett-Burman

Para el disefio experimental se utilizd los compuestos descritos en la Tabla 2
como variables independientes (factores). Ademas, una variable categérica que
se incluy6 fue la procedencia de la muestra: muestras de agua de mar tomadas
de los perfiles costeros; siendo F1 la muestra tomada en la localidad de
Leodnidas Plaza y F2 la muestra tomada en San Vicente. Con estas variables,
se realiz6 un disefio experimental “Plackett-Burman” (Plackett y Burman, 1946,
pp 305-325), para definir en qué condiciones existe mayor crecimiento
bacteriano. Este disefio sirve como un método de barrido (Screening design), y
sirve para la busqueda o seleccion de los factores mas influyentes en la

respuesta de un experimento (Garcia, 2007, p 79).

En la Tabla 3 se encuentra la cantidad que fue utilizada de cada compuesto en

el nivel alto y bajo en el disefio experimental.

Tabla 3. Cantidad utilizada por nivel de los compuestos

Nivel |MgSO, 7H,0 | Extracto de levadura | Peptona | CaCl, |NH,CI| NaCl Fuente
A B C D E F G
Alto (+) 0.99 0.6g 0.9g |0.02g| 0.9g | 99 |Lednidas Plaza
Bajo (-) 0.1g 0.2g 0.1g [0.01g| 0.1g |3.75g| San Vicente

En la Tabla 4 se presenta el modelo Plackett-Burman usado para determinar la
formulacién de las formulas de los medios de cultivo, dado por el nivel de las

variables.
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Tabla 4. Modelo Plackett-Burman utilizando las variables para crear los medios
de cultivo

MgS0O,4 7H,0 E)I(;rlz(;tjr:e Peptona | CaCl, NH4Cl NacCl Fuente

1 - + - - - +
2 - + - - -
3 - + - + - -
4 + - + + - + -
5 + + - + - +
6 + + + - -
7 - + + + -

8 - - + + + -

9 - - - + + + -
10 + - - - + +

11 - + - - - +

12 - - - - - - -

El modelo Plackett-Bueman defini6 12 medios de cultivo (férmulas) con los
componentes en 2 niveles diferentes (mayor y menor). Una vez definidos los
medios con mayor crecimiento, se prepararon solo estas formulaciones para

medio liquido.

Para preparar los medios de cultivo se colocé 150 ml de agua destilada en un
matraz de Erlenmeyer, se peso 3.45¢g de agar nutritivo (23 g/L) y se agregé al
agua destilada, se peso6 los compuestos restantes segun la férmula del modelo
Plackett-Burman, el Erlenmeyer se colocé en una plancha de calentamiento
con agitacion a 200°C, hasta que los compuestos se disuelvan completamente

en el agua.

Una vez que se prepararon los medios, estos se esterilizaron en una autoclave
a 121°Cy 103 kPa de presion. Una vez esterilizados, los medios son llevados a

una camara de flujo laminar, previamente esterilizada con luz UV.

Cada medio es distribuido en 3 cajas Petri, para tener suficientes repeticiones
de cada una de las formulas del disefio experimental, cuando se colocé el

medio en las cajas Petri, éste estaba caliente y en estado liquido, por lo que se
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esperd a que se solidifique y enfrie para realizar la siembra. Una vez que el
medio se encuentra listo, se coloc6 100 pL (0.1 mL) de la muestra de agua.

Las cajas Petri que fueron sembradas se colocaron en una incubadora a 37°C,

se control6 el crecimiento bacteriano el primer dia.

Figura 6. Siembra en medio sélido

Una vez transcurridas las 48 horas, se retiraron las cajas de la incubadora para
realizar el conteo de cepas microbianas, éste procedimiento se realiza siempre
que las cepas se encuentren de manera independiente unas de otras y no
formando una sola masa. Si las cepas estan unidas unas de otras se procede a
realizar una dilucién seriada de la muestra de agua y se la coloca en medio
fresco hasta encontrar la disolucibn en la que se pueden contar a los

microorganismos.

Cuando se encontré una disolucion en la que se diferencian las estructuras

bacterianas, se cuenta las unidades formadoras de colonia (UFC). Una vez
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contadas las colonias que existen, se determino el numero real de colonias que

existen por mililitro, lo cual se realiza con la siguiente formula.

UFC . 1 ., . .
— = # de colonias X ———— (Ecuacion 1) Numero real de colonias

dilucion

3.3.3 Crecimiento de bacterias en medio liquido

Para el medio liquido se vertieron 150 ml de agua en los matraces de
Erlenmeyer, se colocaron 7 gramos de medio EC, y las correspondientes
cantidades de los compuestos determinados por el disefio Plackett-Burman. Se
calentaron y agitaron en la placa calefactora a 200°C hasta la disolucién
completa de las sales y compuestos quimicos en el agua destilada.

Posteriormente, fueron llevados a la autoclave para esterilizarlas, en las
mismas condiciones que los medios soélidos, cuando salieron de la
esterilizacion se los llevé a la camara de flujo estéril y se esper6 a que los
medios liquidos estén a temperatura ambiente para colocar la muestra de

agua, ya que las bacterias se verian afectadas en altas temperaturas.

El siguiente paso fue trasladar a las colonias de bacterias del medio solido al
liquido, para lo cual tomamos al indculo del medio sélido, con ayuda de un asa
de platino esterilizada con fuego, con el asa se tomo la colonia, y se la colocé

en el medio liquido.
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Figura 7. Medio de cultivo liquido sin sembrar (izq.) y sembrado (der.)

3.4 CRECIMIENTO BACTERIANO POR TIPO DE MUESTRA

Dentro de las actividades realizadas para determinar el crecimiento, se
analizaron todas las muestras con el objetivo de saber en qué medios existe
mayor cantidad de microorganismos y elegir cuales se utilizarian para la
biorremediacion, o si todos son aptos para ésta.

3.5 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA MEDIANTE
DIGESTION CON CASEINA

Para la determinacion de la actividad proteolitica se sembr6 a las bacterias
aisladas en un medio de cultivo compuesto de bacto agar, leche descremada,
extracto de levadura al 0.5% y 1% peptona, este medio es suplementado con
una solucion salina denominada SW5 (Narvaez, 2007, p 29). La solucion
contiene por litro: 234g de cloruro de sodio, 39g cloruro de magnesio
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hexahidratado, 61g de sulfato de magnesio, 6g de cloruro de potasio, 0.7g
bromuro de sodio, 0.2g de carbonato acido de calcio y 1g cloruro de calcio,
para mantener condiciones similares a la de medios marinos (Narvaez, 2007, p
26). Esta solucion se encuentra a una concentracion de 30% de salinidad, y

para su uso en el medio se la diluye a una concentracion de 5%.

Para la preparacion del medio se debe esterilizar la leche por separado para
evitar que el medio se darfie al calentar a las altas temperaturas de la autoclave.
El medio es colocado en cajas Petri, y una vez que las bacterias son
sembradas son colocadas en una incubadora a una temperatura de 37°C por
72 horas.

En la Figura 8 se muestra como se realiz6 la estimacion de la actividad
proteolitica mediante halos de degradacion.

Figura 8. Cepas bacterianas con halos de degradacion

La actividad proteolitica se determina por la presencia de halos alrededor de la
cepa bacteriana sembrada en el medio, estos son medidos en milimetros de

didmetro.
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Para este caso la medicion fue dada por la presencia o ausencia de estos halos
en el medio de cultivo, alrededor de las unidades formadoras de colonia.

Se prepararon 4 medios para cada una de las muestras de agua recolectadas

en los perfiles costeros.

3.6 PREPARACION DEL AGUA RESIDUAL Y EL PROCESO DE
BIORREMEDIACION

Una vez que se determinaron las mejores condiciones para el crecimiento
bacteriano, y se realizaron las pruebas para determinar la actividad proteolitica,
se procedio a la biorremediacion de aguas residuales con alta salinidad (Figura
9).

1. Colocar las
bacterias en el
lecho plastico

Preparar el agua

Incubar por 48 hrs e .
residual

Colocar las Colocar aireacion
bacterias en el

agua residual

Dejar el proceso

en el agua residual

con bacterias por 72 hrs

Figura 9. Diagrama de procesos para la biorremediacién

Este experimento fue realizado en laboratorio, para el cual se prepard agua
residual sintética en diferentes concentraciones para determinar la carga
contaminante 6ptima para el estudio. En el agua se afiadieron las bacterias que
se desarrollaron en el medio liquido, se utiliz6 un lecho compuesto de una
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manguera corrugada de media pulgada cortada en segmentos de
aproximadamente 3 cm, y tapas de botellas para dar un soporte en el que las
bacterias puedan realizar sus procesos degradativos en presencia de aireacion

constante en el agua.

El agua residual sintética con alta salinidad utilizada para la remediacién estuvo
compuesta de melaza diluida, urea, fosfato de potasio (KH,PO,), sulfato de
magnesio (MgSO,), y diferentes concentraciones de sal (1-5%) (Kargi, 2002, p
1570), los componentes para el agua se encontraban inicialmente en una
proporcion de carga organica, nitrogeno y fosforo de 100:10:1, con esta
proporcion se determinaron estas cantidades de los compuestos para 1 litro de

agua residual:

Tabla 5. Componentes del agua residual sintética

Compuesto Cantidad
Melaza 100 mL
Urea (Solucién) [10 mL
KH,PO, 01g
MgSO, 0,1g

Esta formulacién tuvo una concentracién muy elevada, por lo que se procedio a

realizar diluciones de la férmula.

Con las diferentes concentraciones, se realizaron simultaneamente los
experimentos para determinar en qué condiciones trabajan mejor las bacterias
haléfilas, mediante mediciones de la degradacién de los contaminante. Siendo
la mezcla de 800 ml de agua y 200 ml de la férmula, la que mostré6 mejores
resultados y por lo tanto, la que mas adelante fue utilizada para todos los
analisis realizados para determinar el funcionamiento del proceso de

remediacion de aguas.
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3.7 MICROORGANISMOS HALOFILOS PARA BIORREMEDIACION

Para la biorremediacion de las aguas residuales sintéticas, se usaron
microorganismos que se encontraron previamente en crecimiento en medio
liquido dentro de una incubadora, las mismas que fueron cambiadas a medio
fresco cada semana para garantizar que se encuentren en una fase

exponencial de crecimiento y su degradacion sea mayor.

Antes de colocar las bacterias en el agua residual, se determiné si las mismas
se adaptaban al lecho plastico, para lo cual se las colocé en un vaso junto con

este material.

Las bacterias que se encuentran con el lecho plastico, son regresadas a la

incubadora y se las dej6 crecer en este nuevo ambiente por 48 horas.

Figura 10. Lecho plastico con biofilm

Este lecho plastico serviria a las bacterias a tener una mejor y mayor superficie

de contacto para poder realizar sus funciones vitales y crear consorcios
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bacterianos, debido a que por la presencia de sal, los organismos que ayudan

a cumplir esta funcién no pueden sobrevivir.

3.8 BIOREMEDIACION DE AGUAS RESIDUALES

Se realizaron varios experimentos con las diferentes concentraciones de agua
residual sintética, para determinar las condiciones Optimas de contaminantes,

bacterias, sal y tiempo para obtener el tratamiento mas efectivo.

Para este proceso se coloco el lecho plastico, el cual estuvo previamente en
contacto con las bacterias, en un frasco Erlenmeyer, junto con 100 ml del caldo
de cultivo de bacterias. A este lecho se le agreg6 1 litro del agua residual

sintética, y se le inyecta aire mediante una pequefia bomba para pecera.

A este tratamiento se lo deja en aireacién constante durante 72 horas para
medir el efecto de las bacterias sobre la carga contaminante contenida en el

agua residual.

Figura 11. Tratamiento de aguas residuales mediante bacterias aerobias
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3.8.1 Coagulacion - floculacion de agua residual producto de la
biorremediacion

Una vez finalizado el proceso de remediacion con las bacterias halofilas
aerobias, las diferentes muestras de agua residual fueron llevadas a un cono
de sedimentacion para visualizar el cambio en la turbidez del agua mediante la
sedimentacion de los solidos suspendidos que se forman por la presencia de
bacterias en el agua residual sintética, y la alta carga orgénica. El agua

incremento su turbidez por los sélidos en suspensidn que se generaron.

El agua debe permanecié en reposo dentro del cono por una hora para

determinar la sedimentacion.

En todos los tratamientos realizados, los sélidos suspendidos, se quedaron en
ese estado y no sedimentaron de la forma esperada, debido a esto, los
parametros medidos incrementaron significativamente, en lugar de decaer por
lo que no se pudo determinar el éxito del tratamiento de agua residual con alta

salinidad.

Por esta razén se decidi6 incluir un tratamiento de coagulacién — floculacién a
este experimento, para el que se agreg6 productos quimicos para ayudar a la
sedimentacion de la materia en suspension, que de otra forma no sedimentaria
por la presencia de las sales inorganicas en el agua residual(Lafabvre &
Moletta, 2006, pag. 3674).

Los productos usados en el tratamiento fueron:

e Coagulante PCA al 20%

e Floculante ani6nico al 0,1%
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Figura 12. Aguas tratadas con bacterias antes y después del tratamiento terciario

Una vez finalizados los tratamientos aerobios con bacterias haldfilas, se
tomaron 500 ml del agua cada uno de los tratamientos y se los coloc6 en vasos
para poder realizar la prueba de jarras, el cual consiste en colocar los vasos
con las muestras de agua y someterlos a una agitacion constante por un
tiempo determinado y colocar los agentes coagulantes (10 ml) y floculantes (6
ml), para de esta manera determinar la dosis éptima para la precipitacion de la

materia coloidal contenida en el agua tratada.

Se utilizaron las mismas dosis de PCA y floculante aniénico en todas las fases
del tratamientos (inicial, con bacterias y coagulacion — floculacién), debido a
gue este proceso se realiz6 como complemento para observar si el uso de
estos componentes daria resultados positivos al problema de sedimentacion y
turbidez en todos los tratamientos realizados con las diferentes
concentraciones.
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3.9 PARAMETROS ANALIZADOS

Para tener datos significativos y reales de la eficiencia del tratamiento descrito
en el estudio, se ejecutaron mediciones de algunos parametros de calidad y
estado del agua antes y después del tratamiento, tanto al agua salida del
tratamiento aerobio como a la que fue agregada el coagulante y el floculante.

Los pardmetros analizados fueron los siguientes:

e Solidos sedimentables
e Sdélidos suspendidos
e Turbidez

e Demanda quimica de oxigeno (DQO)

3.9.1 Solidos sedimentables

Los sélidos sedimentables son la materia que se depositan en el fondo de un
cono de precipitacion en un periodo determinado de una hora. El volumen que
debe ser usado es de 1 litro y se determina midiendo el volumen de material
coloidal en mililitros que sedimenta durante la hora determinada. A los 45
minutos de este proceso, se deben realizar giros al cono, para ayudar a que los

sélidos precipiten de una manera mas rapida.

La medicion se realiza a los 60 minutos, esta es realizada midiendo los mililitros
que alcanz6 la parte de material solido en el cono, el cual cuenta con
graduacion en mililitros para obtener rapidamente la cantidad sedimento

alcanzado por esta fraccion solida (Aguinaga, 1996, p 11).

Existen dos maneras posibles para medir los solidos disueltos, en mg/L y en
ml/L, en este estudio se midi6 de la segunda forma, la cual es una medida de
volumen sobre volumen, debido que para este tipo de industria esta es la

medida que se calcula en las normativas.
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Figura 13. Sedimentos en el cono Imhoff

En el caso de este experimento, este pardmetro sirvid para observar la
actividad microbiana, mediante el aumento de la materia organica en el fondo

del cono.

3.9.2 Solidos suspendidos

Como indica su nombre, con este método se analizé la materia que se
encuentra suspendida en el agua, y no puede precipitar. En este caso a la
presencia de sal, crea un efecto de alta turbidez en el agua tratada. La unidad
medida de este parametro es medido en mg/L.

El primer paso es el de secar por 1 hora el filtro de fibra de vidrio dentro de la
mufla a una temperatura de 105 °C por dos horas, tras sacar el filtro, este es
pesado en la balanza analitica dentro de la caja Petri para determinar su peso

inicial (Aguinaga, 1996, p 13).
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El matraz Kitasato es conectado mediante una manguera a la bomba de
succion y sobre el colocamos el embudo. En el embudo se pone el filtro de fibra
de vidrio, y se hace pasar poco a poco 100 ml del agua residual por el filtro,

mientras esta agua es succionada dentro del matraz(Aguinaga, 1996, pag. 13).

Una vez filtrados los 100 ml de agua, el filtro se retiré del embudo y colocé de
nuevo en la caja Petri para ser introducido en la mufla a la temperatura de 105

°C por el mismo periodo de tiempo, para luego ser pesado.

La diferencia de peso entre el peso inicial del filtro de fibra de vidrio y el peso
final se expresa en mg de materia en suspension por litro de muestra. Se

determina mediante la siguiente ecuacion:

(A-B-C)x1000
" Volumen de la muestra

(Ecuacion 2) determinacién del peso
los sélidos suspendidos

A = peso de la caja Petri con el filtro y los mg de sdlidos suspendidos
B = Peso de la caja Petri
C = Peso del filtro

Esta técnica es repetida para el agua de todas las fases del tratamiento de

aguas.

3.9.3 Turbidez

Este parametro determina la disminucion del material coloidal en el agua
debido a la presencia de particulas en suspension (Ziegler, 2002, p 1). La
turbidez es expresada en unidades nefelométricas de turbidez, o NTU por sus

siglas en inglés.
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Estas pruebas se realizaron en un medidor de turbidez (turbidimetro) HI 88713
de marca Hanna Instruments, el cual tiene un rango de medicién de 0,00 hasta
4.000 NTU.

%A / pgErria TURBIDIMETRO

Figura 14. Turbidimetro

Para realizar las mediciones en las muestras de agua se debe programar el
turbidimetro en el modo de lectura. Mientras tanto se debe verter 10 ml de cada
muestra que va a ser analizada en pequefios frascos disefiados para el

turbidimetro.

El turbidimetro cuenta con una bandeja, disefiada para la lectura de las
muestras en los frascos incluidos con el equipo.

Para la lectura de las muestras se limpio6 el frasco por fuera y se colocé en la
bandeja del medidor, se cierra la tapa de la bandeja y se realiza la lectura de la
turbidez presionando el boton “leer”. Cada lectura es individual, por lo que una
vez tomada, se retira el frasco y se coloca el siguiente para realizar el mismo
proceso. El proceso de lectura y generacion de resultados demora alrededor de
20 segundos por muestra.
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3.9.4 Demanda quimica de oxigeno

Este pardmetro ayuda a determinar la carga organica contenida en el agua
residual mediante la determinacion de la cantidad total de oxigeno necesario
para oxidar a dioxido de carbono a este material organico (Sawyer, McCarthy y
Parkin, 2003, p 625). Los resultados de las mediciones de DQO se expresan en

miligramos de oxigeno por litro.

Para medir éste parametro, una muestra del agua residual inicial, una muestra
del agua tratada con bacterias y la proveniente del tratamiento terciario, fueron

enviadas al laboratorio de aguas “TRAHISA”.

Para determinar este parametro solo se analizaron las aguas en las diferentes
etapas de tratamiento de una de las tres réplicas, debido a que el tiempo de
entrega de los resultados fue prolongado y que el agua de las tres replicas fue

similar.



40

4. RESULTADOS

4.1 RESULTADOS DE LA TOMA DE MUESTRAS

La toma de muestras de los puntos que se sefialan en la seccién 3.1, dio como

resultado la siguiente tabla en donde se muestran los parametros fisico -

quimicos que fueron medidos en el momento de la recoleccion del agua.

Tabla 6. Ficha de toma de muestras

GPS GPS
Lugar de Temperatura
Muestra Fecha Hora . pH | coordenadas | coordenadas
muestreo (°C)
N E
Leonid
1 eslr;'zaas 23-mar-13 | 845 26 8 564252 9931318
2 San Vicente| 23-mar-13 | 9:10 28 7 565420 9935371
3 Canoa 23-mar-13 | 10:05 27 7 560363 9949037
4 Pedernales | 23-mar-13 | 12:12 26 7 604654 0007287

4.2 MAPAS GEORREFERENCIADOS DE LOS PUNTOS DE MUESTREO

Como resultado de la georreferenciacion de los puntos de muestreo que
aparecen en la tabla 6, se crearon cuatro mapas de los lugares en donde las
muestras fueron recolectadas y un mapa general del perfil costero con todos

los puntos de muestreo.
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El primer mapa (Figura 15) representa al Ecuador con los puntos en donde se

realiz6 los muestreos.

Figura 15. Mapa de Ecuador con los puntos de Muestreo
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El mapa de la Figura 16, es un acercamiento a la zona de la provincia de

Manabi, en donde se encuentran los puntos de muestreo.
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Figura 16. Mapa de los cuatro puntos de muestreo
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En la Figura 17 aparece el lugar del primer punto de muestreo, ubicado en la
parroquia Lednidas Plaza Gutiérrez.

Figura 17. Mapa del primer punto de muestreo, ubicado en la parroquia Leonidas
Plaza Gutiérrez
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El mapa en Figura 18 representa el punto de muestreo cercano a la parroquia

San Vicente.
/ N =)
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Figura 18. Mapa del segundo punto de muestreo, ubicado en la parroquia San Vicente
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En la Figura 19 se encuentra el punto de muestreo realizado en el rio Canoa,
en la poblacion de Canoa.

Figura 19. Mapa del tercer punto de muestreo, ubicado en la parroquia Canoa.
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La ultima muestra realizada fue la localizada en la ciudad de Pedernales, la
cual es descrita en la Figura 20.

Figura 20. Mapa del cuarto punto de muestreo, ubicado en la ciudad de pedernales.
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4.3 CONTEO MICROBIANO DE MICROORGANISMOS HALOFILOS
AISLADOS DE PERFILES COSTEROS DE ECUADOR

En la Figura 21 se muestran los resultados de las 12 formulas para los medios

de cultivo determinados por el disefio Plackett-Burman (seccion 3.3.2).

Por medio del método de conteo descrito en la seccion 3.3.2 se consiguio la

cuantificacion del crecimiento de microorganismos halofilos.

Conteo microbiano promedio (UFC/mL)

Tratamiento

Figura 21.Promedio de colonias bacterianas por formula de medio
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Figura 22. Caja Petri con microorganismos haléfilos (UFC/mlI)

4.4 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Los resultados para la actividad proteolitica fueron determinados por la
presencia o no de halos de degradacion de proteinas alrededor de las cepas

microbianas aisladas que crecieron en el medio.

En la Tabla 7, se muestran los resultados de la presencia o ausencia de
degradacion de proteinas de leche sin grasa mediante la aplicaciéon de

diferentes cultivos aislados de las muestras de agua de los perfiles costeros.

La muestra tomada en Lednidas Plaza Gutiérrez corresponde a M1, San
Vicente a la muestra M2, Canoa a M3 y M4 es la muestra recolectada en
Pedernales.
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Tabla 7. Presencia de actividad proteolitica por muestra

DEGRADACION
M1 SI
M2 S|
M3 NO
M4 S|

4.5 BIORREMEDIACION DE AGUA RESIDUAL SINTETICA

En esta seccidon se muestran los resultados de biorremediacion realizados al
agua residual sintética (seccion 3.6). Se midié la concentracion de solidos
sedimentables (ml/L), solidos suspendidos (mg/L), turbidez (NTU) y demanda
quimica de oxigeno: antes del tratamiento, al finalizar la fase de tratamiento
con bacterias aerobias y después del tratamiento mediante coagulacion -
floculacion. Estos andlisis fueron realizados en agua residual sintética
seleccionada: 800ml de agua y 200 ml de la formula concentrada (seccién 3.6),
debido a que los resultados que se registraron en un principio fueron los

mejores.

La Figura 23, representa el analisis de solidos sedimentables, para las tres

réplicas, realizado en el proceso de remediacién de aguas residuales.



50

300

250

200

150

100

Sélidos sedimentables (ml/L)

50

0 S s M _
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Figura 23. Respuesta del parametro sélidos sedimentables en agua residual sintética
sin tratamiento (inicial) y en los tratamientos realizados.

Los resultados de las réplicas del parametro sélidos suspendidos se

encuentran en la Figura 24.

0,6

0,5

0,4
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0,2

Sélidos Suspendido (mg/I)

0,1

Inicial Tratamiento c/bacterias  Coagulacidn - Floculacién

Figura 24. Medicion del pardmetro solidos suspendidos para agua residual sintética sin
tratamiento, después del tratamiento bioldgico y el tratamiento de coagulacion —
floculacion.
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En la Figura 25 se presentan las variaciones de la turbidez entre las fases del
tratamiento del agua residual sintética.

1200

1000

800

400

200

0 - I

Inicial Tratamiento c/bacterias Coagulacion - Floculacién

Figura 25. Medicion de la turbidez en agua residual sintética sin tratamiento (inicial) y
en los tratamientos realizados.

El dultimo parametro analizado fue la demanda quimica de oxigeno (DQO),
cuyas mediciones se encuentran en la Figura 26.
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Inicial Tratamiento c/bacterias Coagulacion - Floculacion

Figura 26. Medicion del pardmetro Demanda Quimica de Oxigeno para el agua
residual sintética en los tratamientos de remediacion.
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5. ANALISIS DE RESULTADOS

En este capitulo se analizan los resultados obtenidos en los experimentos
realizados para este estudio, siendo los elementos a analizar el crecimiento
bacteriano en cada uno de los medios, los efectos de los compuestos utilizados
en los diferentes medios, la actividad proteolitica y los resultados de los analisis

realizados en el tratamiento agua residual sintética con alta salinidad.

5.1 ANALISIS DEL CRECIMIENTO MICROBIANO

Los resultados del conteo de colonias microbianas que se muestran en la
Figura 21 del capitulo anterior nos permiten observar que el mayor nimero de
cepas fue encontrado en la férmula 5 con 400.000 UFC/ml, seguido por la
féormula 1 en la que se obtuvieron un promedio de 376.666,7 UFC/ml y la
férmula 2 con 210.000 UFC/mI colonias en promedio, con estos resultados se
decidi6 el uso de estas formulas para el crecimiento bacteriano y la

remediacion de aguas residuales con alta salinidad.

La féormula 5, compuesta por 0,9g de MgSQO,, 0,6g de extracto de levadura,
0,1g de peptona, 0,02g de CaCl, 0,9g de NH4CI, 3,75g de NaCl y la muestra de
Lednidas Plaza, en un principio parece ser la que mejores resultados, pero
para obtener resultados mas puntuales, se realiz6 el andlisis estadistico de

estos resultados.

5.2 ANALISIS ESTADISTICO DEL CRECIMIENTO MICROBIANO
APLICANDO PLACKETT - BURMAN

5.2.1 Andlisis de los efectos principales

En esta seccion se muestran cuales son los compuestos y condiciones
utilizados para el crecimiento bacteriano que causan un mayor impacto en el

crecimiento. Estos efectos son presentados en la Figura 27.
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Figura 27. Grafica de efectos principales del promedio del conteo microbiano

En la grafica de efectos principales se observa que las pendientes de los
compuestos sulfato de magnesio y el cloruro de sodio son las mas inclinadas,
lo que indica en primera instancia que estos son los compuestos mas
influyentes. El mayor efecto del uso del sulfato se da en el nivel alto, lo mismo
ocurre para el extracto de levadura y cloruro de calcio. Los compuestos que
muestran efectos mayores con el nivel bajo son peptona, cloruro de amonio y
cloruro de sodio. La fuente que presenta mejores resultados de crecimiento fue

la tomada en la parroquia de Lednidas Plaza Gutiérrez.

El maximo crecimiento de microorganismos haldfilos ocurre en presencia de
iones de magnesio, ya que los iones de este elemento sirven como
estabilizadores de las membranas de la célula, reduciendo su permeabilidad
(Brown y Gibbons, 1955, p 486). Mientras que la presencia de sal reduce la

presencia de microorganismos por el estrés osmotico producido por la sal
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(Lafabvre y Moletta, 2006, p 3674). No obstante, existe un crecimiento de
microorganismos en presencia de salinidad, o que nos indica que se trata de
organismos haldfilos, los cuales presentan mecanismos para adaptarse a la
osmosis producida por la presencia de cloruro de sodio. El mecanismo utilizado
por estos microorganismos para resistir estas concentraciones de sal consiste
en mantener el citoplasma libre de sodio, al llenarlo de potasio (Kunte, Triper,

y Stan-Lotter).

La Figura 28 contiene una gréafica de cubo, en la que se relaciona los niveles
de los tres factores con mayores efectos sobre el crecimiento microbiano para

mostrar las interacciones que generaron mejores resultados.
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Figura 28. Grafica de cubo de los principales efectos

Los mejores resultados para el crecimiento microbiano que se observan en la

grafica de cubo se encuentran en la parte inferior derecha del mismo, la
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relacion del nivel alto (1) de sulfato y el nivel bajo (-1) de cloruro de sodio y las
dos fuentes. ElI mejor resultado fue 3.883.333 UFC/mI que se registrdé con la
fuente Leodnidas Plaza Gutiérrez y la relacion descrita de los compuestos
cloruro de sodio y sulfato. El otro resultado significativo fue con la misma

relacion de cloruro y sulfato y la fuente tomada en San Vicente.

Estos resultados confirman la importancia de los compuestos sulfato y cloruro
de sodio en el crecimiento bacteriano. Mientras que el mayor crecimiento en la
fuente Lednidas Plaza Gutiérrez puede deberse al asentamiento de personas
cerca del punto de muestreo.

5.2.2 Andlisis de residualidad del disefio Plackett - Burman

En esta seccion se analizara la significancia estadistica de los factores
relacionados.

En la Figura 29 se puede observar la distribucién normal de los datos, ya que
estos se encuentran distribuidos a lo largo de la recta, a pesar de que existen
datos que se alejan, se puede decir que existe una distribucion normal del error
(De Dios, 2007).

Percent
wu
S

3 B B! ; i 3 3
Standardized Residual

Figura 29. Grafica de probabilidad normal
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En el histograma de la Figura 30 se puede observar que los datos siguen una
distribucion normal. Debido a que la cantidad de datos utilizados no es tan
grande, la curva que se forma no es perfecta. En el mismo observamos que la

mayor frecuencia se encuentra sobre el cero, debido a la normalidad de los

datos.
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Figura 30. Histograma de frecuencias
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En La Figura 31 se puede observar que los datos estan distribuidos de forma
aleatoria cerca del cero, de la misma manera que se pudo observar en el
grafico de probabilidad normal. Se puede visualizar que existe un dato atipico
en el grafico es el que tiene valor de 600.000 UFC/mI, el mismo que pudo
haber ocurrido por un error o contaminacion al momento de la siembra, asi

como pudo ocasionarse una razon.
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Figura 31. Grafico Residuos vs Respuesta
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La Figura 32 muestra que los datos estan distribuidos de manera aleatoria en el

grafico y no siguen un orden entre ellos por lo que se puede concluir que son

datos independientes unos de otros (Gutiérrez y De la Vara, 2008).
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Figura 32. Residuos vs orden de los datos
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5.2.3 Andlisis de la Varianza (ANOVA)

El andlisis de la varianza se realizé en el programa MINITAB version 16, con
los datos obtenidos del disefio Plackett—Burman para evidenciar la existencia
de efectos por parte de los compuestos mediante sus medias(De Dios, 2007).

Para este analisis se plantean dos hipétesis:
Ho: u1=p2=u3 =p4..... pM12
Ha: p1 # un

Donde u representa a las medias muestrales correspondientes a los
tratamientos 1, 2, 3, 4, 5,....12

Tabla 8. Analisis de la varianza

Fuente GL | Seq SS Adj SS Adj MS F p
Efectos principales 7| 5,90E+13| 5,90E+13| 8,42E+12 4,83 |0,001
Sulfato 1| 2,13E+13 2,13E+13| 2,13E+13 12,22 0,00 *
Extracto 1 1,11E+12 1,11E+12 1,11E+12 0,64 (0,43
Peptona 1| 1,48E+12| 1,48E+12| 1,48E+12 0,85 |0,36
Cloruro de calcio 1| 7,66E+11| 7,66E+11| 7,66E+11 044 |0,51
Cloruro de amonio 1] 9,97E+11 9,97E+11 9,97E+11 0,57 10,46
Cloruro de sodio 1] 2,71E+13 2,71E+13| 2,71E+13 15,53 [0,00 *
Fuente 1| 6,24E+12 6,24E+12 6,24E+12 3,58 [0,07

*Efectos estadisticamente significativos

Se utiliza el valor de p obtenido en el andlisis y un a = 0.05 para aceptar o
rechazar la hipotesis. Si a > P la hipotesis nula se rechaza y se acepta que
existe una diferencia significativa.

En la Tabla 8 se observa que los resultados significativos (P < 0.05), son una
vez mas los compuestos sulfato de magnesio y cloruro de sodio.
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5.3 ANALISIS DE LOS EFECTOS DE LOS FACTORES EN EL
CRECIMIENTOMICROBIANO

A continuacion se analizan los compuestos utilizados en las diferentes férmulas
de los medios de cultivo con relacion a los efectos que tuvieron en el

crecimiento de microorganismos en estos medios.

Pareto

750000 =
500000 -
250000 - I

CINa MQED4 Fue e F"e:duna Eleuad A NH4"‘I
variables

Porcentaje de efectos
T V

i
i

Efecto de las Variables

Figura 33. Diagrama de Pareto de las variables utilizadas
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El diagrama de efectos (Pareto) de la Figura 33, indica que el 60% de los
efectos que se muestran en el crecimiento bacteriano en los medios de cultivo
fueron realizados por los compuestos NaCl y MgSO,, un 15% de los efectos
fue por las diferentes fuentes, y el 25% restante por la sumatoria de los demas

compuestos.

La Figura 34 nos indica que los compuestos utilizados con sus efectos. Los
efectos cercanos a la linea no son significativos, mientras que los mas alejados
son los que tienen efectos significativos sobre la respuesta. En este caso los
datos significativos son los correspondientes a sulfato y cloruro de sodio.

99
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70
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Percent
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-4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4
Standardized Effect

Figura 34. Gréfica de efectos estandarizados

Este analisis sobre los efectos se puede corroborar en la Figura 27, en la cual
se muestran individualmente el efecto que presentan cada uno de los
compuestos utilizados en las formulas en sus diferentes niveles. Siendo los que
presentan mayores efectos entre sus niveles, los datos correspondientes a

cloruro de sodio y sulfato.
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La Figura 35 muestra los efectos por niveles de los compuestos que arrojaron

datos significativos (sulfato de magnesio y cloruro de sodio).
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Figura 35. Grafica de interaccion de los efectos principales

-1 1

Los mejores resultados del componente sulfato de se observaron siempre que

se utilizo el nivel alto (1), por la caracteristica mientras que el cloruro de sodio

otorgo los mejores resultados con el nivel bajo (-1). Esto se puede deber a los

efectos que tienen los compuestos sulfato de magnesio, el mismo que brinda

una gran estabilidad a la pared celular, y el cloruro de sodio, que en grandes

cantidades inhibe el crecimiento de las células.

Gracias a los graficos anteriores podemos enfocarnos en los compuestos y los

niveles que tienen mayor efecto para encontrar las mejores interacciones entre

ellos para conseguir los mejores resultados de crecimiento. Esto es explicado

con las siguientes figuras.
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En la Figura 37 se observa la relacion entre los factores cloruro de sodio y
sulfato de magnesio (significativos), con sus niveles y con el crecimiento de

microorganismos promedio que se encontro en cada tratamiento

01 09

Conteo microbiano (UFC/mL)

| | | | 1 | | | I | | |
3 7 g 9 11 12 2 4 5 6 10

Tratamiento

Figura 36. UFC vs datos significativos

En la Figura 36, el grafico de barras representa el promedio de unidades de
colonia observadas en la seccion de resultados, pero en este caso se
encuentran agrupadas segun el nivel utillizado de los componentes
significativos. Se observa que el mayor crecimiento se da en la interaccion
entre 0,99 de sulfato de magnesio y 2,5% de cloruro de sodio, en esta
interaccion se consiguen valores de hasta 4e+06 UFC/ml (400.000). EI menor

crecimiento se encuentra en la interaccion entre 0,1g de sulfato de magnesio y
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6% de concentracion de cloruro de sodio. Esto confirma la importancia de los
iones de magnesio en la célula y los efectos del cloruro de sodio.

El grafico de superficie de respuesta en la Figura 37 expone la relacién de los
niveles de los datos significativos de cloruro de sodio y sulfato de magnesio con
la variable respuesta, expresada en unidades formadoras de colonia (UFC/ml).

6000000
)

4000000

2000000

Sulfato

0

Cloruro_sodio

Figura 37. Gréfico de superficie

En este gréafico se aprecia una vez mas que para obtener el mayor nimero de
colonias bacterianas se debe utilizar la combinacion del nivel alto de sulfato de
magnesio Y el nivel bajo de cloruro de sodio. Esto se debe a las propiedades de
los iones de magnesio en las membranas y la adaptacion al medio que

presentan los organismos haldfilos.
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A continuacion, se expone un grafico de contorno, en los que se puede
visualizar mediante relaciones de los compuestos y niveles, cuél es la

respuesta de UFC esperada en los diferentes casos.
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Figura 38. Grafica de contorno NaCl vs MgS0,:7H,O

En la Figura 38 se observa en el eje y los niveles de cloruro de sodio y en el eje
x el sulfato de magnesio, mientras el resto de componentes utilizados en el
disefio experimental se mantiene en el nivel bajo de cada uno de ellos. En color
azul se encuentran valores pequefios o nulos de UFC y en color verde los
resultados con mayor namero de colonias, lo que se busca obtener en el

estudio.

Como en graficos anteriores la mejor respuesta se obtiene con la combinacién

de nivel 1 en sulfato de magnesio y -1 de cloruro de sodio.
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5.5 ANALISIS DE LA ACTIVIDAD PROTEOLITICA

Los resultados de la actividad proteolitica se presentaron en el capitulo anterior
como la presencia o no de degradacion de las proteinas en el medio creado
para este fin. La degradacion de proteinas de leche se present6 en 3 de las 4

muestras.

Los microorganismos de las muestras tomadas en: Lednidas Plaza Gutiérrez,
San Vicente y Pedernales presentan degradacion en el medio de cultivo, por lo
que pueden ser utilizadas para remediacion de aguas residuales que
contengan una carga organica que incluya cadenas proteinicas. La muestra de
Canoa presento6 crecimiento bacteriano pero no los halos de degradacién sobre
las proteinas, por lo cual no es conveniente utilizarlas en el experimento de

remediacion de aguas residuales con alta salinidad (Narvaez, 2007, p 2).

5.6 ANALISIS DE RESULTADOS DE LOS PARAMETROS MEDIDOS EN EL
AGUA RESIDUAL Y TRATADA

Los parametros realizados para determinar la biorremediacién del agua
determinan el funcionamiento o no del tratamiento del agua por parte de las

bacterias aerobias resistentes a la salinidad.

5.6.1 S6lidos Sedimentables

Los solidos sedimentables obtenidos en las muestras de agua antes, durante y
después del tratamiento, varian en forma considerable tras la aplicacion del

coagulante y floculante.

Se observa que antes del tratamiento bioldgico el agua presenta muy poca
sedimentacién. Cuando se incorporan las bacterias esta sedimentacion
aumenta en un promedio de 7 ml/L en los tres tratamientos, esto se debe a la
presencia de microorganismos degradadores en el agua que se encuentran
realizando sus funciones en este nuevo medio. Debido a las sales del medio,

estos microorganismos y sus residuos no precipitan de manera Optima, lo cual
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se evidencia al agregar el coagulante y el floculante. Con este tratamiento los
soOlidos sedimentables se incrementan en mas de 200 ml/L y se nota un gran

cambio en el color y turbidez del agua.

La medicion de solidos sedimentables en estas tres etapas también muestra
los problemas asociados a la sedimentaciéon por presencia de las sales en el

agua (Dan, 2001, p 15), y la importancia de realizar el tratamiento terciario.

En la Figura 39 observamos que la sedimentacion entre el agua en estado
inicial y el tratamiento biologico existido una variacién en la sedimentacion del
57% por el incremento de biomasa sedimentable, mientras que entre el
tratamiento de biolégico y el de coagulacion-floculacién la sedimentacion

obtuvo una variacion del 95%.
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40%
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Tratamiento con Bacterias Coagulacién-Floculacion

Figura 39. Porcentaje de variacion de sélidos sedimentables
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5.6.2 Sélidos Suspendidos

Al inicio, el agua residual presenta solidos suspendidos (flotabilidad de materia
organica) de 0,3 mg/L por la presencia de sal (Dan, 2001, p 15). Al agregar los
microorganismos para la biorremediacion, estos solidos suspendidos
incrementan. Por las caracteristicas salinas de esta agua, esta biomasa y los
sélidos no sedimentan, lo que se refleja en la Figura 24 como el incremento en
todas las réplicas. Después del tratamiento mediante coagulacion - floculacion
se genero la precipitacion de la mayoria de los soélidos suspendidos, que se

observa al final de la misma figura.
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Inicial Tratamiento c/bacterias Coagulacion - Floculacién

Figura 40. Variacion de los sdlidos suspendidos durante los tratamientos

Entre el agua residual al inicio del tratamiento y la biorremediacion, existe un
incremento del 33% de soélidos suspendidos. Mientras que entre el tratamiento
biolégico y el tratamiento primario mediante coagulaciéon — floculacion esta
cantidad decrece en 66% en promedio.
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5.6.3 Turbidez

Los resultados del parametro turbidez, al igual que los sdlidos suspendidos,
registran datos mas elevados en la fase en la que se incorporan las bacterias,

que en la fase inicial y una disminucion al terminar los tratamientos.

El incremento en la segunda parte del tratamiento se debe a las particulas
suspendidas en el agua por la presencia del agua residual con sal, que no
permite la sedimentacién (Lafabvre y Moletta, 2006, p 3679) mas las bacterias
agregadas. Al final del tratamiento, el agua muestra una reduccién importante
de turbidez y coloracién con respecto a la inicial. Por la accién coagulante del

PCA (policloruro de aluminio).

Una vez realizada la prueba de jarras en los diferentes experimentos
realizados, se pudo observar a simple vista, y posteriormente con los
resultados de los diversos pardmetros analizados, la importancia de un

tratamiento de coagulacion - floculacion para este caso.

Visto en porcentaje se aprecia que la reduccion en la turbidez es de mas del
40% en todas las réplicas, esto se divisa a simple vista por el color y la claridad

del agua que ingresa al tratamiento con respecto al agua tratada.

5.6.4 Demanda quimica de oxigeno

Esta seccidn es referente al cambio en la demanda quimica de oxigeno (DQO)

durante las diferentes etapas del tratamiento del agua residual sintética.

En la Figura 26, del capitulo anterior, se muestra claramente como aumenta la
demanda quimica de oxigeno entre las etapas inicial y tratamiento de
biorremediacion con microorganismos, en las cuales al agua con alta carga
organica se le adicionan los microorganismos. El cambio entre la fase de

biorremediacion y coagulaciéon - floculacion del tratamiento es un cambio
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mucho mas notorio y drastico. Entre el resultado inicial y final existe una
reduccion de 18 300 mgO2/l, que en porcentaje es igual al 83,18% de

reduccion en este parametro.

120
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60 -

20 -

Porcentaje de Remocién de DQO

I
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Figura 41. Reduccién de DQO entre el tratamiento mediante coagulacién — floculacion
y el agua residual sin tratar

Esta remocién de DQO fue similar al 80% logrado por Kargi y Dinger, utilizando
bacterias haléfilas aerobias en un reactor secuencial (Biological treatment of

saline wastewater by fed-batch operation, 2000).

El agua residual sintética utilizada en el experimento tuvo una alta demanda
guimica de oxigeno, en comparacion al agua residual que se espera encontrar
en los tipos de industrias que aplican para el caso de estas aguas con elevada
salinidad. A pesar de estas condiciones, los microorganismos sobrevivieron en
este medio contaminado y demostraron no reducir su actividad en esta

situacion.
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5.7 ANALISIS DE LA PROPUESTA ECONOMICA

En esta seccion se realiza un analisis del costo real de la aplicacion de este
proyecto y los beneficios en el campo econdmico, ambiental y social que
pueden ser generados por el producto de esta investigacion.

5.7.1 Costos de inversién

Esta investigacién fue realizada en escala de laboratorio, para poder ser
aplicada en plantas de tratamiento de aguas residuales que tratan aguas con
alta salinidad, por lo que no se toman en cuenta valores relacionados con la
planta de tratamiento. En la Tabla 9 se muestra el costo de los compuestos
utilizados para crear los medios de cultivo sélidos y liquidos para el crecimiento
bacteriano.

Tabla 9. Inversion en materiales de la investigacion

Precio
Compuesto Cantidad (UsSD.)
Agar nutritivo 500g 85
Medio EC 500g 45
Sulfato de magnesio
heptahidratado 500g 35
Extracto de levadura 500g 45
Peptona 500g 47
Cloruro de Calcio (CaCl,) 500g 5
Cloruro de Amonio (NH4Cl) 500g 10
Sal de mesa (NacCl) 500g 0,25
Total 272,25

La cantidad de los compuestos se basa en relacion a la forma en que estos son
vendidos ya que para esta investigacion no se utilizaron todas estas
cantidades, por lo que el valor que se registra en la tabla es mayor y dura para
muchas repeticiones. La mayor parte de estos materiales fueron
proporcionados por el laboratorio de Ingenieria Ambiental de la Universidad de

las Américas para la realizacion de este estudio.
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Con los compuestos descritos en la Tabla 9, se pueden realizar varios litros de
medio de cultivo tanto para el aislamiento de las bacterias como para su

posterior crecimiento y para el uso en la biorremediacion.

Ademas, se utilizaron bombas para oxigenar el agua en el tratamiento, y se

realizaron analisis fuera del laboratorio.

Tabla 10. Otros costos de la investigacion

Material Cantidad Precio (S)
Bomba de

aireacion 3 18
Andlisis DQO 1 30
Total 84

El analisis de la DQO fue realizado en un laboratorio externo, mientras los
demés fueron analizados con el equipo disponible en el Laboratorio de la

Universidad de las Américas.

5.7.2 Costo de operacién y mantenimiento

Al estar planeado como un proceso dentro del tratamiento de aguas de las
empresas, tanto la operacion como el mantenimiento son los mismos que se
manejaban antes de la inclusion de las bacterias hal6filas. Fuera de la planta
de tratamiento, se debe mantener a las bacterias siempre en incubacién a una

temperatura de 37 °C y cambiando a medio fresco cada semana.

5.7.3 Beneficios para el sistema actual

5.7.3.1 Tiempo de retencién en la planta de tratamiento

Al introducir bacterias adaptadas a la salinidad y en periodo de crecimiento

exponencial al tratamiento de aguas, se reduce el tiempo en el que estas
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empiezan a degradar los contaminantes presentes, en lugar de que empiecen a

crecer al iniciar el tratamiento.

5.7.3.2 Cuerpos receptores de agua

Con la implementacion de este estudio en el tratamiento de aguas residuales
en las empresas, se pretende que el agua descargada hacia los cuerpos
receptores de agua cumpla con las normas establecidas por la ley, evitando

sanciones y preservando las condiciones del medio.
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CAPITULO VI: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
6.1 CONCLUSIONES

Los objetivos planteados en el objetivo general y objetivos especificos fueron
cumplidos con resultados satisfactorios, gracias al disefio y funcionamiento del
tratamiento de biorremediacion.

e Se definié un aislamiento adecuado de bacterias y un medio que brinde

mejor crecimiento. El medio que correspondié a la féormula 5.

e Se realiz6 un plan de muestreo en base a mapas georreferenciados que
ayudan a tener una idea gréafica de las caracteristicas del tipo de agua y
microorganismos que existen en los puntos exactos en donde se

tomaron las muestras.

e Los componentes cloruro de sodio y sulfato de magnesio fueron los
componentes mas significativos para el mejor crecimiento bacteriano,
por lo que se deben utilizar en los niveles que dan el mejor resultado:

cloruro en nivel bajo (2,5%) y sulfato en nivel alto (0,99).

e Las cepas bacterianas de las muestras tomadas en: Lednidas Plaza
Gutiérrez, San Vicente y Pedernales, presentaron degradacién de

proteinas en el medio, por lo que fueron usadas para la biorremediacion.

e Las cepas bacterianas de la muestra tomada en Canoa, no mostraron
una degradacion en el medio con proteinas y crecieron en menor
cantidad en comparacién con las otras muestras, por lo que no fueron

incluidas en el proceso de biorremediacion.

e La muestra tomada en Pedernales presento el mayor crecimiento entre
todos los puntos. En este punto se encontraba una pequefia comunidad
a orillas del punto de muestreo, esto presumiblemente se debe a la

adaptacion a la salinidad de coliformes fecales.



75

e La sedimentacion fue el principal problema presentado en el
experimento de remediacion de aguas residuales con alta salinidad, y
solo pudo ser corregido mediante el tratamiento mediante coagulacion

floculacion.

e Los parametros analizados en el estudio arrojaron resultados positivos
en cuanto al mejoramiento de la calidad del agua entre el agua residual
sintética antes y después del tratamiento.

e Se demostré resultados de degradacion en agua residual sintética con
una carga mucho mayor a la que se puede encontrar en condiciones

reales.

6.2 RECOMENDACIONES

e Utilizar los diferentes tratamientos con bacterias haléfilas aerobias
mostrados en el capitulo 2 puede ayudar a comparar los grados de
sedimentacién entre ellos y demostrar si existe un tratamiento que evite

el uso de coagulantes y floculantes.

e La creacibn de aguas residuales sintéticas que reproduzcan las
caracteristicas del agua residual de otras empresas que contienen alta
salinidad, sera una gran ayuda para saber las caracteristicas

degradadoras de estas bacterias.

e Debido a que se demostré que los compuestos mas importantes fueron
el cloruro de sodio y el sulfato de magnesio, se deben utilizar en los

niveles indicados para obtener los mejores resultados.

e Utilizar agua residual de una empresa pesquera servira para observar el

efecto de los microorganismos en condiciones reales.
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Tomar muestras de agua de diferentes locaciones de la costa y

aumentar los datos en los mapas georreferenciados.

Realizar las pruebas de actividad proteolitica con muestras nuevas para

garantizar que existiran resultados en la degradacion.

Se recomienda realizar una caracterizacion de microorganismos
mediante técnicas moleculares para conocer los microorganismos

hal6filos presentes en el agua natural salina.
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ANEXO 1
RESULTADOS DE CARACTERIZACION
Laboratorio de la Universidad de las Américas

Tabla del Conteo Microbiano

Conteo (UFC/ml)
A B C D E F G

R1 R2 R3
1 - + - - - + | 500000600 000| 30000
2 - + - - - 30 000 | 400 000 | 200 000
3 - + + - + - - 10 000 0 60 000
4 + - + + - + - 10 000 0 0
5 + + - + + - + | 200000 |500 000|500 000
6 + + + - + + - 3000 3000 4 000
7 - + + + - + 2000 | 1000 | 4000
8 - - + + + - + 3000 | 3000 | 2000
9 - - - + + + - 2 000 0 6 000
10 + - - - + + + 1000 | 2000 | 2000
11 - + - - - + + 0 0 0
12 - - - - - - - 28 000 | 25000 | 70000

Tabla de resultados de soélidos sedimentables

Sélidos Sedimentables (ml/I)
Replica i Tratamiento Coagulacion
Inicial ; _
c/bacterias .,
Floculacion
1 6 14 250
4 11 200
6 12 250

Tabla de resultados de sélidos suspendidos

Sélidos Suspendidos
Replica . Tratamiento | C02gulacion
Inicial ; =
c/bacterias .,

Floculacion

0,322 0,486 0,295

0,299 0,446 0,262

3 0,315 0,474 0,288




Tabla de mediciones de Turbidez

Turbidez (NTU)
Replica - Tratamiento | C029ulacion
Inicial ; _
c/bacterias .,
Floculacién
1 160 893 81,5
2 156,6 855,6 80
165,3 982 203,1
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ANEXO 2

RESULTADOS DEL ANALISIS DE DQO LABORATORIO

TRAHISA

ANALISIS Y TRATAMIENTO DE AGUAS
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