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RESUMEN

El estudio tuvo como objetivo evaluar la eficiencia de un consorcio microbiano
compuesto de (Bacillus sp., Aspergillus oryzae) para la remocion de materia
organica en agua residual doméstica de la estacion depuradora de Calceta. La
investigacién constd de dos etapas: en la primera etapa, se tomd muestras de
agua residual y se le realizé un control microbiolégico de mohos, levaduras y
bacterias con el fin de obtener cultivos de microorganismos y realizar la
clasificacion de los mismos mediante caracterizacién morfolégica macroscépica-
microscopica, para conformar un consorcio microbiano. Para la segunda etapa,
mediante bibliografia, se determiné los microorgansmos id6neos para
tratamiento primario de las aguas residuales domésticas. Luego se procedi6 a
inocular las unidades experimentales que contenian 2 dm?® de agua residual con
una demanda bioquimica de oxigeno inicial de 480 mg/dm?3, Se us6 un disefio
completamente al azar simple con 4 tratamientos y 3 repeticiones: para esto se
evaluaron paradmetros como demanda bioquimica de oxigeno, potencial de
hidrogeno y oxigeno disuelto, dando como resultado el tratamiento uno con dosis
de 5 cm®/dm? registré una demanda bioquimica de oxigeno final de 37 mg/dm?
tuvo una eficiencia de remocion 92%. El tratamiento dos con dosis de 10 cm3/dm?
con una demanda bioguimica de oxigeno final de 57 mg/dm? presenté una
eficiencia de remocién de 88% vy el tratamiento tres con dosis de 15 cm3/dm? con
una demanda bioquimica de oxigeno final de 67 mg/dm? y una eficiencia de
remocion de 86%. Se concluye que los microorganismos Bacillus sp y Aspergillus
oryzae en dosis de 5cm?® permitieron una alta remocién de materia organica

(92%) con la aplicacién del consorcio microbiano nativo.
PALABRAS CLAVE

Agua residual doméstica, Bacillus sp, Aspergillus oryzae, demanda bioquimica

de oxigeno.
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the efficiency of a microbial consortia
consisting of (Bacillus sp., Aspergillus oryzae) to achieve removal organic matter
in domestic wastewater from Calceta sewage treatment plant. The research
encompassed two phases: in the first phase, it was collected water samples and
a microbiological follow up was done of moulds, yeasts and bacteria to obtain
cultures of microorganisms and to and classify them by macroscopical
and microscopical morphological characterization, to form a microbial consortia.
In the second phase, it was determined the microorganisms suitable for primary
treatment of domestic wastewater by a systematic review of the literature. We
then inoculated the experimental units containing 2 dm? of wastewater with an
initial biochemical oxygen demand of 480 mg/dm3. A single completely
randomized design was used with 4 treatments and 3 replicates: for this we
evaluated parameters such as demand biochemistry of oxygen, hydrogen
potential and dissolved oxygen, resulting in a treatment with a dose of 5 cm3/dm?
recorded a final biochemical oxygen demand of 37 mg/dm?® had a 92% removal
efficiency. Treatment with doses of 10 cm3/dm? with a final biochemical oxygen
demand of 57 mg/dm? presented a removal efficiency of 88% and treatment three
with doses of 15 cm3/dm?3 with a final biochemical oxygen demand of 67 mg/dm?
and a removal efficiency of 86 %. It is concluded that the microorganisms Bacillus
sp and Aspergillus oryzae in doses of 5cm3 allowed a high removal of organic

matter (92%) with the application of the native microbial consortium.
KEY WORDS

Domestic wastewater, Bacillus sp, Aspergillus oryzae, Biochemical Oxygen

Demand



CAPITULO I. ANTECEDENTES
1.1. PLANTEAMIENTO Y FORMULACION DEL PROBLEMA

El desarrollo de la poblacion a nivel mundial ha permitido que las actividades
econOmicas se incrementen y los niveles de contaminacion asciendan, como por
ejemplo la generacion de desechos, emisiones atmosféricas y también
descargas de aguas residuales sin tratar a cuerpos hidricos este ultimo es un
problema muy importante a tratar. Esto se debe a los deficientes tratamientos
gue se les da al agua residual, donde la carga contaminante de estas representa
altos porcentajes de materia organica y microorganismos patégenos de origen
fecal, donde estos microorganismos pueden causar enfermedades de bajo
riesgo como gastroenteritis y hasta fatales como hepatitis, disenteria, diarrea.
(Arcos et al.,, 2005). Segun la Organizacién de las Naciones Unidas para el
desarrollo, el 80% de las aguas residuales en el mundo carecen de un adecuado
tratamiento (ONU, 2015); las mismas que son descargadas directamente en
aguas superficiales generando un gran riesgo, siendo los paises en desarrollo

los mas afectados por esta situacion (Cardenas, 2012).

En américa Latina de los 52 millones de metros cubicos de agua residual que se
generan al dia, solo el 6% (3.100.000 m3) se le aplica un tratamiento eficiente
(Yee, 2013). Segun Stewart (2005) a partir de esta problematica surge la
necesidad de contrarrestar los niveles de contaminacion para minimizar los
problemas tendientes a alterar el bienestar de la sociedad. Las aguas residuales
al estar constituidas por compuestos fisicos, quimicos, y bioldgicos, materiales
organicos e inorganicos y al no recibir un tratamiento eficiente se vuelven
agentes de proliferacién de patdégenos, emanacion de malos olores, alterando
las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del lugar donde se vierten (Diaz et
al., 2012).

En el ambito nacional, las estaciones depuradoras de aguas residuales no
cuentan con una administracion adecuada de sus instalaciones y procesos, la
falta de compromiso con el medio ambiente por incumplimiento de legislaciones

ambientales establecidas, son factores que disminuyen su eficiencia (Barbecho



y Bosques, 2008). Por su parte Cardenas, (2012) citando al MIDUVI y la AME en
Su investigacion menciona que solo el 53,1% de la poblacién hace uso del
servicio de alcantarillado donde solo el 24,6 % de las aguas residuales tienen un

tratamiento adecuado.

En la ciudad de Calceta, el Gobierno Autbnomo Descentralizado de Bolivar
sefiala que hay un constante monitoreo de la calidad del agua desde la descarga
misma (represa la esperanza) y en varios sectores aguas abajo, lo que indica
qgue el rio Carrizal es agredido en al menos 13 sectores antes de llegar a la
estacion de captacion, especialmente por descargas de aguas negras, residuos
agroquimicos, descargas de camales (GAD, 2016), por lo tanto es indispensable
establecer procesos bioldgicos que sean idéneos en el tratamiento de agua
residual. Arnaiz (2000) establece que el uso de tratamientos biolégicos en la
depuracion de aguas residuales es muy viable ya que dichos métodos son muy
eficientes, y se pueden obtener buenos resultados en poco tiempo. Por lo que
seguir utilizando los sistemas de depuracién convencionales con una deficiente

gestion pondran en riesgo la salud humana y del ecosistema.

Se estima que si no se toman las medidas adecuadas para el tratamiento de
aguas residuales, la contaminacion provocada por las mismas causaran dafios
irremediables a los ecosistemas ante esta situacion se plantea la siguiente

interrogante.

¢,Coémo influye la aplicacion de consorcios microbianos nativos en la eficiencia
de remocion de materia organica del efluente de la estacion depuradora de

Calceta?

1.2. JUSTIFICACION

La presente investigacion tiene como finalidad evaluar la eficiencia de un
consorcio con microorganismos nativos a escala de laboratorio, en efluentes de
la estacién depuradora de Calceta, debido a que en la actualidad los efluentes
provenientes de ésta, presentan altos indices de materia organica (Bermudez,
2016) debido al manejo inadecuado de la estacién, lo cual afecta directa e

indirectamente a los diferentes tipos de ecosistemas existentes en la zona,



siendo los microorganismos eficientes nativos una alternativa para el tratamiento
de los efluentes debido a que con su aplicacion a la aguas residuales proveen
ventajas y beneficios siendo el mas importante la reduccion de materia organica
fendmeno ampliamente conocido y asi de esta manera preservar un ambiente
sano y equilibrado contribuyendo asi con el objetivo 7 del Plan Nacional para el
Buen Vivir 2013-2017, que tiene como meta garantizar los derechos de la

naturaleza y promover la sostenibilidad ambiental, territorial y global.

Como se ha mencionado, la utilizacion de microorganismos es un método muy
eficiente en el tratamiento de aguas residuales por eso surge la necesidad de
evaluar un consorcio microbiano que nos permitira reducir la proliferacion de
malos olores, aumento de microorganismos patdgenos, el elevado contenido de
materia organica entre otros problemas de contaminacion, producidos por el
inadecuado manejo de la estacion depuradora de Calceta. Existen bacterias con
capacidad de depurar aguas contaminadas, no obstante también se pueden
asociar con hongos con el propdsito de establecer simbiosis para mejorar el
proceso de reduccion de materia organica, dicha simbiosis es muy eficiente en
la depuracion de aguas residuales ya que las bacterias oxidan y eliminan los
contaminantes orgénicos de las aguas residuales mientras que los hongos tienen
la capacidad de adaptarse sobre cualquier medio y juntos descomponen la
materia organica presentes en las aguas residuales; por lo que la utilizacién de
estos microrganismo en la biorremediacién haria mas eficiente el proceso de

depuracion (Cortés et al., 2014).



1.3. OBJETIVOS

1.3.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la aplicacion de consorcios microbianos nativos en la eficiencia de

remocion de materia organica del efluente de la estacion depuradora de Calceta.

1.3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar microorganismos nativos eficientes.

e Ponderar la eficiencia de remocion de materia organica del efluente.

1.4. HIPOTESIS

El consorcio microbiano nativo (Bacillus sp. y Aspergillus oryzae) es eficiente en
la remocién de materia organica del efluente de la estacién depuradora de
Calceta.



CAPITULO Il. MARCO TEORICO

2.1. MICROORGANISMOS EFICIENTES DE AGUAS
RESIDUALES

Segun Aguilar (2012) los microorganismos eficientes en aguas residuales son la
mezcla de bacterias fototréficas, levaduras, bacterias productoras de acido
lactico y hongos de fermentacién que descomponen la materia organica incluida
en aguas residuales, ayudando a disminuir la contaminaciéon al medio ambiente.
Los microorganismos se reproducen con rapidez, un solo microorganismo en
plazo de un dia puede dar origen a millones de microorganismos iguales a él,

dependiendo de la disponibilidad de nutrientes (Alonso, 2011).

2.2. BACTERIAS

Las mayorias de las bacterias requieren de compuestos organicos para
alimentarse por lo que convierten en alimento y energia estos compuestos
presentes en las aguas residuales provenientes de la materia animal y vegetal

gue les permite su subsistencia y reproduccién (Ortiz, 2001).
2.2.1.1. CULTIVO DE BACTERIA
2.2.1.1.1. MEDIO DE CULTIVOS (AGAR NUTRITIVO)

El medio de cultivo agar nutritivo es el mas usado para el cultivo de bacterias es
muy eficiente porque puede mantener su estado sélido en altas temperaturas y
el crecimiento de las bacterias se lo realiza es superficie y de esta forma es mas
facil diferenciar las colonias de menor tamafio. Las bacterias también se cultivan
en un caldo de nutrientes esta presenta una caracteristica viscosa por lo que es
dificil observar las colonias. El agar nutritivo estd compuesto normalmente por:
0.5 % Peptona, 0.3 % extracto de carne/extracto de levadura, 1.5 % agar, 0.5%
NaCl, Agua destilada, pH casi neutro (6.8) a 25°C (Gonzales, 2012).



2211.2. CONTEO BACTERIANO

Para realizar el proceso de recuento microbiano se toma una muestra del
inoculo, si el producto inicial es liquido la siembra se la realiza en la superficie de
un medio de cultivo solido en cajas petri, el proceso de inoculacién se debe tomar
una muestra del ensayo en dos cajas petri con agar utilizando los procedimientos
necesario luego se lleva los medio de cultivo a incubacién a una temperatura de
30°C a 35°C, una vez terminado el periodo de incubacioén se seleccionan las cajas
gue contenga entre 15 y 150 colonias, se selecciona cinco colonia de cada caja
para sembrarlas mediante estriado, inoculacion, por puncion en la superficie del

agar estas se incuban de 30°C a 35°C durante 24 horas.

Para presentar los resultados se usa el siguiente método de calculo:

xa
V (n1+0,1n2)d

(2.1)

Donde:

Y. C = suma de las colonias contadas o calculadas en todas las placas elegidas
N1 =numero de placas contadas de la primera dilucion seleccionada

N2 = dilucién de placas contadas de la segunda dilucion seleccionada

D = dilucién de la cual se obtuvieron los primeros recuentos, por ejemplo 102
V = volumen del inéculo sembrado en cada placa (INEN, 2013)

22.1.2. BACILLUS SP.

Segun una investigacion realizada por Layton et al., (2011) los Bacillus sp son
bacterias productoras de endoesporas resistentes a diferentes condiciones
climaticas, la principal funcion del Bacillus sp es la descomposicién de
polisacéaridos, acidos nucleicos y lipidos degradadores de fosfato y azufre,
ademdas son capaces de eliminar patdgenos presentes en aguas residuales.



2.2.2. HONGOS
2.2.2.1. CULTIVO DE HONGOS

El medio mas usado para el cultivo de hongos es el Agar sabouraud, los hongos
son un grupo de seres vivos diferentes de las plantas y de los animales, razén
por la cual se clasifican en un reino aparte llamado Fungi, ademas poseen gran
capacidad de adaptacion y pueden desarrollarse sobre cualquier medio o

superficie, tanto en los bosques como en las ciudades (Cafledo y Ames, 2004).

2.2.2.2. CONTEO DE HONGOS

El método para el conteo de hongos consiste en inocular una cantidad de
muestra en un medio de cultivo por lo que se aprovecha la capacidad de los
hongos de usar como nutrientes a polisacaridos existentes en el medio de cultivo,
la capacidad de los hongos a sobrevivir a pH altos no genera problema a la hora
de inocularlos en un medio de cultivo acidificado, dicha acidificacion permite la
eliminacion de la mayor cantidad de bacterias y la incubacién de estos a una
temperatura de 25°C da el crecimiento de las colonias (CEINCI-ESPE, 2011).
Normalmente se utiliza el agar papa dextrosa para la deteccion y cuantificacion
de los hongos y levaduras; sin embargo, Camacho et al., (2009) sugiere que para
estos procesos se utilice el agar extracto de malta acidificado debido a que este
es un medio muy rico en nutrientes lo que lo hace un medio adecuado para el

crecimiento de los hongos y levaduras.

El método de cuantificacién consiste en el cultivo a una temperatura de 22°C a
25°C de los in6culos, se utiliza el método de recuento en placa por siembra en
profundidad y el medio de cultivo compuesto por extracto de levadura, glucosay
sales minerales, una vez que se haya cumplido el tiempo incubacion se debe

seleccionar las placas que presente entre 10 y 150 colonias.

La formula a continuacion se usa para calcular el nimero de unidades
propagadoras de mohos o levaduras por centimetro cubico o gramo de la

muestra.

numero total de colonias contadas o calculadas
B cantidad total de muestara sembrada

(2.2)



N= LC 2.3
_V(n1+0,1n2)d( -3)

Donde:
a = es la suma de las colonias de las cajas seleccionadas en cada dilucion

Y. C = suma de las colonias de Bacillus contadas después de la identificacién en

todas las cajas seleccionadas.

N1 =numero de placas contadas de la primera dilucién seleccionada

N2 = dilucion de placas contadas de la segunda dilucion seleccionada

d = es el factor de dilucién correspondiente a la primera dilucion (INEN, 2013)
0,1 = constante debido al método de siembra en superficie

2.2.2.3. ASPERGILLUS ORYZAE

Son organismos unicelulares o pluricelulares, autoétrofos, eucariotas,
fotosintéticos, que a diferencia de las plantas y animales, se alimentan mediante
la absorcién directa de nutrientes que obtienen mediante la degradacion de
moléculas del medio, junto con las bacterias se alimentan de material organico y
son los causantes de la putrefaccién y descomposicion de la materia organica
(Yépez, 2011). El Aspergillus oryzae es un hongo de fermentacién el cual actia
descomponiendo rapidamente la materia organica para producir alcohol, ésteres
y sustancias antimicrobianas (Cortes et al., 2014).

2.3. CONSORCIO MICROBIANO

Un inoculante microbiano es aquel que contiene varios tipos de microorganismos
benéficos, naturalmente llamado "microorganismos eficientes” El concepto de los
microorganismos eficaces fue desarrollado por el Prof. japonés Teuro Higa, de
la Universidad de Ryukus, Okinawa, Japén. El informé que una combinacién de
aproximadamente 80 diferentes microorganismos fueron capaces de influir de
manera positiva en la descomposicion de materia; un consorcio microbiano es

una comunidad de dos 0 mas microorganismos en las que existe una simbiosis



donde cada uno de ellos se benefician y esta asociacion hace que estos
microorganismos sean menos vulnerables a cualquier cambio en el medio,

debido a la simbiosis entre ellos (Lépez et al., 2007).

2.3.1. CONSORCIOS NATIVOS

Los consorcios microbianos con microorganismos nativos, son muy eficientes ya
gue estos actlan rapidamente por que no tienen que adaptarse a condiciones
climaticas y a otros microorganismos presentes en la zona donde se los utiliza
(Arias, 2007).

2.4. PREPARACION Y ACTIVACION DE CONSORCIO
MICROBIANO

En su investigacion Campos et al., (2014) recomiendan el uso de melaza para el
aumento adicional de EM ya que tiene abundante mezcla de minerales y
proteinas. Guzman (2010) citado por Vera y Conforme (2015) indica que para la
preparacion de un medio de cultivo liquido optimizado para bacterias y hongos,
debe estar compuesto por melaza y levadura autolizada, con un pH de 7 para

bacterias y 5,6 para hongos.
2.5. AGUA RESIDUAL

Segun el grupo de investigadores Aguilar (2012) las aguas residuales son
cualquier tipo de agua, cuya calidad fue afectada negativamente por influencia
antropogénica, para Diaz et al., (2012) las aguas residuales son productos de
las acciones y efectos en las que el hombre introduce materias contaminantes
de modo directo o indirecto, implica alteraciones perjudiciales de su calidad con
relacion a los usos posteriores o con su funcién ecolégica. Por otra parte Mass y
Medrano (2015) las definen como aguas provenientes del sistema de
abastecimiento de una poblacion, después de haber sido modificado por

diversos usos en actividades domésticas industriales y comunitarias.
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2.6. TIPOS DE AGUAS RESIDUALES

Las aguas residuales pueden provenir de diferentes lugares, es asi, que
dependiendo de su origen pueden ser clasificadas como: aguas residuales
domésticas, aguas residuales industriales y aguas residuales municipales
(Valencia, 2013).

2.6.1. AGUA RESIDUAL DOMESTICA

Segun la OEFA (2014) se denominan aguas residuales domésticas a aquellas
aguas de origen residencial y comercial que contiene desechos fisioldgicos,
entre otros, provenientes de la actividad humana, y deben ser dispuestas
adecuadamente. Delgadillo et al., (2010) afirman que este tipo de agua contienen

principalmente papel, jabdn, orina, heces y detergentes.

2.7. CARACTERISTICAS DE LAS AGUAS RESIDUALES
DOMESTICAS

Las aguas residuales domésticas se caracterizan por su composicion fisica,
guimica y bioldgica relacionandose entre varios parametros que forman esta

composicion (Kestler, 2004).
2.7.1. CARACTERISTICAS FISICAS

2.7.1.1. COLOR:

El color determina la calidad del agua residual segun el tiempo que estén
retenidas (Orellana, 2005). Esta caracteristica se debe al contenido de
sustancias en suspension o disueltas tales como materia organica resultante de
la degradacion de vegetales y diversos compuestos que normalmente se

encuentran en ella (Marin, 2010).

2.7.1.2. OLOR:

Este surge por la presencia de algunas sustancias que se producen por la

descomposicion anaerobia de la materia organica, en las aguas residuales



11

recientes los niveles de mal olor son bajos, con el tiempo estos desagradables
olores aumentan por la liberacion de gases como sulfhidrico o compuestos

amoniacales (Mufioz, 2008).
2.7.2. CARACTERISTICAS QUIMICAS

Las aguas residuales estdn compuestas de elementos organicos, estos pueden
ser de origen vegetal o animal, aunque el desarrollo de la poblacién ha hecho
gue las aguas residuales contengan cada vez mas compuestos organicos
sintéticos (Garcia et al., 2006). Los compuestos organicos presentes en el agua
residual cominmente son: hidratos de carbono, proteinas, y lipidos, y sus
derivados, estos pueden ser biodegradables y por consiguiente se pueden
eliminar por oxidaciéon (Rojas, 2002). En su investigacion Lutenberg (2010) indica
gue las aguas residuales domésticas estan compuestas por gases en diferentes
concentraciones entre ellos los que mas destacan: Oxigeno disuelto, Acido
sulfhidrico, Anhidrido carbénico, Metano.

2.7.3. CARACTERISTICAS BIOLOGICAS

Las aguas residuales domésticas presentan una gran variedad de organismos
vivos con elevada capacidad metabodlica y una capacidad potencialmente
degradadora de materia organica e inorganica. La presencia de componentes
organicos vuelven a las aguas residuales un medio muy eficiente para el
crecimiento de microorganismos que son de gran importancia ya que estos
cierran los ciclos biogeoquimicos, del carbono, nitrogeno, fosforo y azufre (Marin,
2010). Entre los microorganismo que se pueden encontrar en las aguas
residuales son algas, mohos, bacterias, virus, flagelados, ciliados, rotiferos,

nematodos, anélidos, larvas, etc. (Garcia et al., 2006).

2.8. LIMITES PERMISIBLES DE DESCARGAS A UN CUERPO DE
AGUA DULCE

Toda descarga de agua residual a un cuerpo de agua dulce debe cumplir con los

siguientes parametros establecidos (TULSMA, 2013).
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Cuadro 2. 1.Limite permisible de descargas a cuerpos de agua dulce

Parametros Descripcion Unidad Lim. Max. Permisible
Demanda bioquimica de oxigeno (5 dias) DBOs mg/dm3 100
Oxigeno disuelto mg/dm? 6

Fuente: TULSMA, 2013 (Texto unificado de legislacién ambiental secundaria del ministerio de ambiente)

2.9. SISTEMAS DE TRATAMIENTOS DE AGUAS RESIDUALES
2.9.1. SISTEMAS DE TRATAMIENTO BIOLOGICOS

Los sistemas de tratamientos biologicos estan compuestos por procesos que
consisten en la utilizacion de microorganismos para la eliminacion de
contaminantes en el agua, estos sistemas aprovechan su actividad metabdlica
sobre los contaminantes (Rodriguez et al., 2006). El metabolismo bacteriano es
un mecanismo muy importante en la remocion de la materia organica del agua
residual ya que consiste en utilizar la materia organica como fuente de energia y

carbono para la produccion de biomasa (Rodriguez, 2010).
2.10. REACTOR BIOLOGICO

Lopez y Borzacconi (2009) definen a los reactores biolégicos como un sistema
gue mantiene un ambiente biolégicamente activo, también nos dicen que en
algunos casos dentro del mismo, se lleva a cabo un proceso quimico que
involucra microorganismos 0 sustancias bioguimicamente activas derivadas de
dichos organismos, este proceso puede ser anaerobio o aerobio. Scraag (2002)
sostiene que la principal funcibn de un biorreactor, es mantener ciertas
condiciones ambientales Optimas tales como (pH, temperatura, concentracion
de oxigeno, entre otras) las cuales favorezcan al organismo o sustancia quimica

gue se cultiva.

2.11. REMOCION DE MATERIA ORGANICA

La remocion de materia organica es uno de los objetivos mas importantes para
el tratamiento de las aguas residuales, utilizandose en la mayoria de los casos
procesos biolégicos. ElI mecanismo mas importante para la remocién de la
materia organica presente en el agua residual, es el metabolismo bacteriano. El

metabolismo consiste en la utilizacién por parte de las bacterias, de la materia


http://es.wikipedia.org/wiki/PH
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organica como fuente de energia y carbono para generar nueva biomasa.
Cuando la materia organica es metabolizada, parte de ella es trasformada
guimicamente a productos finales, en un proceso que es acompafnado por la
liberacion de energia llamado “Catabolismo”. Otro proceso denominado
“‘Anabolismo o Sintesis” ocurre simultdneamente, donde parte de la materia

organica se transforma en nuevo material celular (Rodriguez, 2010).

2.12. PARAMETROS A CARACTERIZAR EN EL AGUA
RESIDUAL

2.12.1. DEMANDA BIOQUIMICA DE OXIGENO

Es una medida de la cantidad de oxigeno consumido en la degradacién de la
materia organica mediante procesos biol6gicos aerobios, es utilizada para
determinar la contaminacién de agua. Si el valor es alto, significa que los niveles
disueltos seran bajos, porque las bacterias han consumido en gran cantidad el

oxigeno Navarro et al., (2005).
Método: NTE INEN 1202 (1985)

Para la determinaciéon de la demanda bioquimica de oxigeno se dispone de
métodos de dilucién y métodos instrumentales que se derivan de métodos
respirométricos que permiten seguir automaticamente la evolucion de la DBOs a
20°C en el curso de oxidacion de las materias organicas contenidas en el agua,
los reactivos que habitualmente se utilizan son: Agua destilada, agua residual
urbana reciente, Solucién fosfatos, Monohidrogenofosfato de sodio: 8,493 g,

Dihidrogenofosfato de potasio: 2,785 g, Agua destilada hasta enrase a 1 dm?®

Procedimiento: La técnica utilizada de medicién es la siguiente: Se introduce un
volumen definido de la muestra liquida en un recipiente opaco que evite que la
luz pueda introducirse en su interior (se eliminaran de esta forma las posibles
reacciones fotosintéticas generadoras de gases), se introduce un agitador
magnético en su interior, y se tapa la boca de la botella con un capuchén de
goma en el que se introducen algunas lentejas desosa. Se cierra la botella con

un sensor piezoeléctrico, y se introduce en una estufa refrigerada a 20°C.
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Para la determinacion de oxigeno disuelto (OD) se puede emplear cualquiera de

los dos métodos establecidos en la norma mexicana NMX-AA-012-SCFI.
Expresion de los resultados

DBO= F (To-T5)-(F-1) (D0-D5)

Donde:

DO = Contenido de oxigeno (mg/l) del agua de dilucién al principio del ensayo.
D5 = Contenido medio de oxigeno (mg/l) del agua de dilucién al cabo de 5 dias
de incubacion.

TO = Contenido de oxigeno (mg/l) de una de las diluciones de la muestra al
principio del ensayo.

T5 = Contenido de oxigeno (mg/l) de una de las diluciones de la muestra al cabo
de 5 dias de incubacion.

F = Factor de dilucion.
2.12.2. POTENCIAL DE HIDROGENO

El pH puede definirse como la medida que expresa el grado de acidez o
basicidad de una solucién en una escala que varia entre 0 y 14. La acidez o
basicidad se eleva cuando el pH disminuye y una solucién con pH menor a 7 se
considera acidad. La solucién con pH mayor a 7 se considera basica y la solucién

de pH 7 se considera neutra Gonzalez (2011).
» Método: INEN 973. 1983

La medicion del pH se lo realiza por medio de un método potenciométrico, este
método nos permitird medir el potencial de hidrégeno por medio de una sonda
gue consta de varios sensores los cuales nos ayudaran a determinar el pH. Los

pasos a seguir son los siguientes:
1.- Se empieza limpiando el meson de trabajo.
2.- Se enciende el equipo pH-metro y se calibra.

3.- Se vierte la muestra de agua en un vaso de precipitaciéon de 500 cm? de

capacidad.
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4.- Se procede a colocar el sensor sobre el agua residual y se presiona el boton

de encendido.

5.- Se deja pasar un pequefio lapso de tiempo hasta que el equipo marque una

sola lectura del pH-y se procede a retirar el sensor.
2.12.3. OXIGENO DISUELTO

En su investigacion Carrillo (2013) afirma que el oxigeno disuelto es la cantidad
de oxigeno que se encuentra disuelta en el agua y es importante para mantener
saludables los diversos cuerpos de agua, Rodriguez (2011) acota diciendo que
los niveles de OD, representan un indicador del grado de contaminacién del agua
y cuanto puede soportar la misma. Para la medicién hay que tener en cuenta la
temperatura, la cual influye en la concentracion de oxigeno disuelto, y se utilizara

el método electroquimico.

» Método

El método electroquimico para la medicion de OD requiere un catodo, anodo,
solucion electrolito y una membrana permeable al gas. El material de la
membrana es especialmente seleccionado para permitir el paso del oxigeno a
través de esta. El oxigeno es consumido por el catodo, el cual crearé una presion
parcial a través de la membrana. El oxigeno entonces difundira dentro de la

solucién electrolito Pineda, 2015.



CAPITULO I1l. DESARROLLO METODOLOGICO

3.1. UBICACION

La investigacién, evaluacion de consorcio de microorganismos nativos (Bacillus
sp y Aspergillus oryzae) en la eficiencia de remocion de materia organica se la
realizo en la Escuela Superior Politécnica Agropecuaria de Manabi Manuel Félix

Lopez.
Cuadro 3. 1.Referencias geograficas
LUGAR COORDENADAS GEOGRAFICAS
Latitud Sur Longitud Oeste
ESPAM MFL 0°49'23" 80°11'01"
Estacion depuradora de calceta 0°50'27,9" 80°10'31,0"
Ubicacion del experimento 0°49'35,2" 80°11'10,5"

Figura 3. 1. Ubicacion de la estacion depuradora de aguas residuales.
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MICROORGANISMOS NATIVOS
EN LA EFICIENCIADE REMOCION DE MATERIA ORGANICA
DEL EFLUENTE DE LA ESTACION DEPURADORA DE CALCETA, MANABI.

fuente: Bing maps, SAS planet. Escala 1:500.000

Autor: Leonardo Bazurto
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3.2. DURACION DEL TRABAJO

La presente investigacion tuvo una duracion de 9 meses a partir de la aprobacion

del proyecto de tesis.
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3.3. VARIABLES EN ESTUDIO

3.3.1. VARIABLE INDEPENDIENTE

e Microrganismos nativos

3.3.2. VARIABLE DEPENDIENTE

e Eficiencia de remocién de materia organica

3.4. CUADRO DE VARIANTES

Cuadro 3. 2.Variables.

VARIABLES CONCEPTO INDICADORES UNIDADES
Los  microorganismos
Variable independiente  eficientes son e  Bacillus sp e UFC/cm?
Microorganismos nativos ~ procedentes del area de o Aspergillus oryzae e UPC/cm3
estudio.
La remocién de materia
Variable independiente organica consiste en la o DBOsmedida a 20°C
L 9 utilizacion por parte de
Eficiencia de remocion de . e pH e mg/dm3
) . las bacterias y hongos,
materia organica e« OD

la materia organica
como alimento.

35. METODOSY TECNICAS

3.5.1. METODOS

Cuantitativo, deductivo, experimental.

3.5.2. TECNICAS

Mapeo, consulta bibliografica, muestreo, guia de observacion, andlisis de

laboratorio, comparacién de indices.
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3.6. TIPO DE INVESTIGACION

La investigacion fue de caracter hipotético, deductivo - experimental donde se
elabor6é una hipétesis y se puso a prueba, se examiné a través de datos
obtenidos en el proceso de biorremediaciéon de aguas residuales, luego de llevar
a cabo el experimento se procedié a analizar los datos, utilizando métodos

estadisticos que nos permitié realizar un andlisis adecuado de estos.

3.7. TRATAMIENTOS

Cuadro 3. 3. Descripcion del tratamiento.

Tratar‘lf:iento Unidad Descripcion
Dosis del Concentracion de Concentracion de Vol. agua
consorcio hongos bacterias residual
1 T 5cm3/dm? 1,1X105 UPC/ cm? 1 X10°UFC/ cm? 2dmd
2 T2 10 cm3/dm?3 1,1X105 UPC/ cm? 1 X10°UFC/ cm?3 2dm?
3 T3 15 cm3/ dmd 1,1X10% UPC/ cm3 1 X10°UFC/ cm3 2dmd
4 T4(Testigo) 0 0 0 2dm3

La aplicacion de la dosis en las unidades experimentales const6 de cuatro
tratamientos con tres repeticiones para cada tratamiento desarrolladas en un
disefio simple completamente al azar (DCA), teniendo como resultado 12
unidades experimentales. En la evaluacion del consorcio microbiano se aplico
tres dosis 5 cm3/dm?3, 10 cm3dm?3 y 15 cm3/dm?3 de biopreparado en 2 dm3de
agua residual domeéstica, tomando como referencia lo propuesto por Médnica et
al., (2011); la evaluacion se realizé por un periodo de 20 dias, y el indculo se
conformé de Bacillus sp. 1 X10° UFC/cm?, Aspergillus oryzae 1,1X10° UPC/cm?

basandose en lo estipulado por Namsivayam et al., (2001) en su investigacion.

3.8. ESQUEMA DE ANALISIS DE VARIANZA

Cuadro 3. 4. Andlisis de varianza

Fuente de variacion Grados de libertad
Tratamiento 3
Error Experimental 8

Total 11
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3.9. PARAMETROS A MONITOREAR

Raffo y Ruiz (2014) indican que para la degradacion de la materia organica en
un curso de agua es necesario la presencia de oxigeno. La existencia de material
organico favorece el crecimiento de microorganismos, donde el oxigeno
destinado al sustento de la vida acuéatica (flora y fauna) es consumido por estos,
dando lugar a un cambio en la calidad del agua, y la posible elevacién del pH por

lo tanto se consideran evaluar solamente los parametros DBOs, OD, pH.

Cuadro 3. 5. Parametros a evaluar

Parametros Unidades

DBO:s mg/ dm?

Oxigeno disuelto mg/ dm?
pH

3.10. ANALISIS ESTADISTICOS

El analisis estadistico se realiz6é con el factor de analisis de varianza (ANOVA),
este se centra en estudiar las varianzas, este método matematico cumple su
funcion de probar la hipotesis, las medias aritméticas se las realizaron mediante

la utilizacion del Software IBM SPSS Statistics version 23.
3.11. PROCEDIMIENTO

El procedimiento de la investigacion se desarrolld6 en base en los objetivos

especificos:
3.11.1. FASE: | DETERMINAR MICROORGANISMOS NATIVOS
Actividad 1. Aislamiento de hongos y bacterias.

En el aislamiento de hongos y bacterias se siguieron los procedimientos dados
por la Norma Técnica Ecuatoriana INEN 1529-5:2006 para las bacterias y la
INEN 1529-10:2013 en el caso de los hongos.

Preparacion de medios: para preparar los medios de cultivos se procedio a

pesar 13,8 g de Agar Nutriente y 39 g de Agar Sabouraud para diluir cada uno
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en 600 cm? de agua destila con un pH de 5,6 y 6,8 respectivamente, también se
pes6 10 g de agua pectona la cual se diluyé en 1 dm? de agua destilada con un
pH de 7,2. Una vez preparados, los medios se llevaron a ebullicibn con 500 RPM
a una temperatura de 250°C y luego se introdujeron en la autoclave por 15
minutos con la finalidad de esterilizar los medios, segun la normativa 1529:2001

en la cual se estipulan los procedimientos para la preparacion de medios.

Aislamiento de hongos: para el aislamiento del hongo se procedi6 a la
recoleccién de muestras de agua en la laguna de oxidacién utilizando la técnica
propuesta en la NTE INEN 2176:2013 y para el cultivo se utiliz6 la norma INEN
1529-10:2013 control microbiolégico de los alimentos, mohos y levaduras
viables- recuento en placa por siembra en profundidad. Las muestras de agua
fueron sembradas en placas con el agar previamente agregado a éstas, luego

se dejo a temperatura ambiente para la incubacion de los hongos por 72 horas.

Aislamiento de bacterias: para el aislamiento de la bacteria se procedio a la
recoleccion de muestras de agua de la laguna de oxidacion utilizando técnicas
establecidas por la normativa INEN 2169:2013; el cultivo se lo realizo siguiendo
las especificaciones dadas por la norma 2661:2013, consistid en inocular cajas
petri previamente preparadas con agar nutritivo mediante estrias simples, una
vez realizado el proceso de siembra las cajas inoculadas fueron enviadas al

proceso de incubacion durante 48 horas.
Actividad 2. Identificacion de hongos y bacterias.

Identificacion de bacterias: para la identificacion de bacterias se utilizo el
método identificacién fenotipica que consiste en observar las caracteristicas
notorias de las bacterias, como su morfologia y desarrollo etc. Por su parte
Nacato et al., (2016) indica que los procedimientos esenciales a usar en esta
etapa, son la tincion en azul de metileno, caracterizacion macroscopica y

microscoépica, explicada a continuacion:

En la tincion azul de metileno se procedié a extender la muestra de las colonias
sobre el portaobjeto con una gota de agua destilada y con la ayuda de un
mechero se fij6 la muestra calentando el portaobjeto, luego de esto se colocaron
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los reactivos sobre la muestra. Primero se colocé una gota de azul violeta sobre
la muestra fijada y se mantuvo durante un minuto para posteriormente ser lavada
cuidadosamente con agua destilada, el segundo reactivo fue la disolucién de
lugol, seguido del alcohol acetona y la safranina realizando el mismo proceso del
primer reactivo, y como ultimo paso se observé la morfologia macroscopica y
microscopica de la muestra en el microscépico. Olmos et al., (2010) indica que
en la tincién con azul de metileno para la diferenciacién bacteriana, se debe
tomar en cuenta la bacteria GRAM positiva, bacteria GRAM negativas. Segun
las indicaciones Cuervo, 2010 las bacterias del genero Bacillus deben ser
bacterias GRAM positivas.En su investigacion Realpe et al., (2002) establece
gue para la identificacion macroscopica del Bacillus se debe tomar en cuenta
caracteristicas de las colonias, las cuales deben ser de 2 a 4 mm de diametro
beta hemoliticas con hemdlisis completa, de aspecto liso, mucoide o rugoso, con
los bordes ondulados o extendidos en el medio que comunmente dan la
apariencia de cultivos mixtos; mientras que en la identificacion microscopica de
deben tomar en cuenta las siguientes caracteristicas: las bacterias deben ser
GRAM positiva de aproximadamente 0,8 um de diametro por 2 a 3 ym de largo
con bordes redondeados, que presentan esporas esféricas y centrales que no
deforman el bacilo.

Identificacién de hongos, cultivos monospoéricos: el procedimiento que se
utilizé para obtener cultivos desarrollados de una espora simple, fue el descrito
por Garzén (2013); para esto se tomaron dos tubos con 5 cm?® de agua destilada
estéril con Tween 80 al 0,5%; luego con la ayuda de una aguja de desinfeccién
se selecciond una pequeiia proporcion del crecimiento y se lo agrego a uno de
los tubos de ensayo, se tomé con una asa en argolla una alicuota que se mezcla
en el tubo una porcién de esta esta suspension; luego se tomaron 10 pul del
segundo tubo y se sembrd por agotamiento con un asa de argolla sobre una caja

petri con agar sabouraud.

La identificacion de dichas colonias se la realizé mediante la metodologia de
caracterizacion macroscopicas descritas por Garzén (2013); el cual indica que
las cepas deben presentar coloracion blanca, tornandose a un amarillo-marrén,

con un diametro de 2,5 cm y micelio de color blanco de textura algodonada.
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Mientras que la caracterizacibn microscépica se la realizd6 mediante la
metodologia de (Arias y Pifieros, 2008) donde los conidioforos deben ser de
pared rugosa, vesiculas subglobosas de 40-80 um de diametro, filiades de 10-

15 x 3-5.0 um., conidios globosos a subglobosas de 3.5-4.0 um.
Actividad 3. Cultivo de bacterias.

La preparacion del medio de cultivo para Bacillus sp. Previamente identificados
y aislados se la realiz6 siguiendo la metodologia descrita por la norma INEN
2661:2013 Microbiologia, determinacion de Bacillus, recuento de colonias —

métodos en superficie.
Actividad 4. Cultivo de hongos.

Se prepar6 un medio de cultivo para Aspergillus oryzae, el método utilizado fue
el descrito por la norma NTE INEN 1529-10:13 Control microbiolégico de los
alimentos, mohos y levaduras viables recuento en placas por siembra en
profundidad. Este se basa en el cultivo entre 22°C y 25°C de las unidades
propagadoras de mohos y levaduras, utilizando la técnica de recuento en placa
por siembra en profundidad y un medio que contenga extracto de levadura,

glucosa y sales minerales.
Actividad 5. Preparacion del consorcio microbiano.

Para la preparacion del consorcio se elabor6é un medio liquido optimizado en
base a la metodologia descrita por Guzman (2010) citado por Vera y Conforme
(2015). Para esto se mezcl6 2,9 cm?® de melaza y 16,32 cm? levaduras autolizada
en un matraz que contenia 1 dm? de agua destilada, el pH se lo ajust6 de acuerdo

al microorganismo a cultivar en el medio; 7 para bacterias y 6,5 para hongos.

Luego se procedio a la inoculacion del medio, ésta consistié en inundar la placa
compuesta por los microorganismos con 5 cm?3 de medio liquido optimizado para

luego ser enviado a incubacion.
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3.11.2. FASE 1l PONDERAR LA EFICIENCIA DE REMOCION DE MATERIA
ORGANICA EN AGUAS RESIDUALES DOMESTICAS

Actividad 6. Georreferenciacion de la zona de muestreo.

El agua residual usada en el tratamiento fue procedente de la estacion
depuradora de calceta ubicada en el sitio el Morro, las muestras fueron tomadas

del efluente, la cual se georreferencié mediante un GPS marca Garmin Etrex 10.
Actividad 7. Recoleccion de muestras.

En el proceso de recoleccion de muestras se utilizo el procedimiento establecido
por la norma ecuatoriana INEN 2226:2013, este fue de tipo puntual, las muestras
fueron obtenidas del efluente, una vez recolectadas fueron trasladadas al
laboratorio de quimica ambiental para su caracterizacion y utilizacién en las
unidades experimentales, el traslado se lo realizé siguiendo las indicaciones
establecidos por la norma INEN 2169:2013 para el manejo y conservacion de

muestras.
Actividad 8. Caracterizaciéon de muestra a tratar.

La caracterizacion de las muestras del agua residual doméstica se la realizo
antes de aplicar el consorcio microbiano, esta consistié en la evaluacién de
parametros quimicos iniciales: DBOs medida a 20°C, Oxigeno disuelto, pH,
siguiendo las técnicas y precauciones generales de la normativa NTE INEN
2169:2013.

Actividad 9. Preparar unidades experimentales.

En esta etapa se utilizé un disefio experimental simple completamente al azar
(DCA), como unidades experimentales se usaron recipientes de vidrio con una
capacidad de 3 dm?, las cuales se les agrego 2 dm?de agua residual doméstica
donde se realizaran tres repeticiones para cada tratamiento, obteniendo como

resultado de las combinaciones doce unidades experimentales.
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Actividad 10. Aplicacion el consorcio microbiano.

Una vez que se prepar0 en consorcio microbiano (Bacillus sp, Aspergillus
oryzae) se aplicaron las tres dosis que consistieron en 5 cm3/dm3, 10 cm3/dm3y
15 cm3/dm?3 del biopreparado tomando como referencia la metodologia descrita
por Monica et al., (2011), quien recomienda que para la utilizacion de
microorganismos en aguas residuales se debe usar entre 1 a 10 cm? de

consorcio microbiano por cada dm? de agua residual.
Actividad 11. Caracterizacion de agua residual tratada.

La caracterizacion del agua residual en tratamiento se la realiz6 en tres etapas
del tratamiento (inicio, medio y final) del tratamiento, donde se tomaron muestras
para evaluar parametros como DBOs a 20°C, pH, Oxigeno disuelto, los métodos

gue se utilizaron para esta actividad se muestran a continuacion:

Cuadro 3. 6. Metodologias a usar para la caracterizacion.

PARAMETRO SIMBOLO  UNIDAD METODO
Dema“dzx?;‘;‘:]fm'ca de DBOs  mg/dm3  APHA/AWWA/STANDART METHOD N©5210-B
Potencial de hidrogeno pH APHA/JAWWA/STANDART METHOD N©4500- H*B

Oxigeno disuelto v OD  mg/dm®  Potenciémetro, 4500- O G (Syard Methods,1999)

Fuente: Cardenas, 2012.

Actividad 13. Evaluacion estadistica de los resultados.

Una vez obtenido los datos de la caracterizacion del agua residual se evaluaron
estadisticamente los resultados utilizando el analisis de varianza de un factor
(ANOVA), prueba de Tukey (p<0,05) este método es muy flexible ya que permite
construir modelos estadisticos para el andlisis de los datos experimentales cuyo

valor ha sido constatado en muy diversas circunstancias.
Actividad 12. Evaluacion de la eficiencia.

Se entiende por remocién como la capacidad de algun sistema en eliminar una
fraccion de la concentracidon de los contaminantes presentes en el agua residual
(Romero et al., 2009). En la presente investigacion para calcular el porcentaje de

remocién se hizo uso de la siguiente ecuacion.



% Remociéon = Clc;lcf x 100 [3.1]

Dénde:

% Remocion

Ci= Concentracion inicial

Cf= Concentracion final
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. DETERMINAR

EFICIENTES.

MICROORGANISMOS NATIVOS

4.1.1. AISLAMIENTOE IDENTIFICACION DE HONGOS Y BACTERIAS

41.1.1. AISLAMIENTOS DE LAS CEPAS

Las muestras de agua residual extraidas de la estacion depuradora de la ciudad

de Calceta fueron analizadas mediante dos procesos:

a) Para el cultivo de hongos se utilizé el procedimiento NTE INEN 1529-10:2013
gue da las especificaciones para el control microbioldgico de los alimentos,

mohos, levaduras por recuento en placa y siembra en profundidad.

b) Para las bacterias se utilizé el procedimiento NTE INEN 2661:2013, que da
las especificaciones para la determinacion de Bacillus, recuento de colonias —
métodos en superficie—. Con la aplicacibn de estas metodologias se pudo
determinar la existencia de ocho cepas (cultivos mixtos) de diferentes géneros,
a traves de su descripcion en el medio de cultivo. Seguidamente se aislaron cada
una de las cepas en cultivos individuales con el propésito de conocer sus

caracteristicas macroscoépicas y microscopicas (Cuadro 4.1).

Cuadro 4. 1. Microorganismos presentes en el agua residual de la estacion depuradora de Calceta.

Caracteristicas

Microrganismos

Macroscopicas

Microscopicas

Descripcion

Staphylococus

Presenta colonias un
diametro de 1 a 3 mm,
morfolégicamente lisas,
levemente elevadas, de
bordes enteros,
levemente convexas y
generalmente de color
crema o amarillo.

Son cocos Gram (+) que
poseen tendencia a
agruparse en racimos.
Tienen una  forma
esférica y un didmetro de
alrededor de una micra.

Considerados  como  patégeno
humano, puede ser perjudicial en la
comunidad como a nivel hospitalario.
Las infecciones por Staphylococus son
a menudo agudas, piogénicas Yy
superficiales, aunque también puede
provocar infecciones mas agresivas
como osteomielitis, neumonia y
endocarditis aguda (Seija, 2006).

Estreptococos

Las colonias son de 0,5
a 2 mm de diametro,
rodeadas por una zona
alfa-hemolitica, debido
a la autolisis, a menudo
se parecen a un crater.

Son cocos Gram (+) que
se agrupan en cadenas.
Con longitud de dos a 30
células esto varia de
acuerdo a la especie.

Componen la  flora  humana,
principalmente en el tracto respiratorio
superior y el intestinal. De las especies
existentes  existen, algunas son
patdgenas para el ser humano
(Rodriguez, 2006).
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Son catalasa-negativos y
no forman esporas.

Colonias, de 2 a 4 mm
de diametro, beta
hemoliticas con

Bacilos Gram positivos
de 0,8 um de diametro
por 2 a 3 um de largo

Producen antibidticos como la
bacitricina, polimixina, gramicidina y
fermentan la caseina y el almidon, se

Bacillus s, hemolisis completa, que - con bordes tornan metabdlicamente activos en su
P- pueden ser de aspecto redondeados. Presentan ! . : .
X . i L medio cuando tienen disponibles
liso, mucoide o rugoso; esporas esféricas vy sustratos para su crecimiento (Cuenvo
los bordes pueden ser centrales que  no 2010) P '
ondulados o extendidos.  deforman el bacilo. '
Bacilos gran positivos no
Con colonias de 2 a 4 esporulados y con Bacteria ubicada de manera habitual
mm de diametro, un flagelos peritricos, los en el intestino del ser humano y de
Escherichia centro grande de color cultivos son anaerobios otros animales de sangre caliente.
Coli oscuro e incluso negro, facultativos Moviles. Con  Aunque la mayoria de las cepas son
y ftienen brillo verde longitud de 0.5 p de inofensivas, algunas pueden causar
metalico cuando se ancho por 3 u de largo, una grave enfermedad de transmision
observan con luz refleja.  son catalasa positivos y  alimentaria (Koneman, 2001).
oxidasa negativos.
En agar entérico se
presentan colonias Este génerotiene gran impacto en
verd.es.t glaras, y coln Bacllos  gram (), saIgd .lpu.bllca,. y seglin datols
precipitado negro por la ;-0 ohios facultativos,  EPidemioldgicos indican que es la
produccion de sulfuro L causante de la gastroenteritis y la
sal Il de hidré con flagelos nperitricos, febre fifoid den afectar a |
almonella sp. € hidrogeno y en agar .\ yosarrolan capsulani  epre fifoidea que pueden afectar a la
sangre se presentan esporas (Rincén et al poblacibn  mundial en  paises
colonias grandes, 20':1’ 1 " desarrollados y subdesarrollados
grisdceas y lisas (Tama, ) (Melara y Salazar, 2012).
2016).
Poseen distintos tonos Las cabezas conidiales Hongos de fermentacion el cual actua
descomponiendo  rapidamente  la
. de verde, pardo, Presentan cuatro formas : . )
Aspergillus . . e materia orgénica para producir
amarillo, blanco, gris y basicas: globosa, .
oryzae. . alcohol, esteres y  sustancias
negro (Abarca, 2016). radiada, columnar o S
. antimicrobianas (Cortes, et al., 2014).
claviforme.
Se caracteriza  por
producir colonias
grades, elevadas, con . Se encuentra distribuido en la
Bacilo gram (+) de 1um .
bordes enteros, aunque naturaleza, comunmente en el suelo y
. de ancho por 4 um de ; . .
- otros producen colonias . en el tracto intestinal de los animales,
Clostridium sp. ) N largo, en promedio, de . °. o
un poco mas pequefias incluido el hombre; tiende a causar
bordes rectos y extremos . . ' ;
cuyos  bordes  se romos infecciones de origen exdgeno Yy
extienden en forma de ' endogeno (Pérez et, all. 2013).
red de filamentos finos
(Novoa, 2011).
Las  colonias  de
Penicillum son de Hifas septadas hialinas
crecimiento rapido, (1.5-5 y de diametro),
filamentosas y vellosas, con conidi6foros simples Son  hongos filamentosos. Las
lanosas o de textura o ramificadas, métulas, especies de Penicillum estan
L. algodonosa. Son Fidlides y conidias. Las ampliamente  distribuidas en Ia
Penicillum sp. 7 .
inicialmente blancas y métulas son naturaleza y se hallan en el suelo, la
luego se convierten en ramificaciones vegetacién caida, el aire y el suelo
verde azuladas, gris secundarias que se (Allende etal., 2013)
verdosas, gris oliva, forman  sobre  los
amarillentas  (Garcia, conidiéforos.

£ 2016).
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Con la identificacion de los microorganismos del agua residual, se pudo
recuperar 2 cepas (Aspergillus oryzae y Bacillus sp), las cuales fueron
necesarias para el desarrollo de la investigacion. El hongo del género aspergillus,
es uno de los principales productores de micotoxinas los cuales son metabolitos
secundarios producidos y secretados por el hongo durante el proceso de
degradacion de la materia organica, como mecanismo de defensa frente a
microorganismos patogenos (Serrano y Cardona, 2015). La bacteria del género
Bacillus es un tipo de bacteria que tiene la capacidad de degradar una enorme
variedad de derivados de los tejidos animales y vegetales (celulosa, almidén,
pectina, proteinas) y ademas intervienen en los procesos de nitrificacion,
desnitrificacion, fijacion de nitrégeno, jugando un rol significativo en los ciclos del

carbono y nitrégeno (Gonzéles, 2012).

Las cepas aisladas excedentes (Staphylococus, salmonella, Escherichia Coli,
estreptococos, Clostridium, fusarium, Penicillum) -ver en cuadro 4.1- fueron
descartadas debido a que no presentaban las caracteristicas adecuadas para su
uso en la investigacion. Posteriormente, se realizo una segunda purificacion de
las cepas seleccionadas, las cuales presentaron un crecimiento poblacional
acelerado en comparacion a la primera purificacion. Ramos et al., (2012) indica
gue esto, es debido a que las cepas se encuentran en cultivos controlados

individuales y no tienen competencia de nutrientes.

Para optimizar el proceso de caracterizacion se realiz6 una tercera purificacion
obteniendo de esta manera una cepa pura, que dio como resultado un favorable
crecimiento de ambas cepas. A continuacion, se muestran los resultados

obtenidos de la caracterizacion:
41.1.2. CARACTERIZACION DEL HONGO

La cepa pura del hongo, presentd caracteristicas morfoldégicas macroscopicas
tales como: coloracién blanca, tornAndose a un amarillo-marrén, con un diametro
de 2,5 cm y micelio de color blanco de textura algodonada. Dicha morfologia

coincidi6 con las descritas por Garzon (2013) para la especie A. Oryzae.
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Mientras que las caracteristicas microscopicas que presento la cepa fue:
conidiéforos vesiculares, conidias abundantes y relativamente
grandes. Conidiéforo de pared rugosa, vesiculas globosas con masa de esporas
en forma de columna, las cabezas Filiades nacian directamente de la superficie
de la vesicula y las conidias elipticas de 4-8 um de diametro de superficie. Ver
anexo 6. Coincidiendo con las caracteristicas descritas por Arias y Pifieros, 2008

para las especie Aspergillus oryzae. (Cuadro 4.2)

Cuadro 4. 2. Caracteristicas morfologicas macroscdpicas y microscopicas del hongo.

Caracteristicas macroscopicas de las cepas en estudio
Coloracion: blanca, tornandose a amarillo marrén
Diametros de las colonias: 2,5 cm en 4 dias de incubacién
Micelio: color blanco

Textura: algodonada

Aspergillus Caracteristicas microscépicas de las cepas en estudio
oryzae
Hifas: hialinas

Conidioforos: erectos casualmente septados, vesiculares, hialinos, cabezas conidiales
globosas a radiadas.

Vesiculas: globosas de 67,8 um aproximadamente.
Filiades: cilindricas en forma de botella de 8.6 um x 2.7um.

Conidios: Globosos a subglobosas 3.5a 4.0 7um

41.1.3. CARACTERIZACION DE LA BACTERIA

La identificacion de la colonia pura cultivada en agar nutriente en la

caracterizacion microscopica presento las siguientes caracteristicas:

Colonias de color blanco de 2 a 4 mm de diametro de aspecto liso y bordes
ondulados, mientras que las caracteristicas microscopicas de las cepas
caracterizadas indicaron que son bacilos Gram positivos de 0,8 um de diametro
por 2 a 3 um de largo con borde redondeados, las cuales presentaron

endosporas centrales de forma eliptica que no deformaban el bacilo, ver anexo
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7., dichas caracteristicas encontradas son similares a las descritas por Realpe
et al., (2002). (Cuadro 4.3)

Cuadro 4. 3. Caracteristicas morfolégicas macroscopicas y microscopicas de la bacteria

Caracteristicas macroscopicas de las cepas en estudio
Coloracion: blanca
Diametro: 2a 4 mm

Morfologia de la colonia: aspecto liso, bordes ondulados
Bacillus sp.

Caracteristicas microscopicas de las cepas en estudio
Bacillos Gram positivos con presencia de endoesporas de forma elipsoide

Tamafio: 0,8 um didmetro, 2 a 3 ym largo.

4.2. PONDERAR LA EFICIENCIA DE REMOCION DE MATERIA
ORGANICA EN AGUAS RESIDUALES DOMESTICAS

4.2.1. GEORREFERENCIACION DE LOS PUNTOS DE MUESTREO

En esta etapa se georreferencio la zona de muestreo, donde se consideré el
efluente como la zona idénea, debido a que dicha caracterizacion brindo

informacion necesaria en la investigacion (cuadro 4.4).

Cuadro 4. 4. Coordenadas obtenidas del sitio de muestreo

Coordenadas
Este Norte
Efluente de la estacion depuradora de calceta 591686.80 mE 9907069.03m S

Lugar

4.2.2. VALORACION INICIAL DE LA CALIDAD DEL AGUA DEL
EFLUENTE DE LA ESTACION DEPURADORA DE CALCETA

Los valores obtenidos de caracterizacion inicial del agua residual son
presentados en el cuadro 4.5. También se muestran los diferentes criterios de
limites maximos permisibles para descargas a cuerpos de agua dulce

establecidos por la normativa ecuatoriana TULSMA (2013). Ver anexo 12.
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Cuadro 4. 5. Caracteristicas fisicoquimicas del agua residual

Parametro Unidad Valor obtenido Limites maximos permisible
DBOs mg/dm3 480 100
Oxigeno disuelto mg/dm3 43
pH 7.9 6-9

Comparando los datos obtenidos de la caracterizacion inicial de las muestras del
agua residual tomadas del efluente de la laguna de oxidacion con los limites
maximos permisibles establecidos en el anexo | del libro VI del TEXTO
UNIFICADO DE LEGISLACION SECUNDARIA DEL MINISTERIO DEL
AMBIENTE, el cual establece los limites permisibles de los parametros,
fisicoquimicos y bioldgicos etc. para descargas a cuerpos de agua dulce, Ver
anexo 12. Se determiné que los niveles de DBO son muy altos, debido a que la
normativa establece que sus niveles no deben superar los 100 mg/dm?, por lo

gue es evidente la presencia de contaminacion.

4.2.3. ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS
EN LA APLICACION DEL TRATAMIENTO CON DIFERENTES
DOSIS DE CONSORCIO MICROBIANO EN AGUA RESIDUAL
DOMESTICA.

A continuacion se muestran los resultados de la evolucién de la demanda
bioquimica de oxigeno, potencial de hidrogeno y Oxigeno disuelto durante el
periodo del experimento. También se presentan los datos del andlisis de
varianza por medio del software IBM SPSS Statistics (version 23), donde se

realizaron dos tipos de analisis estadisticos:

e Andlisis de la Varianza de un factor (ANOVA) y Prueba de Tukey (p<0,05).

Se realiz6 andlisis estadistico en Microsoft Excel 2010:

e Graficos Estadisticos

El cuadro 4.6. Muestra los resultados de los analisis realizados al agua residual
domeéstica y los tratamientos con cada una de las dosis de consorcio microbiano

y sus réplicas.
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Cuadro 4. 6.Resultado de analisis al agua residual doméstica.

RESULTADOS DE LA MUESTRA DE AGUA RESIDUAL

PARAMETROS
DOSIS TRATAMIENTOS DEO oH oD
mg/dm? mg/dm?3

T1R1 40 742 77

5 cm3/dm? T1R2 30 7,41 76

T1R3 40 742 7,7

T2R1 60 75 6,6

10 cm3/dm3 T2R2 50 7,53 6,6

T2R3 60 7,53 6,7

T3R1 60 7,69 6,8

15 cm3/dm3 T3R2 70 7,68 6,8

T3R3 70 7,68 6,9

T4R1 320 7,86 54

0] T4R2 320 7,84 55

T4R3 310 7,84 55

4.2.3.1. DEMANDA BIOQUI'MICA DE OXIGENO
600,00
500,00
400,00
300,00
200,00
100,00 ¢ \i& g
0,00
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

—@—T1 —@-T2 @ T3 —@—TESTIGO —@— Lim. Max. permisible

Grafico 4. 1. Variacion de la DBO en los tratamientos.

El grafico 4.1 muestra los resultados de la remocién de la DBO del efluente de la
estacion depuradora de calceta, obtenida por la aplicaciéon de los diferentes
tratamientos. El valor de la demanda bioquimica de oxigeno al inicio del
tratamiento fue de 480 mg/dm? en cada uno de las unidades experimentales;
Bermudez (2016) sefiala que este valor esta relacionado al mal funcionamiento
de la planta debido al bajo nivel de eficiencia y a problemas de operaciéon y

control.
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A los diez dias de haber aplicado el consorcio de microorganismos, se realizd
una segunda caracterizacion al agua residual de las unidades experimentales.
El valor de la DBO en el T1 fue de 77 mg/dm?, en el T2 de 97 mg/dm?, en el T3
117 mg/dm?y en el T4 la muestra control o TESTIGO fue de 380 mg/dm?3 por lo
gue se pudo observar que con la adicion del consorcio microbiano, la DBO sufrié
una gran variacién. Esto concuerda con lo mencionado por Garcia y Cardona
(2008) donde la variacion de la DBO esta relacionada directamente con la adicion

de los microorganismos nativos.

A los 20 dias de haber aplicado el consorcio de microorganismos se realizo la
tercera y Ultima caracterizacion. La remocion de DBO en el ensayo fue menor,
ya que de acuerdo a lo que indican Mendoza y Ramirez (2016), el crecimiento
de los microorganismos desciende ocasionado por la disminucién de la materia
organica, una consecuencia natural de la remocion de DBO en reactores

biotecnoldgicos discontinuos.

En el mismo periodo el T1 mostr6 una DBO de 37 mg/dm?3, el T2 - 57 mg/dm?, el
T3 - 67 mg/dm3y en el T4 (muestra control o TESTIGO) fue de 317 mg/dm? Ver
anexo 11.1. Con esto se puede evidenciar la eficiencia de remocion de materia
organica con la aplicacion del consorcio microbiano, ya que los valores obtenidos

se encuentran dentro del limite permisible establecido por el TULSMA, 2013.

423.1.1. EFICIENCIA DE REMOCION DE MATERIA ORGANICA (DBO).
120
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Grafico 4. 2. Promedio de remocion de materia organica (mg/dm3).

En el grafico 4.2 se puede apreciar que el tratamiento con mayor eficiencia es el

T1, el cual presenté una remocién de DBO alta, de 37 mg/dm?3; esto, equivale al
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92,29% de eficiencia, resultados que coinciden con los fundamentados por
Namsivayam et al., (2001) en su investigacién, donde se obtuvo un porcentaje
de remocién similar para una dosis de 5 cm®/dm? de consorcio microbiano, cabe
recalcar que dicho valor se encuentra bajo los limites permisibles establecidos
por el TULSMA, 2013.

4.231.2. ANALISIS DE VARIANZA Y PRUEBA DE TUKEY (DBO)

En el cuadro 4.7 se puede observar los datos del analisis estadistico (ANOVA,
de un factor). Para el parametro demanda bioquimica de oxigeno, con significa
de 5% e intervalo de confianza de 95% y un valor [F: 1574,250; P < F (0.000 **)]
un coeficiente de variacion de 4,84%, se llega a la conclusién de que los datos

son confiables y existe diferencias entre cada uno de los tratamientos.

Cuadro 4. 7. Analisis de varianza (ANOVA, DBO)

Andlisis de varianza

Suma de cuadrados Gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 157425,000 3 52475,000 1574,250  ,000
Dentro de grupos 266,667 8 33,333
Total 157691,667 11

Los resultados de la prueba post hoc (HSD Tukey) para DBO, no mostré
diferencias en nivel de remocién de DBO entre T2 y el T3 el cual obtuvo un
promedio mas alto (66,6667), seguido del T2 que obtuvo (56,6667) dando al
lugar que el tratamiento con la media de menor valor fue el T3 (36,6667), sin
embargo las comparaciones posteriores solo hubo diferencia entre T1, el T2 y el

T3, ver anexo 13.

4.2.3.2. VARIACION DEL OXIGENO DISUELTO

En el grafico 4.3. Se puede observar la variacion del oxigeno disuelto, evaluado

al inicio en medio y final en los respectivos tratamientos.
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Grafico 4. 3.Variacion del oxigeno disuelto en los tratamientos.

En el grafico 4.3 se muestran los valores de cada uno de los tratamientos en
relacion a la concentracion de oxigeno disuelto. Este fue en aumento al aplicar
el consorcio microbiano, a los 10 dias de haber empezado el tratamiento y
teniendo como referencia la concentracién de oxigeno disuelto inicial de 4,3
mg/dm?3. T1 mostré un OD de 6,5 mg/dm3; el T2 - 6,6 mg/dm?3; el T3 - 6,7 mg/dm?;
y en el T4 la muestra control o TESTIGO fue de 4,9 mg/dm?, lo que evidencia un
notorio cambio de la concentracién del oxigeno disuelto en el agua residual,
Mendieta y Garance (2014) alegan que esto sucede debido a la adicién de los
microorganismos, y la temperatura que es un factor importante para la solubilidad
del oxigeno en agua, asimismo el oxigeno disuelto tiende a aumentar en aguas

mas frias y viceversa.

A los 20 dias después de haber aplicado el tratamiento la concentracion de
oxigeno disuelto siguié en aumento el T1 mostré un OD de 7,7 mg/dm?; el T2 -
6,7 mg/dm3; el T3 - 6,8 mg/dm?; y el T4 la muestra control o TESTIGO fue de
5,4. Siendo el T1 el mas eficiente. Ver anexo 16. Por su parte Mendoza y
Ramirez (2016) indican en su investigacion que el aumento del oxigeno disuelto
se debe a que las bacterias descomponen la materia organica de forma
acelerada en presencia de oxigeno. Una vez que la materia organica se
consume, la demanda bioguimica de oxigeno disminuye y el oxigeno disuelto

aumenta.
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42321 ANALISIS DE VARIANZA Y PRUEBA DE TUKEY (OD)

En el cuadro 4.8 se puede observar los datos del analisis estadistico (ANOVA,
de un factor). Para el parametro Oxigeno disuelto, con significancia del 5% e
intervalo de confianza de 95% y un valor P < F (0.000) y un coeficiente de
variacion de 2,60 %. Se llega a la conclusion, de que los datos son confiables y

existe diferencias entre cada uno de los tratamientos.

Cuadro 4. 8.Andlisis de varianza (ANOVA, OD)

Analisis de varianza

Suma de cuadrados Gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 7,403 3 2,468 740,333 ,000
Dentro de grupos 027 8 ,003
Total 7.430 11

Fuente: IBM SPSS Statistics version 23.

EL resultado de la prueba post hoc (HSD Tukey) para el Oxigeno disuelto, mostré
diferencias en nivel de oxigeno disuelto entre cada uno de los tratamientos; el
T1 obtuvo un promedio mas alto (7,6667), seguido del T3 que obtuvo (6,8333)
dando lugar que el tratamiento con la media de menor valor fue el T2 (6,6333).

Ver anexo 14.

4.2.3.3. VARIACION DEL POTENCIAL DE HIDROGENO

En el grafico 4.4 se puede observar la variacion del pH, evaluado al inicio en

medio y final en los respectivos tratamientos.
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Gréfico 4. 4.Variacion del pH en los tratamientos.
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De acuerdo al grafico 4.4 el resultado del pH en las unidades experimentales al
inicio del tratamiento fue de 7,98; éste disminuyo ligeramente a los diez dias de
haber aplicado el consorcio en cada uno de los tratamientos, dando los
siguientes valores: el T1 - 7,76; el T2 de 7,84; T3 - 7,86; y el tratamiento 4 la
muestra control o TESTIGO fue de 7,94.

A los 20 dias, se realizd la tercera y Ultima caracterizacién al final del
experimento, los valores de pH en cada una de las unidades experimentales
disminuy6 ligeramente en comparacion al segundo muestreo, el T1 mostré un
pH de 7,42; el T2 - 7,52; el T3 - 7,68 y en el T4 la muestra control o TESTIGO
fue de 7,85 Ver anexo 16. Esto lo corroboran Canales y Sevilla (2016) en su
investigacién, donde, alegan que los cambios del pH presenta tres etapas: en la
etapa mesdfila inicial, el pH descendid debido al efecto de los microorganismos
sobre la materia organica; esto da como resultado la liberacion de acidos
organicos. La segunda etapa, registr0 una paulatina alcalinizaciéon del agua
residual en las unidades experimentales, esto fue provocado por la pérdida de
acidos orgénicos y la generacion de amoniaco resultante de la descomposicién
de las proteinas y en la tercera etapa el pH suele llegar a ser neutro debido a la

formacion de compuestos humicos que tienen propiedades tampon.

4.3. DISCUSION

El agua residual domestica de la estacion depuradora de calceta presentd una
DBO de 480 mg/dm?, una vez aplicado el consorcio microbiano compuesto de
Bacillus sp y Aspergillus oryzae con tres diferentes dosis para cada tratamiento;
T15cm3/dm?3; T2 10 cm®/dm?3; T3 15 cm3dm3, T1 fue el mas eficiente, donde la
concentracion de la DBO paso6 de 480 mg/dm?3 a 37 mg/dm? equivalente al 92
% de eficiencia, a diferencia del T2 donde la DBO fue de 57 mg/dm3 con una
eficiencia del 88 % y el T3 con una DBO de 67mg/dm® y 86% de eficiencia
mientras que el testigo la DBO final fue de 317mg/dm3. En las unidades
experimentales que contenian el T2 y T3 se registré mayor cantidad de la DBO,
debido a que existié un mayor crecimiento de algas ya que al ser un ensayo de
laboratorio la temperatura del lugar, influyé en su crecimiento, Salvucci (2010)

alega que la temperatura al considerarse un factor ambiental afecta las
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reacciones bioquimicas y por lo tanto el crecimiento de los microorganismos.
Andrade et al., (2009) indica que las microalgas al llegar a su fase de declive se
convierten en biomasa, compuesta principalmente de materia organica lo que

aumenta la concentraciéon de DBO.

4.4. VERIFICACION DE HIPOTESIS

Con un nivel de significancia de 0,05 e intervalo de confianza de 95% y un valor
P < F (0.000 **) y coeficiente de variacion de 4,84%, se demuestra y concluye el
rechazo de la hipétesis nula (Ho), es decir que la aplicacion del consorcio
microbiano nativo (Bacillus sp. y Aspergillus oryzae) si es eficiente en la

remocion de materia organica del efluente de la estacion depuradora de Calceta.



CAPITULO V. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. CONCLUSIONES

Los microorganismos nativos Bacillus sp y el Aspergillus oryzae
procedentes de la estacién depuradora de calceta se lograron aislar e
identificar mediante la normativa NTE INEN 1529-10 Y 1529-5 2013.

El agua procedente de la estacién depuradora de Calceta presentd un alto
grado de concentracion de materia organica (480 mg/dm3) que esta por
encima de los limites permisibles establecidos en el anexo | del libro VI
del TULSMA. EIl tratamiento con eficiencia de remocion de materia
orgéanica fue el tratamiento uno [5 cm3dm?® (1,1X10° UPC/cm?3; 1 X10°
UFC/cm3)], en el que la DBO pasé de 480 mg/dm® a 37 mg/dm3;
equivalente al 92% de eficiencia a diferencia del tratamiento dos el cual la
DBO final fue de 57 mg/dm? equivalente al 88% y el tratamiento tres con
una DBO final de 67 mg/dm? y una eficiencia de remocién de 86%, cifras
gue denotan significancia en la disminucién de la concentracién de

materia organica del efluente de la estacién depuradora de Calceta.

5.2. RECOMENDACIONES

Continuar con investigaciones sobre Bacillus sp y Aspergillus oryzae
considerando; resistencia, manipulaciéon y eficiencia. Igualmente, utilizar
un medio liquido que sea acorde a las caracteristicas nutricionales del
microorganismo a usar; para experimentar en diferentes sustratos y dar
mas alternativas de uso a estos microorganismos.

Dado que el tratamiento con eficiencia de remocion de materia orgéanica
fue el tratamiento uno [5 cm®dm? (1,1X10° UPC/cm?3; 1X10° UFC/cm?3)],
se recomienda continuar con otras investigaciones considerando esta
dosis y el tratamiento de cada laguna.

Realizar investigaciones con el uso de otros microorganismos nativos
para la disminucion de la carga organica presente en la estacion

depuradora de Calceta.
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ANEXO 1: mapa de la estacion depuradora de calceta.
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ANEXO 2. Muestreo del agua residual doméstica

Fuente: Autores
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ANEXO 3: preparacion de medios

Fuente: Autores

ANEXO 4. Inoculacién de medios

Fuente: Autores
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ANEXO 5: hongo en etapa de crecimiento

Fuente: Autores

ANEXO 6: Hongo observado a través del microscopio x100

Fuente: Autores
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ANEXO 7: bacteria observada a través del microscopio X100

Fuente: Autores

ANEXO 8: preparacion de consorcio microbiano

Fuente: Autores



ANEXO 9: montaje del experimento

Fuente: Autores

Fuente: Autores

ANEXO 11. RESULTADOS DE ANALISIS

11.1. Demanda bioldgica de oxigeno.

54

PARAMETRO TRATAMIENTO DIA 1 DIA 10 DIA 20
T1R1 480 mg/dm? 80 mg/dm? 40 mg/dm?3
DBO T1R2 480 mg/dm? 70 mg/dm? 30 mg/dm?3

T1R3 480 mg/dm? 80 mg/dm? 40 mg/dm?
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T2R1 480 mg/dm? 100 mg/dm3 70 mg/dm?3
T2R2 480 mg/dm? 100 mg/dm3 70 mg/dm?3
T2R3 480 mg/dm?3 90 mg/dm3 60 mg/dm3
T3R1 480 mg/dm?3 120 mg/dm?3 90 mg/dm3
T3R2 480 mg/dm?3 110 mg/dm?3 80 mg/dm3
T3R3 480 mg/dm? 120 mg/dm? 90 mg/dm3
T1 TESTIGO 480 mg/dm?3 380 mg/dm? 320 mg/dm3
T2 TESTIGO 480 mg/dm?3 380 mg/dm? 320 mg/dm3
T3 TESTIGO 480 mg/dm?3 380 mg/dm? 310 mg/dm3
ANEXO 11.2 pH.
PARAMETRO TRATAMIENTO DiA 1 DIA 10 DIA 20
T1R1 7,98 7,77 7,42
T1R2 7,98 7,76 741
T1R3 7,98 7,76 7,42
T2R1 7,98 7,83 7,50
T2R2 7,98 7,83 7,53
oH T2R3 7,98 7,85 7,53
T3R1 7,98 7,87 7,69
T3R2 7,98 7,86 7,68
T3R3 7,98 7,86 7,68
T1 TESTIGO 7,98 7,94 7,86
T2 TESTIGO 7,98 7,94 7,84
T3 TESTIGO 7,98 7,94 7,84
11.3. Oxigeno disuelto
PARAMETRO TRATAMIENTO DIA 1 DIA 10 DIA 20
T1R1 4,3 mg/dm3 6,5 mg/dm? 7,7 mg/dm?
T1R2 4,3 mg/dm3 6,4 mg/dm? 7,6 mg/dm?
T1R3 4,3 mg/dm3 6,5 mg/dm? 7,7 mg/dm?
T2R1 4,3 mg/dm3 6,6 mg/dm? 6,6 mg/dm3
T2R2 4,3 mg/dm3 6,7 mg/dm? 6,6 mg/dm3
oD T2R3 4,3 mg/dm3 6,6 mg/dm? 6,7 mg/dm3
T3R1 4,3 mg/dm3 6,7 mg/dm? 6,8 mg/dm3
T3R2 4,3 mg/dm3 6,8 mg/dm? 6,8 mg/dm3
T3R3 4,3 mg/dm3 6,7 mg/dm? 6,9 mg/dm3
T1 TESTIGO 4,3 mg/dm3 4,9 mg/dm3 5,4 mg/dm?3
T2 TESTIGO 4,3 mg/dm3 4,8 mg/dm3 5,5 mg/dm?3
T3 TESTIGO 4,3 mg/dm3 4,9 mg/dm3 5,4 mg/dm?3

ANEXO 12. NORMA DE CALIDAD AMBIENTAL Y DE DESCARGA DE EFLUENTES: RECURSO AGUA  LIMITES
DE DESCARGA A UN CUERPO DE AGUA DULCE

Parametros Expresado como Unidad Limite maximo permisible
Demanda Bioquimica 5 100
de Oxigeno (5 dias) D.B.0s. gl

FUENTE: Tulsma, 2013
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ANEXO 13. Analisis de datos por medio de la prueba estadistica de comparaciones multiples HSD Tukey para el

parametro de demanda bioquimica de oxigeno.

Comparaciones miiltiples

HSD Tukey
()] () Diferencia de Error si Inteli'y a!o de confianz’a a_I 95%
tratamientos  tratamientos medias (-J)  estandar '9. . |m|.t e L|m|t.e
inferior Superior
Tratamiento Tratamiento 2 -20,00000 4,71405 ,012 -35,0960 -4,9040
1 Tratamiento 3 -30,00000 4,71405 ,001 -45,0960 -14,9040
Testigo -280,00000 4,71405 ,000 -295,0960 -264,9040
Tratamiento Tratamiento 1 20,00000 4,71405 ,012 4,9040 35,0960
2 Tratamiento 3 -10,00000 4,71405 ,225 -25,0960 5,0960
Testigo -260,00000 4,71405 ,000 -275,0960 -244,9040
Tratamiento Tratamiento 1 30,00000 4,71405 ,001 14,9040 45,0960
3 Tratamiento 2 10,00000 4,71405 ,225 -5,0960 25,0960
Testigo -250,00000 4,71405 ,000 -265,0960 -234,9040
Tratamiento 1 280,00000 4,71405 ,000 264,9040 295,0960
Testigo Tratamiento 2 260,00000 4,71405 ,000 2449040 275,0960
Tratamiento 3 250,00000 4,71405 ,000 234,9040 265,0960

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0,05.
Fuente: IBM SPSS Statistics version 23.

ANEXO 14. Andlisis de datos por medio de la prueba estadistica de comparaciones mdltiples HSD Tukey para el

parametro del Oxigeno disuelto.

Comparaciones multiples

HSD Tukey
Intervalo de confianza al
({)] (J) Diferencia de Error Sig 95%
Tratamientos tratamientos medias (I-J) estandar ) Limite Limite
inferior Superior
Tratamiento 2 1,03333* ,04714 ,000 ,8824 1,1843
Tratamiento 1 Tratamiento 3 ,83333* ,04714 ,000 ,6824 ,9843
Testigo 2,20000* ,04714 ,000 2,0490 2,3510
Tratamiento 1 -1,03333* ,04714 ,000 -1,1843 -,8824
Tratamiento 2 Tratamiento 3 -,20000* ,04714 ,012 -,3510 -,0490
Testigo 1,16667* ,04714 ,000 1,0157 1,3176
Tratamiento 1 -,83333* ,04714 ,000 -,9843 -,6824
Tratamiento 3 Tratamiento 2 ,20000* ,04714 ,012 ,0490 ,3510
Testigo 1,36667* ,04714 ,000 1,2157 1,5176
Tratamiento 1 -2,20000* ,04714 ,000 -2,3510 -2,0490
Testigo Tratamiento 2 -1,16667* ,04714 ,000 -1,3176 -1,0157
Tratamiento 3 -1,36667* ,04714 ,000 -1,5176 -1,2157

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.
Fuente: IBM SPSS Statistics version 23.
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ANEXO 16: Reporte de resultados del laboratorio de quimica ambiental
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laboratorio.
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INFORME DE RESULTADOS CLAUSULA: 4.6

PAGINA 1 DE 1

NOMBRE DEL CLIENTE: WALTER MURILLO RAMIREZ — LEONARDO BAZURTO MEZA

SOLICITADO POR: WALTER MURILLO RAMIREZ — LEONARDO BAZURTO MEZA

DIRECCION DEL CLIENTE:

JUNIN

IDENTIFICACION DE LA MUESTRA:

AGUA RESIDUAL DE LAGUNAS DE ESTABILIZACION

TIPO DE MUESTREO:

EGRESADOS

ENSAYOS REQUERIDOS:

pH DBOS,

FECHA Y HORA DE RECEPCION DE LA MUESTRAS:

20 DF JULIO DF1L 2017

FECHA DE REALIZACION DE LOS ENSAYOS:

20 DE JULIO DEL 2017

LABORATORIO RESPONSABLE:

QUIMICA AMBIENTAL

TECNICO QUE REALIZO EL ANALISIS:

ING. FABIAN PENARRIETA M.

RESULTADOS
AGUA DEL RIO MUERTO
ITEM | PARAMETROS METODO UNIDAD
z ¥ 2xigigEsezee
FIEE|IR|IFIEIRRIRIRIEIR
1 pH POTENCIOMETRICO - Q‘L ;. s". S.. -3 3.. s.. - 3.. S.. -;1.
NINININININNNNINNS
o o|o|o 2 QRS
2 DBOS REPIROMETRICO mgl |[RISISISIRISISSS NS
OBSERVACIONES:

Los analisis solicitados son parte vinculante del proyecto I1+D+i: Biopreparado a base de microorganismo

Edzlvavn'guas residuales Bolivar, Manabi, Ecuador

»”

aut6etonos para lagunas de estabilizagionigestaeibn
3 ANUEL FELIX LOP.

con CUP 91880000,0000,376012. "«

Fecha: 27/09/2017

NOTA: Los resultados reportados correspondeh unicamente a la(s) muestra(s) recibida(s) por Laboratorios
ESPAM. Este informe de resultados no debe ser reproducido parcial o totalmente sin autorizacion expresa del
laboratorio.

Manabi - Bolivar - Calceta: Campus Politécnico, Km. 2.7 Via El Morro :
Teléfono (593) 05 686103 Telefax (593) 05 685156 - 685134 Email: espam@mnb.satnet.net
Visite nuestra pagina web www.espam.edu.ec

ANEXO 16: Esquema de las unidades experimentales
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