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RESUMEN

Las actividades industriales y el aumento de la poblacién han provocado un aumento
del uso del recurso hidrico y, por lo tanto, de la generacion de aguas residuales. Estas
presentan una alta carga de contaminacion, tanto biolégica como no bioldgica (metales
pesados, materia organica). Por esta razdn, los objetivos del proyecto de integracion
curricular fueron caracterizar las aguas residuales obtenidas de tres puntos de
tratamiento secundario (el efluente clarificado del sedimentador primario, el licor
mezcla del reactor bioldgico y del tanque de recirculacion de biosélidos) de la planta
de tratamiento de aguas residuales de Ambato.

También se realizaron bioensayos de toxicidad mediante la adicién de arsénico y
cromo hexavalente, para verificar como afectan estos metales a la tasa de consumo de
oxigeno y a la inhibicion del 20, 50 y 80 por ciento del metabolismo y crecimiento
microbiano. Determinando que, al aumentar la concentracion de los elementos la tasa
de consumo de oxigeno disminuye en ambos casos, pues estas se redujeron desde 277
hasta 152 (arsénico) y desde 288 hasta 68 miligramos de oxigeno por litro al dia
(cromo). Ademas, el cromo fue més toxico que el arsénico, ya que este Ultimo metal,
necesitd concentraciones mas elevadas (1000 miligramos por litro) para lograr una
inhibicidn del 20 por ciento, frente al cromo, que solo necesitd 13 miligramos por litro.
En fin, estos estudios se han realizado con el propésito de que en futuras
investigaciones se provea alternativas que optimicen el tratamiento de depuracion de

las aguas residuales.

Palabras clave: Aguas residuales, tratamiento de aguas, bioensayos de toxicidad,
arsénico, cromo hexavalente, metabolismo y crecimiento microbiano, gestion

ambiental, contaminacion ambiental.
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ABSTRACT

Industrial activities and population growth have led to an increase in the use of water
resources and, therefore, the generation of wastewater. These have a high pollution
load, both biological and non-biological (heavy metals, organic matter). For this
reason, the objectives of this curricular integration project were to characterize the
wastewater obtained from three secondary treatment points (the clarified effluent from
the primary reactor, the mixed liquor from the biological reactor and the biosolids

recirculation tank) of the Ambato wastewater treatment plant.

Toxicity bioassays were also conducted by adding arsenic and hexavalent chromium,
to verify how these metals affect the oxygen uptake rate and the inhibition of 20, 50
and 80 percent of microbial metabolism and growth. Determining that, as the
concentration of the elements increased, the oxygen uptake rate decreased in both
cases, as they decreased from 277 to 152 (arsenic) and from 288 to 68 milligrams of
oxygen per liter per day (chromium). Furthermore, chromium was more toxic than
arsenic, since the latter metal needed higher concentrations (1000 milligrams per liter)
to achieve a 20 percent inhibition, as opposed to chromium, which needed only 13
milligrams per liter. Finally, these studies have been carried out with the purpose of

providing alternatives to optimize wastewater treatment in future research.

Key words: Wastewater, treatment of water, toxicity bioassays, arsenic, hexavalent
chromium, metabolism and microbial growth, environmental management and

environmental pollution.
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CAPITULO |
MARCO TEORICO
1.1 Antecedentes investigativos

En el presente capitulo se describe de forma general los principales elementos y
métodos que componen y sustentan la importancia del proyecto de integracion
curricular, que trata de la evaluacion del consumo de oxigeno de las bacterias aerobicas
que se encuentran en el agua residual de la planta de tratamiento de Ambato (PTAR),
sometiéndolas a distintas concentraciones de arsénico y cromo hexavalente, debido a

que dichos metales suelen superar los limites permisibles de la norma en la planta.

El proyecto tiene como finalidad conocer como la presencia de estos contaminantes
afectan el tratamiento bioldgico de las aguas residuales, para que en futuras
investigaciones se dé solucion mediante alternativas Optimas de tratamiento, de tal
forma que este recurso se mantenga en limites permisibles de concentraciones de

metales pesados, previo a su descarga en el rio Ambato.

1.1.1 Aguas residuales

La contaminacion del agua ha sido durante mucho tiempo un serio desafio ambiental
a nivel mundial. Con la continua aceleracién de la industrializacion y urbanizacién en
los paises, la demanda de agua sigue aumentando y surge una contradiccion cada vez
mas prominente entre la oferta y la demanda de este recurso (Borzooei et al., 2021).
El mundo tiene una gran poblacion y la distribucion espacial y temporal de los recursos
hidricos es desigual, por lo tanto, se posee menos sauces hidricos per céapita,
convirtiéndose en un gran problema (Crini & Lichtfouse, 2019). Ademas, que existe
una elevada falta de compromiso por la sociedad con la conservacion y ahorro del
agua, debido a su uso excesivo y despilfarro, lo que resulta en una utilizacién

ineficiente de dicho recurso y una alta descarga de aguas residuales (Ren et al., 2022).

Segun la Secretaria Nacional del Agua (SENAGUA), menciona que del 100 % del

agua que se distribuye para el consumo humano en el Ecuador, un porcentaje



aproximado del 70 % se vierte en los sistemas de alcantarillado. De dicho valor, el
55,8 % de agua residual es tratada, mientras que el otro 44,2 % es descargado
directamente en pozos sépticos o canales sin un previo tratamiento (Alarcon, 2019).
Ademas, el 61,86 % de los GAD Municipales del pais realizan el tratamiento de agua
residual, en tanto que el 38,14 % no lo hacen (Arguello & Terén, 2021; INEC, 2016).

Conceptualizacion de las aguas residuales

Se caracterizan como aquellas que contienen contaminantes originados por causas
naturales y antropogénicas, donde estos Gltimos pueden ser provocados de forma
directa (desagues de viviendas) o indirecta (instalaciones agricolas) por la actividad
humana (Borzooei et al., 2021). Contienen impurezas disueltas y en suspension,
mismas que pueden ser materia organica biodegradable, organica no biodegradable e
inorgénica, metales pesados, lixiviados de vertederos y patdégenos que provienen de
procesos industriales, aguas servidas de uso doméstico y municipal, como se muestra
en la Figura 1 (Shah & Shah, 2020).

Las aguas residuales constituyen una forma no convencional de recurso hidrico que se
ha desarrollado en los Gltimos afios. Sin embargo, es necesario aplicar tratamientos
que eliminen los contaminantes y aumenten su calidad (World Health Organization,
2018). De esta forma se asegura que se cumplan con los limites permisibles impuestos
en el Texto Unificado de la Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente
(TULSMA), previo a su vertido en fuentes de agua naturales como rios, lagos, mares,

etc. 0 a su vez para que puedan ser reutilizadas en el area agricola (TULSMA, 2017).

Tipos de agua residual y componentes que presentan

Segun Ali et al., (2021), existen diferentes tipos de agua residual de acuerdo a como
estas se originan. Por un lado, se encuentran las aguas negras y son las que contienen
el mayor porcentaje de patdgenos, ya que, presentan desechos fecales y orina

provenientes de inodoros. También se encuentran las aguas grises, que son aquellas



que contienen residuos de materia inorganica como detergentes y jabones, resultantes

del aseo personal o de la limpieza de la casa (Rout et al., 2021).

Adicionalmente, el agua proveniente de la lluvia, la nieve y el hielo se encuentra dentro

de las aguas blancas y se las considera como un tipo de agua residual, puesto que, al

ser arrastradas a través de la calle e integrarse al sistema de alcantarillado, pueden

contener contaminantes organicos e inorganicos. Asi mismo, las aguas residuales

industriales mantienen una composicion variable de residuos, ya que, como su hombre

lo indica son aquellas que se originan en diferentes tipos de industrias, ya sean,

alimentarias, farmacéuticas, quimicas, automotrices, etc (Ahmed et al., 2021).

Figura 1

Componentes organicos e inorganicos del agua residual
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Fuente. (Gray, 2004; Hughes & Gray, 2012)

1.1.2 Parametros de caracterizacion analizados en la investigacion

Segun Borzooei et al., (2021), mencionan que existe un alto contenido de sustancias

en aguas residuales, subterraneas y superficiales que resultan tdxicas y peligrosas para
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el ecosistema y traen consigo problemas de salud publica cuando se emplean con fines
domeésticos o agricolas. Por lo tanto, se ha desarrollado metodologias que evallen las
muestras, estableciendo indices de calidad, a partir de parametros fisicos y quimicos,

previo a su descarga en matrices de agua natural (Hughes & Gray, 2012).

Entre los que més destacan, son el pH, pues este afectara a una gran cantidad de
reacciones quimicas y biologicas. El oxigeno disuelto es esencial, ya que, permite
conocer las formas vivas aerobias en las que se encuentran los microorganismos. La
temperatura es importante, puesto que, al ser un parametro que provoca reacciones de
degradacion al disminuir la concentracion de oxigeno, genera un mal aspecto del
efluente y malos olores (Rout et al., 2021). La conductividad al ser una medida de
corriente que surge a través de iones disueltos permite determinar la cantidad de estos.
La turbidez ayuda a verificar la eficiencia del tratamiento secundario, al relacionarse

con los sélidos (totales y en suspensidn) que se encuentran en la muestra (Gray, 2004).

Por otro lado, la DQO y DBO, evaltuan la medida y el impacto de la materia organica
biodegradable, es decir, la DBO mide la cantidad de oxigeno consumido por los
microorganismos al degradar la materia orgéanica y la DQO es la cantidad de oxigeno
gue estequiométricamente se requiere para oxidar la materia organica hasta CO2, H.O
y NH3z (Rudaru et al., 2022). Por ultimo, la medicion de compuestos quimicos como
el arsénico, cromo hexavalente, cadmio, plomo, fosfato, amonio, nitrato, sulfato y
cloruro es indispensable, debido a que son compuestos que deben mantenerse en los
limites permisibles para que no se bioacumulen y atenten el bienestar ambiental,
humano y animal (Shah & Shah, 2020).

Legislacion de descarga de agua residual en sistemas de alcantarillado publico

Los valores permisibles de los pardmetros de caracterizacién de aguas residuales
obtenidas de la planta de tratamiento de Ambato que se consideran en el proyecto,
establecidos segun la Legislacion Ecuatoriana en la Tabla 8, del libro VI, del Texto
Unificado de Legislacion Secundaria del Ministerio del Ambiente, para la descarga de
aguas residuales al sistema de alcantarillado publico, considerando la periodicidad de

monitoreo, los tipos de muestra y el nimero de estas. Son para el caso de arsénico
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(0,1 mg/L), cadmio (0.002 mg/L), cloruro (1000 mg/L), cromo hexavalente
(0,5 mg/L), sulfato (400 mg/L), plomo (0.5 mg/L), conductividad (500 — 1500 puS/cm),
DBOs (250 mg/L), DQO (500 mg/L), pH (6 — 9), solidos suspendidos totales
(220 mg/L), sélidos totales (1600 mg/L), temperatura (< 40 °C) y turbidez (< 20 NTU)
(TULSMA, 2017).

1.1.3 Planta de tratamiento de aguas residuales de Ambato

La planta de tratamiento de aguas residuales “Las Vifias” ubicada al nororiente de la
ciudad de Ambato, recepta entre 750 a 1200 L/s de agua residual de uso doméstico y
agua residual proveniente de industrias alimenticias, textiles y de curtiembres que
vierten sus liquidos en el sistema de alcantarillado, sin un previo tratamiento (Sierra,
2020). La capacidad media y maxima de tratamiento de depuracién del agua receptada
por la planta es de 65 644 y 100 000 m® por dia, respectivamente, misma que es
liberada en la cuenca baja del rio Ambato (GAD, 2020).

Etapas de tratamiento

Las etapas para el tratamiento de dichas aguas son el pretratamiento, tratamiento
primario, secundario y terciario (Quevauviller et al., 2006; Spellman, 2009). Cabe
recalcar que ademas de estas etapas, también se tiene el tratamiento de sus
subproductos como la sedimentacidn, recirculacion, bombeo y almacenamiento de
lodos, digestion aerobia, almacenamiento de gas, deshidratacién de fangos y

generacion de energia eléctrica a partir de biogas (GAD, 2020; Sierra, 2020).
Pretratamiento

En el pretratamiento el agua residual llega a una camara de bombeo y es sometida a
un proceso de desbaste fino, donde el agua se pasa por rejas y tamices de diferente
grosor para la eliminacion de sélidos y material flotante de tamafio grande y mediano
(palos, ramas, pléasticos, trapos y visceras) (Quevauviller et al., 2006; Spellman,

2009). Posteriormente, se retira la arena, grasa y particulas de menor tamafio, mediante
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desarenadores y desengrasadores. En fin, con esta etapa inicia la depuracion del agua
residual y se libera de materiales que podrian ocasionar problemas de operacion en la
planta (GAD, 2020).

Tratamiento primario

Seguido de ello, empieza el tratamiento primario, donde su principal objetivo es la
eliminacién de la mayor parte de solidos suspendidos, para ello, el agua se la deja en
reposo durante 1 a 2 horas en decantadores, consiguiendo la separacion de las
particulas, homogeneizacion de caudal y en si la eliminacion de materia organica. Cabe
recalcar que se puede afiadir sustancias quimicas como floculantes y coagulantes para
que la sedimentacion se optimice (GAD, 2020; Quevauviller et al., 2006; Spellman,
2009).

Tratamiento secundario

En el tratamiento secundario o biol6gico, se da la eliminacién de materia organica,
nutrientes como fdsforo y nitrogeno, ademas de sélidos suspendidos remanentes,
mediante el uso de microorganismos (lodos activados), que por lo general son bacterias
heterétrofas facultativas, puesto que estas crecen de forma natural en el agua residual
y transforman la materia organica particulada y disuelta en productos méas simples,
tales como el CO2 y H20 (Buitron et al., 2018; Spellman, 2009).

En esta etapa, el reactor bioldgico (RB) recibe el efluente clarificado del sedimentador
primario (RP) y el agua residual del tanque de recirculacion o aireador de biosélidos
(RR), después que se ha dado la evacuacion inicial de lodos y de impurezas de la
superficie. Con la finalidad de formar, ya sea un ambiente aerobio, anaerobio o
anoxico, mismo que depende de los componentes a eliminar (Quevauviller et al.,
2006; Spellman, 2009). En el caso de PTAR, al ser la materia organica el principal
sustrato a eliminar se provee concentraciones altas de oxigeno (ambiente aerobio) para
que las bacterias aerdbicas lo descompongan y por lo tanto disminuya la DBO presente
en el agua (GAD, 2020).



Tratamiento terciario

Es frecuente que en la mayoria de las plantas el proceso de tratamiento de aguas
residuales finalice en el tratamiento secundario (Crini & Lichtfouse, 2019). Sin
embargo, en PTAR es necesario aplicar el tratamiento terciario, ya que, su vertido va
dirigido hacia el medio ambiente (cuenca baja del rio Ambato). Con el fin de aumentar
la calidad final del agua y eliminar agentes patdgenos. Por lo que en esta etapa se
realiza un proceso de desinfeccion, para lo que es habitual mezclar hipoclorito sodico
con el agua que pasa paulatinamente desde los tanques de tratamiento secundario
(GAD, 2020).

1.1.3 Metales pesados (arsénico, cromo hexavalente)

Los metales pesados y los metaloides se consideran entre los contaminantes méas
dafinos y su presencia en matrices ambientales como el suelo y el agua se ha
convertido en una seria preocupacion a nivel mundial (Crini & Lichtfouse, 2019;
Hou et al., 2020). La peligrosidad de estos contaminantes se debe a su bioacumulacion
en sistemas bidticos y, por lo tanto, las concentraciones que se afrontan sobrepasan los
estandares de calidad del agua disefiados para proteger la salud humana y animal,
amenazando los uso agricola e incluso para el proceso metabdlico de microorganismos
(Aguilar et al., 2020; Kunhikrishnan et al., 2017).

Debido a que los metales como el Cr (VI)y As no son requeridos para funciones
bioldgicas y afectan el bienestar humano, animal y microbioldgico al encontrarse en
contacto con estos. Su presencia en matrices de agua considera niveles permisibles
hasta de 0.5, y 0.1 mg/L, respectivamente (TULSMA, 2017). Ademas, el arsénico
inhibe el crecimiento de las plantas, mantiene efectos cancerigenos e interrumpe la
sintesis y reparacion del ADN en humanos (Mood et al., 2021; Zamora et al., 2021).
En tanto que la presencia de cromo puede provocar dafio renal, hepatico e incluso la
muerte de la victima, y en plantas ralentiza la tasa de fotosintesis (Kapoor & Singh,
2021).



Por otro lado, los metales que no pueden degradarse por cambios en su estado de
oxidacion, se acumulan en el espacio periplasmético, la membrana y en el interior de
la célula bacteriana (Prasad et al., 2021). De esta forma, cuando la célula se encuentra
con altas concentraciones de ciertos metales pesados, estos son transportados al
citoplasma y causan toxicidad (lgiri et al., 2018). Es decir, una vez que han entrado
en la célula, forman enlaces coordinados con elementos que desplazan metales
esenciales (Na, Ca), inhiben sistemas de transporte y bloquean grupos funcionales de
enzima. Por aquella razon es importante comprender los efectos inhibitorios del
As (V) y Cr (VI) sobre la respiracion y el metabolismo de las bacterias (Siddiquee et
al., 2015).

1.1.4 Inhibicién de crecimiento de bacterias aerébicas

Aunque hay diversas reacciones quimicas que participan en el metabolismo de las
bacterias, se puede identificar tres procesos que son fundamentales para la aplicacion
en el tratamiento bioldgico de las aguas residuales. Estos son la ingestion, la
respiracion y el crecimiento (Kapoor & Singh, 2021). Cabe recalcar que dichos
procesos se encuentran estrechamente relacionados. Por tal motivo, cuando las
sustancias quimicas toxicas entran al sistema de las bacterias, estas pueden inhibir una
0 varias enzimas de las vias que intervienen en las reacciones catabolicas o anabdlicas
(Hartmann et al., 2020).

En caso de que las reacciones catab6licas de la respiracion sean inhibidas, disminuye
la tasa de respiracion, la produccion de energia y, por lo tanto, la tasa de crecimiento.
Mientras que, si se ven afectadas las vias anabdlicas de la biosintesis, se reduce la tasa
de crecimiento, al igual que la tasa de respiracion, puesto que ya no se requiere energia.
Demostrando que los elementos toxicos presentan efecto, tanto en la tasa de
respiracion como en la de biodegradacion (Aguilar et al., 2020; Hartmann et al.,
2020).



Estudios del efecto inhibitorio de arsénico en bacterias

De manera mas especifica, el arsénico existe en cuatro estados de oxidacion diferente
(As*, As®, As®*, As®). Sin embargo, arsénico trivalente As (I1) y pentavalente
As (V) son los que mayor presencia mantienen en fuentes de agua, debido a su
solubilidad en un rango amplio de pH y condiciones oxidantes, asi pues, la toxicidad
del arsénico va a depender de las condiciones ambientales (Mainardis et al., 2021;
Mood et al., 2021). A pesar de que no existe gran cantidad de informacion de los
efectos adversos que producen las especies inorganicas del arsénico en los
microorganismos, en comparacion con los de los mamiferos. Se debe destacar que hay
varias dianas de toxicidad de metales y mecanismos de tolerancia en microorganismos

que se asemejan a los de organismos superiores (De Francisco et al., 2021).

Por ello, De Francisco et al., (2021); Garbinski et al., (2019) destacan los efectos
adversos que causa el arsénico en algunas eucariotas como Sacharomyces cereviciae,
donde afecta tres niveles celulares principales, mismos que son la generacion de
especies reactivas de oxigeno (ROS) (1), el mal plegamiento y agregacion de proteinas
(2) y la inhibicion de la reparacion del ADN (3). Por lo que los resultados
experimentales de sus estudios demostraron que, por un lado, el arsenito de sodio
inhibia el crecimiento celular y causaba la pérdida de viabilidad celular de manera
dependiente a la concentracion. Ademas, Johnson et al., (2016), mediante su estudio
con 75 mutantes sensibles y resistentes a As, determinaron que la toxicidad de este

metaloide se da por el dafio de las proteinas.

Estudios del efecto inhibitorio de cromo hexavalente en bacterias

En el caso de cromo existen dos estados de oxidacion Cr (I11) y Cr (V1) de interés en
el tratamiento de aguas residuales. No obstante, la toxicidad de cromo hexavalente es
mayor ante la de la forma trivalente y se ha informado que es altamente mutagénico y
cancerigeno. Dicho metal se encuentra en asociacion con el oxigeno en compuestos
como el cromato o dicromato en muestras de agua residual. Ademas, es permeable y
altamente movil en lamembrana de las células bacterianas (Mood et al., 2021; Prasad
et al., 2021).



En el estudio presentado por Hartmann et al., (2020), se indica que ciertos tipos de
microorganismos han desarrollado mecanismos para enfrentar concentraciones
elevadas de metales pesados. Sin embargo, el grado relativo de inhibicién maxima en
la respiracion en los microorganismos son Cr*® > Cu*? > Cd*? > Ni*? para una planta
con aguas residuales municipales (Ostrava) y Cr*® > Cd*2 > Cu*2 > Ni*2 para una planta
de aguas residuales domeésticas (Hermanice 11). Donde el mayor porcentaje de efecto
de inhibicion es de 97 % en el agua proveniente de Hermanice Il, para cromo

hexavalente a una concentracién de 4000 mg/L.

1.1.5 Estudios respirométricos

Se refieren al consumo de oxigeno por microorganismos presentes en muestras de agua
residual o lodos activados en condiciones aerobicas, ya que, se consume el oxigeno en
una relacion proporcional a la cantidad de materia organica presente en la muestra. Por
lo tanto, este método se ha convertido en uno de los mas empleados para la
caracterizacion de aguas residuales. Asi como para la evaluacion de los efectos de
inhibicidn que presentan algunas sustancias toxicas en la biomasa (Mainardis et al.,
2021).

Una de las primeras aplicaciones de dicha técnica fue reportada en 1924 por el
fisidlogo Otto Heinrich Warburg al medir la oxidacion de aguas residuales, misma que
se basé en los cambios de presion de un gas que se encontraba en un medidor cerrado.
Apoyandose en los principios del manémetro de Warburg, varios investigadores
desarrollaron mas técnicas manométricas, electroliticas 0 a su vez mediante la
medicion directa del consumo de oxigeno como en el equipo Oxitop (Mainardis et
al., 2021).

Por otro lado, Hartmann et al., (2020), en su estudio acerca de la inhibicién de la
respiracion de lodos activados por metales pesados, mencionan que los metales
analizados (Cr*5, Cd*2, Cu*? y Ni*?), al considerar su limite de solubilidad y valores
medios de concentracion detectados en la planta, obtuvieron un perfil evidente de

inhibicidn sobre la actividad de la biomasa. Lo que refleja un efecto bacteriostatico,
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donde el aumento de concentraciones (10 mg/L hasta 4000 mg/L) conduce a la
mortalidad.

Por los antecedentes mencionados, hoy en dia es una de las pruebas preferidas para el
caso de cultivos heterogéneos de microorganismos. Donde el método estandarizado
para probar los efectos de inhibicion de sustancias tdxicas sobre la actividad
respiratoria de los microorganismos se describe en la normativa ISO 8192:2007 y trata
de la medicién de la inhibicion de la respiracion causada por 5 concentraciones de
componentes tdxicos en aguas residuales, frente a una muestra control (1ISO 8192,
2007; Mainardis et al., 2021).

Importancia

Debido a que la respiracion es una actividad esencial de las bacterias aerobias. Su
importancia radica en que los estudios respirométricos son un factor determinante para
la evaluacidon del riesgo ecotoxicoldgico que presentan las sustancias quimicas como
metales pesados y metaloides en las aguas residuales (Chai et al., 2021). Es decir, la
respiracion se emplea para evaluar la toxicidad que se genera en las bacterias
nitrificantes y heterdtrofas de los lodos activados que sirven en el tratamiento bioldgico
(Hartmann et al., 2020; Lember et al., 2018).

Adicionalmente, a diferencia de otras técnicas como la bioluminiscencia, la
respirometria se considera un método mas directo que mide la actividad bioldgica de
los lodos y, por tanto, la toxicidad de estos. Siendo la base de las pruebas
respirométricas, la disminucién de la tasa de respiracion que conservan los
microorganismos con la presencia de sustancias toxicas; donde la forma mas frecuente

de medicion es mediante el consumo de oxigeno (Hartmann et al., 2020).
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1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo general

Evaluar el consumo de oxigeno de las bacterias aerébicas presentes en aguas residuales
de la planta de tratamiento de Ambato (PTAR) contaminadas con metales pesados

(arsénico y cromo hexavalente), durante el periodo octubre 2022 — marzo 2023.

1.2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar las propiedades fisicas y quimicas del agua residual proveniente de la
planta de tratamiento de Ambato.
e Determinar la tasa de consumo de oxigeno de bacterias aerdbicas en funcién de la

concentracion de los metales pesados en muestras de agua residual.
e Estimar el indice de toxicidad que mantiene el arsénico y el cromo hexavalente en

el crecimiento de las bacterias aerdbicas de aguas residuales.

1.3 Hipdtesis

1.3.1 Hipotesis nula

Ho: Las mediciones de DBOs aumentan cuando las concentraciones de metales

evaluadas son mayores.
1.3.2 Hipdtesis alterativa

Ha: Las mediciones de DBOs disminuyen 0 se mantienen constantes cuando las

concentraciones de metales evaluadas son mayores.
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1.4 Variables
1.4.1 Variables independientes
1.4.1.1 Caracterizacion de agua residual

Muestras de los tres puntos: 1) Efluente clarificado del sedimentador primario. 2) Licor

mezcla del reactor bioldgico. 3) Tanque de recirculacion de biosolidos.

1.4.1.2 Bioensayos de toxicidad microbiana

Concentraciones de arsénico As (V) y cromo Cr (VI), afiadidas en el agua residual.
1.4.2 Variables dependientes

1.4.2.1 Caracterizacion de agua residual

Resultados obtenidos de los parametros determinados (potencial hidrogeno, oxigeno
disuelto, temperatura, conductividad, turbidez, arsenico, cromo hexavalente, fosfato,
amonio, nitrato, sulfato, cloruro, solidos: ST, SV, SST, SSV, demanda quimica de

oxigeno y demanda bioquimica de oxigeno).
1.4.2.2 Bioensayos de toxicidad microbiana

Tasa de consumo de oxigeno e indices de toxicidad al 20 %, 50 %y 80 %.
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CAPITULO Il
METODOLOGIA
2.1 Materiales

En las Tablas 1, 2 y 3 se observan los equipos, instrumentos y reactivos de laboratorio
que se utilizaron en la parte experimental del proyecto de integracion curricular, acerca
de la evaluacion de consumo de oxigeno por bacterias aerdébicas presentes en el agua

residual de la planta de tratamiento de Ambato.
Tabla 1

Descripcidn de equipos de laboratorio

Equipos Descripcion

Balanza analitica Radwag  Se emple0 para el pesaje de reactivos.

) ) Se empled para la digestion de muestras de agua
Digestor de microondas

residual, previo al analisis de arsénico y cromo
Ethos Up

total.

_ Se empled para la digestién de muestras de agua
Digestor COD Reactor

) residual, previo a la medicion de DQO y cromo
Hi 839800

hexavalente.

) ) ] Fue utilizado en la separacién de componentes
Equipo de filtrado al vacio

solidos del agua residual, para la determinacion de
Welch

iones no metalicos y SST.

Se empled para los estudios de consumo de

oxigeno, mediante la DBOs. El equipo cuenta con
Equipo OxiTop® - IDS una bandeja agitadora, frascos ambar, cabezales

medidores, soportes de goma e imanes de

agitacion.

Espectrofotometro de

absorcion atdbmica con horno

Se utiliz6 en la deteccion de metales pesados en las

muestras de agua residual.
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de grafito y ldamparas PG
Instruments A500

Estufa (Horno Binder)

Fotémetro multiparamétrico
Hanna HI 83399

Incubadora (Lab incubator)

Medidor multipardmetro
HI 9829

Mufla Biobase

Plancha de agitacion VWR

Refrigeradora LG

Turbidimetro LaMotte

Se emple0 para secar las muestras y determinar los
STy SST.

Se utiliz6 para determinar iones no metélicos,
cromo hexavalente y DQO.

Se empled para proveer una temperatura constante
(20 °C) en la determinacion de DBO:s.

Se empled para las mediciones de los pardmetros

que requerian ser analizados in situ.

Fue utilizada para generar cenizas y determinar los
SVy SSV.

Fue empleada para mantener en agitacion el medio

enriquecido durante 24 horas.

Fue empleada para almacenar las muestras de agua

residual recolectadas.

Fue utilizado para determinar la turbidez de las

muestras.

Nota. Los equipos descritos, se encuentran disponibles en los laboratorios de la Unidad
Operativa de la Direccion de Investigacion y Desarrollo (UODIDE) de la Facultad de
Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad Técnica de
Ambato.

15



Tabla 2

Descripcidn de instrumentos e insumos de laboratorio

Materiales

Descripcion

Balones volumétricos

Bolsas de hielo

Cooler

Crisoles
Frascos de vidrio

ambar

Gradillas

Iméan agitador
Muestreador
Papel aluminio
Papel filtro

Pipetas graduadas y

micropipetas
Pinzas

Puntas de

micropipetas
Tubos de ensayo

Vasos de precipitacion

Fueron utilizados para la realizacion de soluciones.
Fueron empleadas para mantener las muestras a 4 °C, en el
transporte desde la planta hacia el laboratorio.

Se lo emple6 como contenedor para mantener las muestras
a4 °C, en el transporte desde la planta hacia el laboratorio.

Fueron empleados en la determinacién de solidos.
Recipientes en los que se recogio las muestras.

Fueron empleadas para colocar los tubos de vidrio al
momento de realizar las digestiones de las muestras.

Es parte del equipo de OxiTop® - IDS, se lo empled para
generar un campo magnético en las muestras y que se logre
mezclar homogéneamente.

Fue empleado para recoger el AR de los reactores.

Se empleo para pesar los reactivos utilizados.

Material que se utilizd para filtrar las muestras y eliminar
contaminantes solidos.

Fueron empleadas para medir con precision el volumen de
las muestras a utilizar.

Se emplearon para pesar los crisoles y para introducirlos
en la mufla.

Se utilizaron en las micropipetas para tomar el volumen
exacto de muestras y agua destilada.

Se emplearon para colocar las muestras al momento de
realizar la digestion.

Se utilizaron para realizar las diferentes diluciones.

Nota. Los materiales descritos, se encuentran disponibles en los laboratorios

académicos de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la

Universidad Técnica de Ambato.
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Tabla 3

Descripcion de reactivos de laboratorio

Reactivo Formula Descripcion
Acido i L
o H2S04 Se utilizo para la digestion de muestras.
sulfurico
o o Se utilizé para hacer las digestiones de las
Acido nitrico HNO3 _
muestras de agua residual.
Agua destilada H20 Se uso para realizar soluciones y lavados.
Agua problema, que fue considerada para los
Agua residual H20 estudios. Provino de la planta de tratamiento

Arseniato de
sodio dibasico NaHAsO4-7H20
heptahidratado

Cloruro de
) NH4CI
amonio
Dicromato de
) K2Cr20:
potasio
Fosfato
o KH2PO4
monopotasico
Glucosa CsH1206
Hidréxido de
) NaOH
sodio
Solucidn
digestora

de agua residual de la ciudad de Ambato.

Se utiliz6 para realizar los ensayos de
inhibicion de arsénico para la medicion de
DBO:s.

Se empled para realizar un enriguecimiento
del agua residual.

Se utiliz6 para realizar los ensayos de
inhibicion de cromo hexavalente para la
medicion de DBOs.

Se utilizé para realizar un enriquecimiento del
agua residual.

Se empled para realizar un enriguecimiento
del agua residual.

Sustancia que se utilizé para recoger el CO>
para que la presibn no aumente en la

determinacién de la DBOs.

Se utilizo para la digestion de muestras.

Nota. Los reactivos descritos, se encuentran disponibles en los laboratorios de la

UODIDE de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la

Universidad Técnica de Ambato.
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2.2 Métodos y técnicas

2.2.1 Toma de muestra, transporte y conservacion

La toma de muestra se realizd en la planta de tratamiento de aguas residuales de
Ambato, ubicada en Las Vifias, al norte de la ciudad. Para ello, se contd con envases
ambar de vidrio de 500 ml, 1000 mly 2.5 L, limpios, secos y correctamente etiquetados
de modo que se indicaba el cddigo, nombre de la muestra, réplica, la fecha y la hora,
como se observa en el Anexo 12, Foto 3 (INEN, 2013, 2014). Antes de llenar los
envases, fue necesario lavarlos de 2 a 3 veces con el agua que se iba a recoger. Algunos
parametros como la conductividad, oxigeno disuelto, pH y temperatura, se
determinaron in situ, debido a su variacion indefectible. Una vez finalizado el
muestreo, se cerraron herméticamente las botellas para que se conserven las
propiedades originales del material, tal y como se establece en las normativas: NTE
INEN, 2176:2013 y NTE INEN-1SO 5667-1:2014.

Con la ayuda de un muestreador se tomd el agua residual del tanque de mezcla del
sedimentador primario (RP) y se lleno 2 frascos de 1000 ml para su caracterizacion y
otro de 500 ml, previamente acidificado con 0.5 ml de acido nitrico para la
determinacion de metales. De manera similar, se llené 2 frascos de 1000 ml y otro de
500 ml acidificado con agua residual del tanque de recirculacion (RR). Ademas, se
llend 4 frascos de 2.5 L con agua residual del reactor biol6gico (RB). En el Anexo 2,
se observa la cadena de custodia que otorgo la planta de tratamiento, misma que consto

con los parametros determinados in situ, asi como las coordenadas de cada muestra.

Finalmente, el material fue transportado en coolers con hielo hacia los laboratorios
(canje de deuda y andlisis ambiental), encontrados en la UODIDE de la Facultad de
Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la Universidad Técnica de
Ambato. Cabe mencionar que las muestras recolectadas, se almacenaron en una
refrigeradora a una temperatura entre 3 a 5 °C, hasta su correspondiente analisis
(INEN, 2014).
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2.2.2 Preparacion de las muestras

El agua residual que se empleo se trata de muestras solubles o disueltas, mismas que
fueron filtradas con el equipo de filtrado al vacio Welch para eliminar particulas
solidas de mayor tamafio, también se realizd diluciones con agua destilada o se
acidifico con &cido nitrico, de acuerdo a lo que correspondia para cada analisis, en base
a lanorma NTE INEN-ISO 5667-1:2014 (Aguilar et al., 2020; INEN, 2014).

2.2.3 Caracterizacion de la muestra

Los parametros que se caracterizaron en el material tomado de la planta de tratamiento
de aguas residuales de Ambato (Tabla 4), fueron analizados bajo la adaptacién de los
protocolos descritos en el Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater 23 Ed (Baird et al., 2017).

Tabla 4

Parametros de caracterizacion aplicados a las muestras de AR de la PTAR Ambato

Parametro Método de referencia
Amonio SM Ed. 23 — 4500 (NH4*)
Arsénico SM Ed. 23 — 3500 (As)
Cloruro SM Ed. 23 — 4500 (CI)
Conductividad SM Ed. 23 -2510B
Cromo hexavalente SM Ed. 23 — 3500 (Cr)
Demanda bioquimica de oxigeno SM Ed. 23 - 5210
Demanda quimica de oxigeno SM Ed. 23 - 5220
Fosfato SM Ed. 23 — 4500 (PO+*)
Nitrato SM Ed. 23 — 4500 (NO3z)
Oxigeno disuelto SM Ed. 23 — 4500 (O)
Potencial hidrégeno SM Ed. 23 - 4500B (H™).
Sélidos (ST, SV, SST, SSV) SMEd. 23-2540B,C,E, G
Sulfato SM Ed. 23 - 4500 (SO4?)
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Temperatura SM Ed. 23 —2550 B
Turbidez SM Ed. 23-2130C
Nota. Los métodos de referencia fueron obtenidos del Libro Standard Methods Ed. 23
(SM Ed. 23). Fuente. (Baird et al., 2017).

2.2.3.1 Potencial de hidrégeno (pH), oxigeno disuelto (OD), temperatura (°C) y
conductividad (uS/cm).

La determinacion del pH, OD, temperatura y conductividad se realizé in situ. Para la
medicion se usé el medidor multipardmetro HI 9829, equipado con sus respectivas
sondas de deteccion. Previo a las lecturas el medidor tuvo que ser calibrado de acuerdo
con el manual Hi 9829 (HANNA instruments, 2021). Entonces, el equipo se introdujo
en los reactores en los que se iba a recoger las muestras y se espero entre 5 a 10 minutos
hasta que se estabilice. Finalmente, se anotd los valores obtenidos y se realizo tres
réplicas. Cabe recalcar que los datos fueron tomados como correctos siempre y cuando
las anotaciones se diferenciaban en un méximo de 0.2 de la media, caso contrario se

debia repetir las mediciones (Baird et al., 2017).

2.2.3.2 Turbidez

Para la determinacién de la turbidez se uso el turbidimetro LaMotte previamente
calibrado. Se emplearon muestras que fueron almacenadas a 4 °C y se las coloco en
las cubetas que contenia el equipo. En primera instancia se realiz6 la medicién de un
blanco y seguido de ello, la muestra a analizar fue agitada tenuemente para que se
homogenice y se esperd a que quede libre de burbujas de aire, luego se coloc6 10 ml
en una cubeta, se la llevd al equipo e inmediatamente se obtuvo las lecturas por
triplicado y reporto los valores en unidades nefelométricas de turbidez (NTU) (Baird
etal., 2017).

2.2.3.3 Metales pesados (arsénico y cromo)

Para determinar arsénico y cromo total en las muestras de agua residual se usé el

espectrofotometro de absorcion atomica con horno de grafito y lamparas PG
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Instruments A500 (PG instruments, 2022). Previo a este paso, el material contenido
en los frascos ambar fue digerido bajo una adaptacion del protocolo Standard Methods
Ed. 23 3030 D en el digestor de microondas Ethos Up (Baird et al., 2017).

Para ello, primero se coloc6 45 ml de agua residual de los tres reactores y 5 ml de &cido
nitrico, en 3 tubos que contenia el equipo, donde se acumuld un volumen total de 50
ml en cada uno. Luego se tapd bien los tubos, se invirtieron varias veces para que se
mezcle el contenido completamente y se colocé durante 1 hora en el microondas para
que se digiera. Por consiguiente, se dejé enfriar durante 15 minutos, se traspaso el
contenido de los tubos a balones volumétricos de 100 ml y se aford. Por ultimo, se
transfirié a botellas &mbar de 250 ml y se almacend a una temperatura entre 3 a 5 °C

para los respectivos analisis (Baird et al., 2017).

Una vez que las muestras fueron digeridas, el espectrofotometro se configuré a la
temperatura y longitud de onda de cada metal (de acuerdo con el Analytical Cookbook
PG Instruments AA500), mismos que fueron 193.7 nm y 357.9 nm, para arsénico y
cromo, respectivamente (PG instruments, 2022). Se afiadio entre 2 a 3 ml de las
muestras digeridas en viales que luego fueron colocados en el equipo. Por Gltimo, se
esper0 entre 7 a 8 minutos y se registrd los datos (absorbancia, concentracion, SD y
% RSD) que reportd el espectrofotometro. Cabe recalcar, que debido a que el equipo
registra valores muy pequefios (ppb), en algunos casos fue necesario realizar

diluciones de las muestras (Baird et al., 2017).

Adicionalmente, para la determinacién de cromo hexavalente se empled el fotometro
multiparamétrico Hanna HI 83399 y se utilizaron muestras filtradas. Como paso previo
a la medicion el equipo se calibré y ajust6 al rango y resolucién de medicion que se
detalla en el manual del fotometro HI 83399. El agua residual fue homogenizada, luego
se colocd 10 ml de esta en una de las cubetas con las que contaba el equipo. Para las
mediciones, primero se realizé la lectura como un blanco, enseguida se procedi6 a
disolver los reactivos necesarios que se indicaban en la metodologia propuesta en el
manual del equipo. Cabe mencionar que cuando las muestras no cumplian el rango de
medicion fue necesario realizar diluciones (HANNA instruments, 2021). Por tltimo,

se registro los valores obtenidos en unidades de mg/L y se los expreso en Cr (V1)
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2.2.3.4 lones no metélicos

Los iones no metélicos como el fosfato, amonio, nitrato, sulfato y cloruro se
determinaron en el Fotometro Multiparamétrico Hanna H1 83399. Previo a la medicién
el equipo tuvo que estar calibrado y ajustado al rango y resolucion de medicion que se
detalla en el manual del fotometro HI 83399 (HANNA instruments, 2021). Cabe
recalcar que se emple6 muestras previamente filtradas y refrigeradas a temperaturas
entre 3y 5°C (INEN, 2013).

En primera instancia la muestra fue agitada para que se homogenice y se esperé a que
quede libre de burbujas de aire, luego se aplicé la metodologia explicada en el manual
del equipo para las respectivas mediciones. En la que se debia colocar 10 ml de la
muestra a analizar en una de las cubetas que contenia el equipo, luego se realizé la
lectura de este como un blanco e inmediatamente se procedio a disolver los reactivos
necesarios gue se indicaba para cada ion. Cabe mencionar, que cuando las muestras no
cumplian el rango de medicion fue necesario realizar diluciones (HANNA
instruments, 2021). Por ultimo, se registro los valores obtenidos en unidades de mg/L

y se los expres6 como se indica en la Tabla 5.

Tabla 5

Rango de deteccion de iones no metélicos

lon no metalico Rango de deteccion Expresado como
Amonio 0.00a30.0 NH4*
Cloruro 0.00a20.0 CI
Fosfato 0.00a30.0 PO+
Nitrato 0.00a30.0 NOs
Sulfato 0.00 a 150 S04*

Nota. Valores del rango de deteccidn, resolucion y forma de expresion de los iones no
metalicos para la caracterizacion de aguas residuales de la planta de tratamiento de
Ambato. Fuente. (HANNA instruments, 2021).
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2.2.3.5 Sélidos
Solidos totales (ST)

En primera instancia, se pesé 9 crisoles vacios (previamente tarados en la mufla a 550
°C durante 30 minutos) en la balanza analitica Radwag. Cada crisol correspondio a tres
réplicas de agua residual recogida del sedimentador primario y reactores biolégico y
de recirculacion. A continuacion, se tomé 10 ml de cada una de las muestras, bien
homogeneizadas y se las colocd en cada crisol. Luego fueron sometidos a una
temperatura entre 103 a 105 °C durante 24 horas en la estufa (horno Binder) y una vez
que transcurrio dicho tiempo se tomo el peso. Para finalizar, se realizd una diferencia
de peso segun la ecuacion 1, donde PCMs, PC y Vm, indican el peso del crisol més la
muestra seca, el peso del crisol vacio y el volumen de la muestra, respectivamente
(Baird et al., 2017).

PCMs — PC
= (1

ST (+

L Vm

Solidos volatiles (SV)

Los crisoles obtenidos en la determinacion de ST, fueron sometidos a 550 °C durante
3 a 4 horas en la mufla Biobase y una vez que salieron se pesé las cenizas. Para
finalizar, se realiz6 una diferencia de peso segun la ecuacion 2, donde PCMs, PCZ y
Vm, indicaban el peso del crisol mas la muestra seca, el peso del crisol mas las cenizas

y el volumen de la muestra, respectivamente (Baird et al., 2017).

PCMg — PCZ

SV (9/L) = ———

(2)

Solidos suspendidos totales (SST)

Se determind los sélidos suspendidos totales de las muestras mediante una filtracion
en papeles filtro de 4.7 cm de diametro (previamente pesados) que se los coloco en el
equipo de filtrado al vacio. Entonces, se afiadié 30 ml de las muestras en el equipo, se
filtro y después, los solidos retenidos en el papel filtro se los sometio a 105 °C durante

24 horas en la estufa. Por altimo, se pesé y se hizo una diferencia de peso segun la
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ecuacion 3 para la determinacion de la cantidad de solidos suspendidos totales
presentes. Donde PFMs, PF y VVm, indican el peso del filtro mas la muestra seca, el
peso del filtro y el volumen de la muestra, respectivamente (Baird et al., 2017).

PFMg — PF

SST(g/L) = —,—

(3)

Solidos suspendidos volatiles (SSV)

Los papeles filtro con muestra seca obtenidos en la determinacion de SST fueron
colocados en crisoles vacios, previamente tarados y se los someti6 a 550 °C durante 3
a 4 horas en la mufla y una vez que transcurrid dicho tiempo se peso las cenizas. Por
ultimo, se obtuvo el valor de los SSV, mediante una diferencia de peso segun la
ecuacion 4, donde PFMs, PFZ y Vm, indicaban el peso del filtro més la muestra seca,
el peso del filtro més las cenizas y el volumen de la muestra, respectivamente (Baird
etal., 2017).

PFMg — PFZ

SST(g/L) = Vm

(4)

2.2.3.6 Demanda quimica de oxigeno (DQO)

La DQO se determind en el Fotdmetro Multiparamétrico Hanna HI 83399. Previo a la
medicion el equipo tuvo que ser calibrado y ajustado al rango y resolucion de medicion
que se detalla en el manual del equipo (HANNA instruments, 2021). Cabe recalcar
que se emplearon muestras refrigeradas a temperaturas entre 3 y 5 °C, mismas que
fueron digeridas de acuerdo con el protocolo Standard Methods Ed. 23 3030 D.

Para la digestion se coloco 2.5 ml de agua residual, 1.5 ml de solucion digestora 'y 3.5
ml de acido sulfarico en 9 tubos de vidrio y uno adicional con agua destilada en vez
de muestra (control), acumulando un volumen total de 7.5 ml en cada uno. Luego se
tapd bien los tubos, se los invirtié varias veces para que se mezcle el contenido

completamente y se los coloco durante 2 horas a 150 °C en el digestor COD Reactor
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Hi 839800 para que se digiera. Como siguiente paso, se dejo enfriar a temperatura
ambiente y se coloco los tubos en gradillas (Baird et al., 2017). Para finalizar, una vez
que las muestras fueron digeridas, se realizo las lecturas por triplicado en el fotometro

y se registro los valores obtenidos en unidades de mg/L.

2.2.3.7 Demanda bioquimica de oxigeno (DBOs)

Para realizar el analisis de la DBO se empleo el equipo OxiTop® - IDS, donde su
funcionamiento se baso en la medicion de la presion del sistema cerrado (botella de
vidrio), cuando los microorganismos presentes en las muestras consumian el oxigeno,
a la vez que producian CO2 (Xylem Analytics, 2020). Como primer paso, fue
necesario determinar la DQO con la finalidad de obtener un valor de volumen de
muestra estimado para utilizar en los experimentos de la DBO, de acuerdo con los

manuales del equipo (Tabla 6).

Una vez que se encontro el valor tedrico del volumen a utilizar, se lo colocé con la
ayuda de pipetas y micropipetas en cada botella que son parte del equipo, se afiadié el
iman agitador y la capsula de goma en la que se coloco 2 bolitas de sosa 0 NaOH
(recogen el CO> para que la presion no aumente). Finalmente se tap6 con el cabezal
medidor, se ubico las botellas en la bandeja agitadora y se incubd durante 5 dias a
20 °C (Baird et al., 2017; Xylem Analytics, 2020).

Tabla 6

Volumen teérico de muestra de acuerdo con rangos de DQO

Volumen de la muestra Rango de medicion Factor de
(ml) (DQO) multiplicacién
22,7 0 — 4000 100
43,5 0 —2000 50
97 0-800 20
164 0-400 10
250 0-200 5
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365 0-80 2
432 0-40 1

Nota. Valores del volumen tedrico que se utilizaron en el equipo OxiTop para los

analisis de DBO, de acuerdo con el rango de DQO previamente obtenido en las

muestras de agua residual. Fuente: (Baird et al., 2017; Xylem Analytics, 2020).

2.2.4 Ensayos de toxicidad microbiana

Para los ensayos de toxicidad microbiana se emplearon arseniato de sodio dibasico
heptahidratado al 99,4 % y dicromato de potasio al 99,9 %, para el caso del arsénico y
cromo hexavalente, respectivamente. Los valores con una concentracion de
microgramo por litro (ppm) utilizados se encuentran detallados en la Tabla 7. Dichos
valores, fueron considerados a partir de estudios de inhibicion o tolerancia que
mantienen los microorganismos de diferentes matrices a dichos metales (Cecen et al.,
2010; Hartmann et al., 2020; Peinado et al., 2014). Cabe recalcar que se realizé un
enriquecimiento del AR con nutrientes como cloruro de amonio, fosfato monopotasico

y glucosa, para mantener la biomasa en condiciones adecuadas.
Tabla 7

Concentraciones de metales empleados en los bioensayos de toxicidad

Ensayos Control 1 2 3 4 5 6
Arsénico V (mg/L) 0 100 1000 2000 3000 5000 10000
Cromo VI (mg/L) 0 25 50 100 200 - -

2.2.4.1 Medicién de la demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) mediante el

meétodo con el equipo de OxiTop® - IDS.

El volumen encontrado para los ensayos de DBO en el apartado 2.2.3.7, fue empleado
para los bioensayos con metales, mismo que fue de 43.5 ml. Entonces se coloco el
volumen a utilizar, con la ayuda de pipetas y micropipetas en cada botella que son
parte del equipo, se afiadi6 el iman agitador y la capsula de goma en la que se colocd

2 bolitas de sosa 0 NaOH, luego de ello se afiadid la cantidad necesaria de arseniato
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de sodio dibasico heptahidratado o de dicromato de potasio (Tabla 7), dependiendo del
analisis del metal que se realizaba. Finalmente se tapé las botellas con los cabezales
medidores, se las ubico en la bandeja agitadora y se incubd durante 5 dias a 20 °C
(Baird et al., 2017; Xylem Analytics, 2020). Cabe mencionar que, al transcurrir dicho
tiempo y retirar las muestras de la incubadora, el equipo otorgaba los valores de DBO
de cada dia (5 dias).

2.2.4.2 Determinacion de la tasa de consumo de oxigeno

A partir de las lecturas de DBO determinadas en el apartado 2.2.4.1, se procedio a
realizar las gréficas respectivas para la tasa de consumo de oxigeno de acuerdo con 6
ensayos para arsénico y 4 ensayos para cromo hexavalente. En ddénde el eje x
correspondio al tiempo en dias (dt), mientras que en el eje y se colocd los valores de
laDBO (d DBO,) en miligramos sobre litro (mg/L) obtenidos para cada concentracion
del metal (C metal). Luego, se realizo una regresion lineal en donde se obtuvo la
ecuacion de la recta para cada gréafica y la pendiente correspondio a la tasa de consumo
de oxigeno obtenidos en los ensayos de cada metal (7,0tq:), definida segin la

ecuacion 5.

_ (d DBOt) .
Tmetal = dt c metal ( )

Seguido de ello, se grafico las concentraciones de los metales (eje x), respecto a la tasa
de consumo de oxigeno de cada ensayo (eje y) y su actividad maxima de degradacion
de materia organica (AMD) determinada mediante la ecuacion 6, es decir, la tasa de
consumo de oxigeno de cada ensayo, respecto a la tasa de consumo de oxigeno del

control.

T
AMD (%) = 100 » —2etal (6)

Tcontrol

27



2.2.5 Calculos de indices de toxicidad

Los indices de toxicidad se calcularon en base a la ecuacion 7 (Hartmann et al., 2020),
donde I % correspondi6 al 20, 50 y 80 % de la reduccion de la tasa de consumo de
oxigeno de cada metal (r.¢q1), respecto a la tasa de consumo de oxigeno sin presencia
de los metales evaluados (r¢ontror). Seguido de ello, se realizo interpolaciones y
extrapolaciones, segun fuera el caso, con la finalidad de obtener las concentraciones

inhibitorias (1Czo, 1Cs0 € 1Cgo), correspondiente a cada metal.

TMetal

1(%) = (1 - ) £ 100 %)

Tcontrol

Finalmente, se realiz6 la gréfica de las concentraciones de los metales pesados que
causan dichas inhibiciones, sobre la actividad metabolica o velocidad de oxidacion
(consumo de oxigeno) de las bacterias aerobias presentes en las muestras de agua
residual de PTAR. Es decir, a que concentraciones de As (V) y Cr (VI)disminuye la
actividad a un 20, 50 y 80 %, respecto a la actividad de los ensayos control que no son
inhibidos. En donde el eje x correspondié a la concentracidn de los metales afiadidos,
mientras que en el eje y se colocd los valores obtenidos de la inhibicion, expresados

en porcentaje.
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CAPITULO 11l

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Analisis y discusion de los resultados

3.1.1 Caracterizacion de las muestras de agua residual obtenidas de tres puntos

del tratamiento secundario

En la Tabla 8 se muestran los resultados de la caracterizacion fisica y quimica de las
muestras de agua residual pertenecientes a tres puntos del tratamiento secundario de
la planta de tratamiento de aguas residuales de Ambato, mismos que son: el efluente
clarificado del sedimentador primario (RP), el licor mezcla del reactor bioldgico (RB)
y del tanque de recirculacion de biosélidos (RR). Asi mismo, se observa los limites
permisibles para su descarga al sistema de alcantarillado publico, establecidos segun

la Legislacion Ecuatoriana en la Tabla 8, del libro VI.
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Tabla 8

Resultados de la caracterizacion del agua residual proveniente de tres puntos del tratamiento secundario de la PTAR Ambato

Reactor secundario

Limites de AR

para descarga al

] Expresado Efluente clarificado Licor mezcla del Reactor de _
Parametro ) o ) _, sistema de
como: del sedimentador reactor bioldgico recirculacion de ]
) ) . alcantarillado
primario (RP) (RB) biosolidos (RR)
(Anexo 3)
Amonio mg/L NH4* 2897 + 0,18 3530 £+ 001 2530 0,03 -
Arsénico pa/L As 11,763 + 0,022 14,709 <+ 0,002 15,025 + 0,002 100 pg/L
Cadmio pg/L Cd 435 + 0,006 5474 + 0,006 3944 + 0,002 20 pg/L
Cloruro mg/L Cl- 1533 £+ 021 5533 + 0,21 3533 0,15 1000 mg/L
Conductividad puS/cm 770 + 8 645 + 1 689 + 3 500 - 1500 uS/cm
Cromo hexavalente po/L Cré* 10,67 + 0,58 1133 + 115 25,67 + 0,58 500 pg/L
Cromo Total mg/L Cr 2,169 + 0,001 16,940 <+ 0,010 26,899 = 0,015 -
DBOs mg L 243 + 15 1150 + 50 1250 + 50 250 mg/L
DQO soluble mg L 44 * 5 92 + 3 103 + 2 -
DQO total mg L 480 t 45 2298 + 47 2447 t 44 500 mg/L
Fosfato mg/L  PO+* 55 + 0,2 94 + 01 8,3 + 0,2 -
Nitrato mg/L NOs’ 5,4 + 0,1 7,0 + 01 4,8 + 0,1 -
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Reactor secundario Limites de AR

para descarga al

] Expresado Efluente clarificado Licor mezcla del Reactor de _
Parametro ) S ) ) sistema de
como: del sedimentador reactor bioldgico recirculacion de ]
) ) . alcantarillado
primario (RP) (RB) biosolidos (RR)
(Anexo 3)
Oxigeno Disuelto mg/L 02 4,20 + 001 2,48 + 0,04 3,09 + 0,02 -
pH 7,84 + 0,02 7,35 + 0,02 7,20 + 0,05 6-9
Plomo pg/L Pb 6497 + 0,01 38,75 + 001 138 £ 0,01 500 pg/L
Sélidos totales mg/L ST 503 * 35 1970 =+ 36 2320 * 50 1600 mg/L
Solidos suspendidos
mg/L SST 133 + 29 1146 + 35 1596 + 31 220 mg/L
totales
Sélidos suspendidos
. mg/L SSV 98 + 8 552 + 16 729 + 18 -
volatiles
Sélidos volatiles mg/L SV 263 + 31 887 + 40 1060 + 46 -
Sulfato mg/L  SO4* 47,3 * 0,6 42,7 + 0,6 32,7 + 0,6 400 mg/L
Temperatura °C 17,62 + 0,04 17,79 = 0,01 17,52 * 0,10 <40°C
Turbidez NTU 32 + 2 173 + 1 172 + 1 <20 NTU

Nota. Valores obtenidos en la caracterizacion del agua residual de PTAR. Cabe recalcar que dicho apartado (primer objetivo especifico), fue
obtenido en conjunto con el Sr. Jean Pierre Aliaga Guerrero, mismo que realizo la evaluacion de toxicidad de cadmio y plomo en las mismas

muestras de AR.
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Los iones no metélicos evaluados en las muestras de los tres puntos antes mencionados
(RP, RBy RR), fueron el amonio, cloruro, fosfato, nitrato y sulfato. La concentracion
de amonio fue de 28,97 + 0,18; 35,30 + 0,01 y 25,30 + 0,03 mg NH4*/L, para el efluente
clarificado del sedimentador primario, el licor mezcla del reactor biologico y del
tanque de recirculacién de biosolidos, respectivamente. A pesar de que dicho
parametro no es regulado en la legislacion ecuatoriana; Metcalf & Eddy, (2014) y
Valdez & Véazquez, (2003), en sus libros “Wastewater Engineering Treatment and
Resource Recovery” (Anexo 4) e¢ “Ingenieria de los sistemas de tratamiento y
disposicion de aguas residuales” (Anexo 5), respectivamente. Han establecido
composiciones tipicas de agua residual municipal, donde los rangos para amonio se
encuentran entre 14 a 41 mg NH.*/L (Metcalf & Eddy, 2014) y 12 a 50 mg NH4*/L
(Valdez & Véazquez, 2003). Por lo tanto, los valores determinados se encuentran en

los rangos establecidos y no demostrarian un problema para el tratamiento del efluente.

Las concentraciones de cloruro para los tres puntos (RP, RB y RR), fueron de 15,33 £
0,21; 55,33 + 0,21 y 35,33 + 0,2 mg CI*Y/L, respectivamente. Encontrandose en el
limite permisible (1000 mg/L) regulado en la Tabla 8 de TULSMA e incluso se halla
dentro del rango (39 a 118 mg CI'Y/L y 30 a 100 mg CIY/L) establecido por Metcalf
& Eddy, (2014) y Valdez & Vazquez, (2003), respectivamente. De tal forma que no
afecta al curso de depuracion del agua residual y al contrario lo beneficia, puesto que
altas cantidades de este ion podrian causar toxicidad microbiana, ya que, los
microorganismos no toleran ambientes con altas concentraciones de salinidad y
disminuirian su capacidad de degradacién; ademas que podrian ocasionar corrosion,
afectando las aplicaciones finales de la reutilizacion de las aguas tratadas (Metcalf &
Eddy, 2014).

Los valores de las concentraciones para fosfato fueron 5,5 + 0,2 mg PO+*/L (RP),
9,4+0,1 mg PO+ /L (RB)y 8,3+0,2 mg PO+7/L (RR). Este ion no es regulado en la
legislacion ecuatoriana, pero de acuerdo con el intervalo (3 a 10 mg PO+#7/L)
establecido por Valdez & Vazquez, (2003), las muestras se encuentran dentro del
rango. Sin embargo, la concentracion del licor mezcla del reactor bioldgico se acerca
mucho al valor maximo. Esto se puede deber a que el tratamiento secundario solo
puede eliminar entre 1 a 2 mg PO+*7/L, debido a que no suele ocurrir hidrélisis acida

y digestion que convierte el fosfato condensado y organico en ortofosfato. No obstante,

32



es necesario el uso de agentes precipitantes quimicos (calcio, aluminio, hierro) para

eliminarlo y asi prevenir o reducir la eutrofizacion (Carrillo et al., 2020; Gray, 2005).

Las concentraciones de nitrato fueron 5,4 + 0,1 mg NO3’/L para el RP; 7,0 £ 0,1 mg
NOs/L para el RBy 4,8 + 0,1 mg NOs/L para el RR. A pesar de que la legislacion
ecuatoriana no regula este parametro, los autores antes mencionados consideran la
ausencia (0 mg NOgz7/L) de este ion en el andlisis tipico de agua residual municipal. De
tal forma que ninguna de las muestras analizadas cumple dicho parametro. Las razones
para la presencia de este ion se pueden deber al uso de agentes de limpieza o por el
proceso de nitrificacion que consiste en la oxidacion biolégica del ion amonio con
oxigeno para obtener nitrito mediante bacterias Nitrosomonas y Nitrosococcus,
seguido de otra oxidacién para obtener nitrato por la presencia de Nitrobacter (Metcalf
& Eddy, 2014). Para la supresion de la nitrificacion podria afiadirse sustancias
quimicas como azul de metileno, tiourea, pues estos compuestos inhiben el

crecimiento de Nitrosomas y Nitrobacter (Ramalho, 2009).

En el caso de sulfato las concentraciones fueron de 47,3 +0,6; 42,7 0,6 y 32,7 £ 0,6
mg SO/%/L, para el RP, RB y RR, respectivamente. Encontrandose en el limite
permisible regulado por el TULSMA, mismo que es de 400 mg SOs*/L.
Adicionalmente, seguin el rango 24 a 72 mg SO4%/L establecido por Metcalf & Eddy,
(2014), los valores obtenidos si cumplen y, por lo tanto, se puede mencionar que dicho
parametro no afecta al tratamiento de depuracion. Por el contrario, si se encontrara en
niveles superiores, contribuiria a la salinidad del agua, conductividad y sélidos
disueltos, parametros de calidad que si se encuentran regulados en la normativa.
Ademas, que podria convertirse en sulfuro mediante bacterias reductoras de sulfato,
sustancia que resulta ser mas toxica, corrosiva y maloliente (Zhou et al., 2018).

Las concentraciones obtenidas de los metales pesados evaluados fueron, para el caso
de arsénico de: 11,763 + 0,02 pg As/L (RP), 14,709 £ 0,002 ug As/L (RB) y 15,025 +
0,002 ng As/L (RR); para cadmio fueron de: 4,354 + 0,006 ug Cd/L (RP), 5,474 £
0,006 ug Cd/L (RB) y 3,944 £ 0,002 pg Cd/L (RR); para cromo hexavalente fueron
de: 10,67 + 0,58 ug Cré*/L (RP), 11,33 + 1,15 pg Crb*/L (RB) y 25,67 + 0,58 pg Cré*/L
(RR); y para plomo fueron de: 64,97 + 0,01 pg Pb/L (RP), 38,75 £ 0,01 ug Pb/L (RB)
y 13,85 + 0,01 pg Pb/L (RR). Dichos valores, se encuentran en los limites permisibles
(100 pg As/L; 20 pg Cd/L; 500 pg Cré*/L y 500 pg Pb/L, para el arsénico, cadmio,
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cromo hexavalente y plomo, respectivamente), regulados en la normativa ecuatoriana
TULSMA. Por el contrario, las concentraciones obtenidas para cromo total fueron de:
2,169 £ 0,001 mg Cr/L (RP); 16,940 £+ 0,010 mg Cr/L (RB) y 26,899 + 0,015 mg Cr/L
(RR). Dicho metal a pesar de que no es regulado en la legislacion no se encuentra
dentro de los rangos establecidos en la concentracién tipica (0,01 mg/L) establecido
por Metcalf & Eddy, (2014) en aguas residuales. Por lo tanto, podria afectar el curso
normal del tratamiento secundario, ya que, resulta toxico para los microorganismos
que ayudan en el proceso. Ademas, su procedencia se podria deber al agua residual
receptada de curtiembres, resultado de que los sistemas colectores de la ciudad no
suelen posibilitar la separacion de AR urbana e industrial (Prasad et al., 2021).

Por otro lado, la conductividad con valores de: 770 £ 8 uS/cm (RP), 645 + 1 uS/cm
(RB) y 689 + 3 uS/cm (RR), encontrandose dentro del limite permisible de la
normativa (500 — 1500 uS/cm) para aguas residuales. Por lo tanto, al ser un pardmetro
que refleja la capacidad de conduccion de energia eléctrica en el agua, se encuentra
directamente relacionada con la cantidad de solidos. Para este ultimo parametro, se
obtuvieron, en el caso de solidos totales valores de: 503 + 35 mg/L (RP), 1970 * 36
mg/L (RB)y 2320 + 50 mg/L (RR). En el caso de la muestra del sedimentador primario
si cumple con el limite de la normativa (1600 mg/L), mientras que el reactor bioldgico
y de recirculacion no se encuentran dentro del rango segun la legislacion (TULSMA,
2017). Esto se atribuye a que, las muestras son de los tanques del tratamiento

secundario y mantienen contacto directo con los lodos activados.

Se observa la misma tendencia con los parametros de sélidos suspendidos totales, en
el que se obtuvo valores de: 133 + 29 mg/L (RP), 1146 + 35 mg/L (RB) y 1596 + 31
mg/L (RR) y el limite permisible establecido en la normativa es de 220 mg/L, de tal
forma que el efluente clarificado del sedimentador primario si se encuentran dentro del
rango, en tanto que, el licor mezcla del reactor bioldgico y el tanque de recirculacion
de biosélidos superan el limite (TULSMA, 2017). En los sélidos volatiles se
obtuvieron valores de: 263 = 31 mg/L (RP), 887 + 40 mg/L (RB) y 1060 + 46 mg/L
(RR) y en los sélidos suspendidos volatiles valores de: 98 + 8 mg/L (RP), 552 + 16
mg/L (RB) y 729 £+ 18 mg/L (RR). A pesar de que estos dos ultimos parametros no se
encuentren regulados en la normativa ecuatoriana. En el libro de Metcalf & Eddy,
(2014), se han establecido rangos de: 150 a 449 mg/L y 101 a 304 mg/L, para SV y
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SSV, respectivamente. Mismos que mantienen la tendencia de ST y SST, y puesto que
en los tanques se encuentra tanto sélidos inertes como microorganismos (biomasa),
resulta l6gico que los niveles sean superiores en los puntos del licor mezcla del reactor

bioldgico y tanque de recirculacion de biosolidos.

Laturbidez al ser una caracteristica Optica que describe la claridad u opacidad del agua,
relacionada con la pérdida de trasparencia por el efecto de material coloidal y
particulas en suspension. Mantuvo un valor menor para el efluente clarificado del
sedimentador primario (32 £ 2 NTU), mientras que en el caso del licor mezcla del
reactor bioldgico (173 £ 1 NTU) y el tanque de recirculacién de biosélidos (172 + 1
NTU) fueron mayores. A pesar de que ninguno de los tres puntos se encuentra dentro
del limite permisible (< 20 NTU) (TULSMA, 2017). En estos dos ultimos puntos, los
valores medidos resultaron mayores con factores de 8.7 (RB) y 8.6 (RR) de
discrepancia respecto a la legislacion, mientras que para el RP el factor fue de 1.6. Esto
se debe al manejo directo de los lodos activados gue se encuentran en circulacion. Asi
mismo se corrobora con los rangos tipicos de aguas residuales municipales
establecidos por Metcalf & Eddy, (2014), donde dichos valores se encuentran entre 1
al5 NTU.

En la determinacion de pH se obtuvo valores de: 7,84 + 0,02 (RP), 7,35 £ 0,02 (RB) y
7,20 £ 0,05 (RR), mismos que se encuentran dentro del rango (6 — 9), establecido en
la Tabla 8, del libro VI de la legislaciéon ecuatoriana. Asi mismo, la temperatura
determinada en los tres puntos fue de: 17,62 + 0,04 °C (RP), 17,79 £ 0,01 °C (RB) y
17,52 £ 0,10 °C (RR), encontrandose dentro del limite permisible (< 40 °C) reportado
en el TULSMA vy representando valores potenciales para un proceso de desinfeccion
con cloro. Pues Metcalf & Eddy, (2014), aluden que 7.5y 20 °C, son valores éptimos,
ya que, en el caso de la temperatura si fuera 10 °C mayor traeria consigo un incremento

de 2 a 2.5 veces en el coeficiente de letalidad de microorganismos beneficiosos.

Mientras que, los valores de oxigeno disuelto que resulta de la union del agua con el
aire y que depende de la presién atmosférica y de la temperatura, fueron de: 4,20 +
0,01 mg O2/L (RP), 2,48 + 0,04 mg O2/L (RB) y 3,09 + 0,02 mg O2/L (RR). Si bien
dicho parametro no se regula en la legislacion, se menciona que la concentracion
minima de OD en un tanque bioldgico debe encontrarse entre 1 a 2 mg O2/L. No

obstante, en algunos casos que se mantiene sistemas con nitrificacion, puede variar
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entre 2 a 4 mg O2/L. Mientras que valores mas altos que 4 mg Oy/L podrian mejorar
minimamente el rendimiento, pero aumentaria significativamente los costos operativos
y podria provocar el crecimiento de microorganismos espumosos (Buitron et al.,
2018; Metcalf & Eddy, 2014). En base a lo establecido por los autores, se puede
evidenciar que en la planta se estd otorgando a los reactores una concentracion
suficiente de oxigeno que potencia la nitrificacion, pero que incrementa sus costos de

operacion.

Los valores de DBOs obtenidos fueron de: 243 + 15 (RP), 1150 + 50 mg/L (RB) y
1250 + 50 (RR). Segun la normativa establece como limite permisible 250 mg/L. Por
lo tanto, el efluente clarificado del sedimentador primario no supera el valor
establecido, mientras que el licor mezcla del reactor bioldgico y la muestra del reactor
de recirculacion de biosolidos si superan dicho limite. Por otro lado, los valores de
DQO total fueron de: 480 = 45 mg/L (RP), 2298 + 47 mg/L (RB) y 2447 + 44 mg/L
(RR), siguiendo la misma tendencia que las mediciones de DQO, el efluente
clarificado no supera el limite permisible de 500 mg/L estipulado en la normativa,

mientras los otros dos puntos, lo superan (TULSMA, 2017).

De acuerdo con lo que establecen Metcalf & Eddy, (2014) en su libro de composicion
tipica de aguas residuales domésticas, las medidas del RP demuestran un rango medio
de contaminacion con valores de 200 mg/L y 508 mg/L, para DBOs y DQO,
respetivamente. En tanto que, el RB y el RR, indican una excesiva contaminacion,
pues los valores maximos sefialados por los autores son de 400 mg/L (DBOs) y 1016
mg/L (DQO). La razén por la que superan los valores de la normativa en el caso de la
DBO:s en estos dos Gltimos puntos se puede deber a que las muestras de agua residual
al mezclarse con lodos activados, contiene una gran cantidad de materia organica para
que los microorganismos (especialmente bacterias aerdbicas) lo tomen como alimento
y lo degraden, incrementando su biomasa a medida que consumen el oxigeno
(Jaramillo, 2014). Mientras que la DQO es por lo general mayor que la DBO debido
a que muchos compuestos que pueden oxidarse quimicamente no pueden serlo
bioldgicamente (Rahman & Singh, 2019).

Finalmente, la DQO, puede ser soluble (sDQO) o particulada (pDQO) y a su vez, estas
pueden ser biodegradable (bDQO) o no biodegradable (nbDQO). En este estudio se

realizd un analisis general de DQO soluble, obteniéndose valores de: 44 + 5 mg/L
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(RP), 92 £ 3 mg/L (RB) y 103 + 2 mg/L (RR). Si bien no se conoce a ciencia cierta los
porcentajes del tipo de DQO que se encuentran en el agua analizada, se sabe que en el
caso de la sDQO y bDQO van a ser facilmente biodegradables, debido a que esta
mantiene en su composicion moléculas simples que son capaces de atravesar la pared
celular bacteriana sin dificultad (Rout et al., 2021; Zhang et al., 2021).

Mientras que la ppbDQO es dificilmente biodegradable, pues no se puede eliminar solo
con el tratamiento bioldgico, si no que, al poseer moléculas grandes y complejas, que
se encuentran atrapadas o adsorbidas en la masa del lodo, se necesita de enzimas
extracelulares que ejecuten un proceso de hidrdlisis para convertirlas en moléculas mas
sencillas, antes de entrar a través la pared celular y ser empleadas en el metabolismo
bacteriano (Singh et al., 2019). Adicionalmente, en algunos estudios la sbhDQO se
emplea para la formulacion de expresiones cinéticas, ya que, permite determinar el
destino de compuestos organicos biodegradables, al relacionarse con la estequiometria

del sustrato oxidado en el crecimiento celular (Metcalf & Eddy, 2014).
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3.1.2 Tasa de consumo de oxigeno en funcion de la adicion de arsénico y cromo

hexavalente a distintas concentraciones

En las Figuras 2 y 3, se observa la tasa de consumo de oxigeno por las bacterias
aerdbicas presentes en el AR del licor mixto del tratamiento secundario. Donde se
afiadio diferentes concentraciones de arsénico y cromo hexavalente, a un tiempo de

incubacion de 5 dias y se normalizaron respecto al control.
3.1.2.1 Tasa de consumo de oxigeno con arsenico

Figura 2

Tasa de consumo de oxigeno en funcion de distintas concentraciones de As (V)
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Nota. Mediante el analisis respirométrico de DBOs se obtuvo la tasa de consumo de
oxigeno por las bacterias aerébicas presentes en el licor del reactor biolégico, en
funcién de diferentes concentraciones de arsénico. Donde dicha tasa de consumo baj6
de 277 a 152 mg OJ/L*dia, para un rango de concentracién entre O (control) a
10 000 mg As/L.
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Segun la Figura 2, se hace evidente la disminucion de la tasa de consumo de oxigeno
a medida que aumentan las concentraciones de arsenico. En el control, debido a la
ausencia del metal, la DBO obtenida fue alta, de tal forma, la tasa de consumo de
oxigeno por los microorganismos presentes en el agua residual evaluada fue superior
(277 mg O2/L*dia), por lo tanto, su actividad maxima de degradacion de materia
orgénica (AMD) fue del 100 %. Mientras que, en los ensayos, se observa que cuando
se incrementan las concentraciones, las tasas de consumo de oxigeno disminuyen,
debido a la toxicidad que causa el arsénico, suprimiendo las actividades maximas de
degradacion, asi como el metabolismo celular en los microorganismos degradadores
de materia organica. Por ejemplo, para el ensayo de 3000 mg As/L la tasa fue de 185
mg O./L*dia (67 % AMD) y en el ensayo de 5000 mg As/L, disminuy6 a 179 mg
O2/L*dia (65 % AMD).

La tasa de consumo de oxigeno permite evidenciar la actividad maxima de degradacion
que se genera en el agua residual. A pesar de que las concentraciones de arsénico que
se consideraron en los ensayos fueron altas, se mantuvo la tendencia de que a una
mayor concentracion del metal puede interferir en las actividades enzimaticas y, por
lo tanto, provocar una inhibicién metabdlica e incluso la muerte celular (Du et al.,
2019). Sin embargo, la baja inhibicidn que se observa con el arsénico se puede deber
a que la toxicidad de la forma pentavalente (arseniato) empleado en la evaluacion es
menos tdxico que su forma trivalente (arsenito) (De Francisco et al., 2021; Wei et al.,
2019). De acuerdo a varios estudios, se reporta que el As (I11) es hasta 60 veces mas
toxico que el As (V) y 100 veces mas que otras especies arsenicales metiladas,
siguiendo el siguiente orden: As (lll) inorganico > As (lll) organico > As (V)
inorganico > As (V) organico (Flora, 2015; Irshad et al., 2021; Rahman & Singh,
2019).

El As (111) es méas inestable y nocivo, ya que, sus compuestos pueden formar derivados
piramidales con un par de electrones no compartidos, permitiendo constituir complejos
con metales de transicion (hierro, cobre, plata). Ademas, se enlaza de forma mas rapida
a grupos sulfihifrilo (tioles), inhibiendo las actividades enzimaticas del organismo
(Flora, 2015). Mientras que, los compuestos de As (V) a pesar de que pueden
contribuir a su estabilidad en la naturaleza al no tener electrones no compartidos

(Irshad et al., 2021). Al poseer un anion con estructura similar al ion fosfato
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(tetraédrica), puede generar un éster inestable (arseniato-fosfato) que se hidroliza
rdpidamente y debido a esta arsendlisis de ATP provoca un desacoplamiento de la
fosforilacion oxidativa, asi como el agotamiento de las reservas de ATP, generando
toxicidad (Flora, 2018; Marlborough & Wilson, 2015).

Sin embargo, autores mencionan que ciertos microorganismos han evolucionado, de
tal forma que pueden resistir concentraciones moderadas, altas e incluso pueden
adquirir energia a través de la respiracion de As (V) (De Francisco et al., 2021).
Ademas de combatir su toxicidad a través de mecanismos de defensa como la
adsorcion en las paredes celulares microbianas para poder eliminar el arsénico, donde
el metaloide ingresa a la célula bacteriana, sufre modificaciones bioquimicas por el
contacto intracelular, es metilado, desmetilado y reducido, ya sea para desintoxicar o
proveer energia al sistema (Altowayti et al., 2022). Por lo tanto, los microorganismos
juegan un papel importante en los genes que codifican para enzimas que se encuentran
implicadas en su crecimiento o en las trasformaciones para adquirir resistencia a

arsénico o inclusive para el reciclaje de dicho metaloide (Mazumder et al., 2020).

Por ejemplo, Biswas & Sarkar, (2019) en su estudio de la caracterizacion de bacterias
oxidantes de arsénico, aislaron dos bacterias grampositivas (Bacillus sp. BAs1, BAs2),
capaces de resistir concentraciones de 70 mM (5244,4 mg/L) y 1000 mM
(74920 mg/L) de arsenito y arseniato, respectivamente. Asi mismo, Marwa et al.,
(2019), reportaron en su estudio que Bacillus flexus y Acinetobacter junii pudieron
crecer a 150 mmol/L (11238 mg/L) de As (V) y 70 mmol/L (5244.4 mg/L) de As (l11).
Adicionalmente, Biswas et al., (2019) en su investigacion de la oxidacién de arsenito
por Delfia spp quimiolitotrofica facultativa, determind que esta toleraba
concentraciones de arsénico de 70 mM para As (111) y 1000 mM para As (V).
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3.1.2.2 Tasa de consumo de oxigeno con cromo hexavalente
Figura 3

Tasa de consumo de oxigeno en funcién de distintas concentraciones de Cr (VI)
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Nota. Mediante el analisis respirométrico de DBOs se obtuvo la tasa de consumo de
oxigeno por las bacterias aerdbicas presentes en el licor del reactor bioldgico, en
funcién de diferentes concentraciones de cromo hexavalente. Donde dicha tasa de
consumo fue de 288, 177, 149, 125 y 68 mg O/L*dia, para 0 (control), 25, 50, 100, y

200 mg Cr/L, respectivamente.

En la Figura 3, se observa que la tasa de consumo de oxigeno disminuye a medida que
incrementan las concentraciones de cromo hexavalente. En el control, debido a que no
se afadio el metal estudiado, la DBO resulté mayor a comparacion de los ensayos, por
lo que, la tasa de consumo de oxigeno por los microorganismos presentes en el agua
residual fue més alta (288 mg O/L*dia) y se podria decir que la AMD es del 100 %.
Mientras que, en los ensayos, se observa que cuando se incrementan las
concentraciones, las tasas de consumo de oxigeno disminuyen, pues esto se debe a la

toxicidad que mantiene el cromo hexavalente en los microorganismos degradadores
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de materia orgénica. Por ejemplo, para el ensayo de 50 mg Cr/L, la tasa fue de
149 mg Oz/L*dia (52 % AMD) y en el ensayo de 100 mg Cr/L, se redujo a
125 mg O/L*dia (43 % AMD).

Las concentraciones de cromo para la evaluacion de la tasa de consumo de oxigeno,
en comparacion con las de arsénico, resultan relativamente menores, ya que, el Cr (V1)
es mas toxico que As (V), debido a su mayor solubilidad, movilidad y por su facil
transporte por las membranas celulares, causando dafio en las moléculas biologicas
(Lal et al., 2020). La alta inhibicién del Cr (V1), también se puede deber a que esta
forma de cromo es aproximadamente 100 veces mas toxica que la forma trivalente
Cr (I1) (Rahman & Singh, 2019). Ademas, se conoce que en los microorganismos el
Cr (V1) tiende a reaccionar con un agente reductor biologico (acido ascorbico, tiol),
produciendo radicales hidroxilos, iones de perdxido de hidrégeno, superdxidos (O2),
que provocan dafio de proteinas intracelulares y acidos nucleicos, inhibicién de
crecimiento celular y estrés oxidativo intracelular, a medida que aumentan sus

concentraciones (Tang et al., 2021).

Debido a la respuesta inmediata que proveen ciertas enzimas antioxidantes
(peroxidasa, superoxido dismutasa, catalasa, ascorbato peroxidasa, glutation
reductasa, etc.) los microorganismos son capaces de crecer en ambientes que contienen
Cr (V1) (Su et al., 2018). No obstante, cuando se encuentran altas concentraciones de
dicho metal, tenderan a inhibir su actividad metabdlica perturbando el equilibrio
oxidativo (Batool et al., 2017; Tang et al., 2021). En un estudio de acerca de los
efectos agudos que mantiene el Cr (VI) sobre el rendimiento y la comunidad
microbiana de lodos activados, bajo concentraciones evaluadas entre 2.5, 6 y 25 mg/L,
las tasas especificas de consumo de oxigeno (SOUR) fueron del 73, 68 y 31 %,
respectivamente, haciéndose evidente la tendencia de disminucién de consumo de
oxigeno cuando aumentan las concentraciones, de manera similar al presente estudio
(Zheng et al., 2018).
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3.1.3 Indices de toxicidad que mantiene el arsénico y cromo hexavalente
3.1.3.1 Calculos de concentraciones de inhibicion de arsénico y cromo hexavalente

En la Tabla 9 se observa las concentraciones de arsénico y cromo hexavalente para
producir una inhibicion del 20, 50 y 80 % de la actividad metabdlica y crecimiento de
los microorganismos, respecto a los ensayos control (sin presencia de metales
pesados). Dichas concentraciones fueron calculadas en base a las pendientes de las
curvas de tasa de consumo de oxigeno de cada metal expresadas en mg O2/L*dia y se
normalizé respecto al control, mediante la ecuacién de inhibicion (7) (véase el

apartado 2.2.5) y sus respectivas interpolacion o extrapolacion.
Tabla 9

Inhibicion (20, 50 y 80 %) que mantiene el arsénico y cromo hexavalente

As (V) (mg As/L) Cr (VI) (mg Cr/L)
IC20 1000 13
1Cs0 12556 60
1Cs0 28055 218

Nota. La concentracion obtenida para inhibir la actividad metabdlica y crecimiento
microbiano en un 20 % fue de 1000 mg As/L y 13 mg Cr/L, el ICso fue de 12556 mg
As/L 'y 60 mg Cr/L, y el ICgo fue de 28055 mg As/L y 218 mg Cr/L. El primer valor

mencionado corresponde a arsénico, mientras que el segundo es de cromo hexavalente.

La inhibicion del 20 %, 50 % y 80 % de la actividad metabdlica y de crecimiento
microbiano en una muestra de AR, obtenida del licor mixto correspondiente al reactor
del tratamiento secundario, fue evaluada en base a distintas concentraciones de As (V)
y Cr (VI). En donde se observo que, en todos los casos para que se den dichas
inhibiciones, el arsénico necesitd concentraciones mas elevadas a diferencia que el
cromo hexavalente (Tabla 9). En base a dichos resultados, se puede mencionar que el
Cr (VI) es mas toxico que el As (V). Diaconu et al., (2020) en su estudio determiné
que Cd (1) resulta més toxico en comparacion a Cr (VI), pues a una concentracion

aproximada de 150 mg/L, cadmio gener6 una inhibicion del 93 % en el crecimiento de
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todas las especies evaluadas, mientras que en presencia de cromo aln se veia

crecimiento.

En una evaluacion de la inhibicion que provocan diferentes metales como Cd (I1), Cu
(1IN, Cr (V1) y Ni (1) se observé que el grado relativo de inhibicion méxima para AR
provenientes de dos plantas de tratamiento se encuentran en el siguiente orden: Cr (V1)
> Cu (1) > Cd (1) > Ni (II) para Ostrava, y Cr (V1) > Cd (I1) > Cu (1) > Ni (II) para
Hermanice, evidenciando que, en todos los casos, la inhibicion de cromo hexavalente
es mayor que el resto de metales evaluados (Hartmann et al., 2020). Al evaluar los
metales As (V), Co (Il), Cu (lI), Cr (VI), Fe (I1), Hg (1) y Ni (lI), se obtuvo
concentraciones de inhibicion al 50 %, que mantuvo el siguiente orden: Co (II) > Hg
(II) > Cr (VI) = Cu (II) > Ni (II) > Fe (II) > As (V), dicho orden concuerda con los
resultados obtenidos en el presente estudio para As (V) y Cr (V1) (Ouertani et al.,
2020).

En el estudio acerca del efecto que mantienen el Cr (111), Pb (1), Ni (1), Hg (I1) y Zn
(1), la toxicidad de los metales sigue el orden: Hg (11) > Zn (11) > Cr (111) > Pb (I1) >
Ni (I1), donde el cromo trivalente mantiene una concentracion de 82.50 mg/L para
causar una inhibicion del 50 %. En contraste con los resultados planteados en este
estudio la concentracion de ICso para Cr (V1) fue de 60 mg Cr/L, corroborando a lo
que se menciona en bibliografia, es decir, que la forma trivalente del cromo es menos

toxica que su forma hexavalente (Lal et al., 2020).

Hartmann et al., (2020), indican que las sustancias quimicas téxicas como los metales
pesados Cr, As, Cu, Cd, Ni, Pb, Hg, etc. presentes en el agua residual, pueden penetrar
en las bacterias, inhibiendo una o mas enzimas que se encuentran implicadas en el
catabolismo o anabolismo. Asi pues, si se perturban las reacciones catabolicas de la
respiracion, disminuye la tasa de respiracion, la produccién de energia y, por lo tanto,
su tasa de crecimiento (Ouertani et al., 2020). Por el contrario, si se afectan las vias
anabdlicas de biosintesis, disminuye su tasa de crecimiento y como consecuencia se
reduce su tasa de respiracidn y consumo energético, debido a que ya no hay necesidad.
Consecuentemente, se demuestra que, si hay una sustancia toxica, producira una
inhibicidn, tanto en la tasa de respiracion, como en la de biodegradacion (Mood et al.,
2021).
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3.1.3.2 Efecto inhibitorio de arsénico

En las Figuras 4 y 5 se observan las curvas de las concentraciones de arsénico y cromo
hexavalente que causan inhibicion de la actividad metabdlica y el crecimiento de las
bacterias aerobicas presentes en el AR del licor mixto del tratamiento secundario, a un

tiempo de incubacion de 5 dias.
Figura 4

Efecto inhibitorio en funcion de distintas concentraciones de As (V)
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Nota. Mediante los bioensayos de toxicidad se obtuvo la inhibicion que mantiene el
arsénico en las bacterias aerdbicas presentes en el licor del reactor biol6gico. Donde
dichas inhibiciones se incrementaron desde 0 hasta el 80 % para concentraciones entre
0 (control) a 28055 mg As/L. Cabe recalcar que en la gréfica se encuentran incluidos
los valores de la concentracion de inhibicion del 20, 50 y 80 %, determinados en el
apartado 3.1.3.1.

Como se observa en la Figura 4, se hace evidente que el efecto de inhibicion reduce la
actividad metabdlica de las bacterias presentes en el AR a medida que aumentan las
concentraciones de arsénico. En el control debido a la ausencia del metal, no hay

inhibicion, lo que demuestra que la actividad metabolica se mantiene. Mientras que,
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en los ensayos, a una concentracion de 1000 mg As/L se ha obtenido el 20 % de
inhibicion, para 2000 mg As/L se ha llegado a un valor de 26 % de inhibicion, en el
ensayo de 10000 mg As/L se ha conseguido 45 %, es decir, un aproximado del 1Csy,
que corresponde al 50 % de inhibicion (12556 mg As/L). Por ultimo, se observa la

concentracion correspondiente al 1Cgo (Tabla 9) con un 80 % de inhibicidn.

Aunque el arsénico ha representado una amenaza en los Gltimos afios, por encontrarse
en fuentes de agua de consumo humano y agua subterranea (Bundschuh et al., 2021;
Pratush etal., 2018; Ran et al., 2021). No existe mucha informacién publicada acerca
de los efectos inhibitorios que provoca en poblaciones microbianas presentes en los
lodos activados que sirven para el tratamiento secundario de una PTAR (Shahid et al.,
2021; Yadav et al., 2021). Sin embargo, en un estudio acerca de la identificacion de
bacterias nativas resistentes al arsénico como alternativa de biorremediacion, se estimo
la concentracion inhibitoria minima (CMI) que provoca el As (111) y As (V), a partir
de ensayos con concentraciones entre 100 y 1000 mg/L. Donde los autores mencionan
que se ve una CIM de 800 mg/L para As (I11) y 900 mg/L As (V), en la mayoria de sus
cepas estudiadas (Bacillus cereus, Bacillus subtilis, Bacillus thuringiensis,
Lysinibacillus macroides y Micrococcus luteus) (Hamood et al., (2020).

En otro estudio de aislamiento e identificacion de cepas bacterianas nativas resistentes
a arsénico en recursos hidricos, realizada por Jebelli et al., (2018), determinaron que
las concentraciones méximas inhibitorias que toleran dichos microorganismos rondan
los 20280 mg/L para As (V) y 3250 mg/L para As (Il1). Considerando que en el
presente estudio se determind la concentracion inhibitoria (28055 mg As/L, véase la
Tabla 9) de As (V) que provoca una inhibicién del 80 % de la actividad metabdlica de
los microorganismos (Anexo 8). Se puede mencionar que los 900 mg/L determinados
por Hamood et al., (2020), se encuentra entre el 10 al 20 % de inhibicién que provoca
el As, mientras que la determinacion de Jebelli et al., (2018), se aproxima al 80 % de
inhibicién. Ademas, mencionan que dichas bacterias son tolerantes al elemento,
debido a la bioacumulacion de biomasa y las reacciones de reduccion de
As (V) a As (111), también indican que los microorganismos grampositivos suelen ser
mas resistentes a arsénico que los gramnegativos (Hamood et al., 2020; Jebelli et al.,
2018).
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Por otro lado, en el presente estudio, se determind que la PTAR Ambato, cumple con
la concentracién de arsénico establecido en la legislacion. Buitron et al., (2018);
Metcalf & Eddy, (2014), aluden que las concentraciones de dicho metaloide pueden
ser fluctuantes, especificamente en los lodos activados, debido a que estos se quedan
en el sistema de tratamiento durante unos 10 a 15 dias, por lo que podrian
bioacumularse de forma paulatina. Sin embargo, las concentraciones del metal
evaluado en las muestras de AR del reactor biologico de esta planta fueron elevadas

(100 a 10000 mg As/L) y no presentaron una inhibicion drastica.

Por lo que, se puede decir que el arsénico no seria un contaminante amenazante en el
tratamiento del agua residual, pues los microorganismos a concentraciones
relativamente pequefias como las caracterizadas en las muestras (11,763 + 0,02 pg
As/L (RP), 14,709 + 0,002 pg As/L (RB) y 15,025 + 0,002 ug As/L (RR)), no
mantendrian un efecto de inhibicion en su crecimiento, ni actividad metabolica.
Tampoco seria una problematica dicho metaloide en la descarga del agua tratada en
sistemas de agua dulce como el rio Ambato, debido a que cumpliria con los niveles
permisibles establecidos en la legislacion. Y al contrario, se podria considerar a la
comunidad microbiana que participa en el tratamiento secundario de la planta como
una alternativa de biorremediacion en matrices con altos porcentajes de arsénico, por
su alta tolerancia, similar a los estudios establecidos por Hamood et al., (2020) y
Jebelli et al., (2018).
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3.1.3.3 Efecto inhibitorio de cromo hexavalente

Figura 5

Efecto inhibitorio en funcion de distintas concentraciones de Cr (V1)
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Nota. Mediante los bioensayos de toxicidad se obtuvo la inhibicion que mantiene el
cromo hexavalente en las bacterias aerdbicas presentes en el licor del reactor bioldgico.
Donde dichas inhibiciones fueron del 0, 20, 39, 48, 50, 57, 77 y 80 % para 0 (control),
13, 25, 50, 60, 100, 200 y 218 mg As/L, respectivamente. Cabe recalcar que en la
gréfica se encuentran incluidos los valores de la concentracion de inhibicion del 20,

50 y 80 %, determinados en el apartado 3.1.3.1.

En la Figura 5, se observa el efecto de inhibicion que mantiene el Cr (VI) en una
muestra de agua residual, haciendo evidente la reduccion de la actividad metabdlica
de las bacterias presentes cuando se aumentan las concentraciones del metal. En el
control debido a la ausencia de Cr (VI), no se observa inhibicion, por lo que la
actividad metabdlica se mantiene. Mientras que, en los ensayos, a una concentracion
de 13 mg Cr/L (valor teorico) se ha obtenido el 20 % de inhibicion, seguido de 50 mg

Cr/L, concentracion con la que se ha llegado a un valor del 48 %, es decir, un
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aproximado del ICsg, que corresponde a 50 % de inhibicion (60 mg Cr/L, valor
tedrico). A una concentracion de 100 mg/L la inhibicion fue de 57 %y, por Gltimo, se

observa la concentracion correspondiente al 1Cgo (Tabla 9) con un 80 % de inhibicion.

En un estudio acerca de la determinacion de especies de bacterias aisladas de aguas
residuales provenientes de una curtiduria que promueven el crecimiento de plantas y
desintoxican el cromo, se encontraron valores de concentracion de ICso de 676 mg/L
y concentracion de inhibicion maxima de aproximadamente 2500 mg/L. Si bien dichos
datos mantienen la tendencia de a mayor concentracion mayor inhibicién (Ouertani
etal., 2020). Se debe mencionar, que los resultados obtenidos por los distintos autores
pueden diferir de manera considerable, debido a que los microorganismos presentes
en cada muestra de licor mixto no son precisamente los mismos, ademas que influye
otras variables como la concentracion de microorganismos, el oxigeno disuelto, la
temperatura, la aclimatacion, la edad de las muestras, el tiempo de exposiciéon, la
disponibilidad de materia organica, el pH, etc (Aguilar et al., 2020; Hartmann et al.,
2020; Lember et al., 2018).

Asi mismo, en un estudio acerca de la caracterizacion de la toxicidad de metales
pesados, se menciona que la concentracion de Cr (VI) que mantiene un porcentaje
mayor al 50 % de inhibicion en el crecimiento de biomasa, ronda los 90 mg/L. Mientras
que para un 93 % de inhibicion sus concentraciones son superiores a 200 mg/L. Los
autores atribuyen dicha inhibicion a que la actividad de la deshidrogenasa y catalasa
se inhibe significativamente cuando aumenta la concentracion y ocurre una
acumulacién de iones metalicos (Diaconu et al., 2020). Por otro lado, Sun et al.,
(2019), si bien no mencionan concentraciones de inhibicion, en su estudio
determinaron que a altas concentraciones de Cr (V1) se puede inhibir drasticamente la
nitrificacion y desnitrificacion, reduciendo la diversidad y riqueza de las comunidades

microbianas.

Aunque en el presente estudio, se determind que la PTAR Ambato, cumple con la
concentracion de cromo hexavalente establecido en la legislacién, el cromo total
mantiene una concentracion elevada, de acuerdo con los reportes de Metcalf & Eddy,
(2014). Adicionalmente, Buitron et al., (2018), aluden que las concentraciones de
dicho metal pueden ser fluctuantes, especificamente en los lodos activados, debido a
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que estos se quedan en el sistema de tratamiento durante unos 10 a 15 dias, por lo que
podrian bioacumularse de forma paulatina. Siendo necesario el control de dicho metal,
ya sea, por métodos bioldgicos, quimicos o fisicos (Elahi et al., 2020; Guo et al.,
2021; Pushkar et al., 2021; Tang et al., 2021). Con la finalidad de optimizar el
proceso de depuracion y evitar la supresion de las actividades de degradacion de

materia organica de los microorganismos degradadores.

Por otro lado, a pesar de que las concentraciones del metal evaluado en las muestras
de AR del reactor bioldgico de esta planta fueron moderados (25 a 200 mg As/L), si
presentaron una inhibicion en los microorganismos que podria afectar al curso normal
del tratamiento. Demostrando que si en la PTAR Ambato, la concentracion de Cr (V1)
se elevara a concentraciones mayores de 13 mg Cr/L (Figura 5), ya se generaria una

inhibicion en los microorganismos del 20% de su actividad metabdlica y crecimiento.

Caso contrario, si se mantiene o no sobrepasa dicho limite, el Cr (VI) no seria un
contaminante amenazante en la depuracién del AR, pues a concentraciones bajas como
las caracterizadas, los microorganismos no mantienen un efecto de inhibicion.
Pudiendo incluso considerar a la comunidad microbiana que participa en el tratamiento
secundario de la planta como una alternativa de biorremediacién en matrices con
porcentajes moderados de Cr (V1), por su tolerancia, similar al estudio establecido por
(Diaconu et al., 2020). Ademas, que el agua tratada, no representaria un problema en
su descarga hacia sistemas de agua dulce como el rio Ambato, debido a que cumpliria

con los niveles permisibles establecidos en la legislaciéon.

3.2 Verificacidn de hipotesis
Ho # 0 “Se rechaza la hipdtesis nula”; Ha = 0 “Se acepta la hipotesis alternativa”

En base a los resultados obtenidos en el estudio se acepta la hipétesis alternativa. Pues
en los Anexos 6 y 9, se indica que, tanto para arsénico como para cromo hexavalente,
las mediciones de DBOs disminuyen o0 se mantienen constantes cuando las

concentraciones de metales evaluadas son mayores.
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

A partir de la caracterizacion realizada a las muestras de agua residual,
provenientes del efluente clarificado del sedimentador primario, licor mezcla del
reactor bioldgico y reactor de recirculacion de biosolidos se verificd que la mayoria
de pardmetros analizados se encuentran dentro de los rangos los limites permisibles
establecidos en la legislacion ecuatoriana, asi como de los de composicion tipica
de aguas residuales domésticas no tratadas, a excepcion de parametros como:

cromo total, nitrato y turbidez.

Al realizar ensayos con la adicion de distintas concentraciones de arsénico (0 a
10000 mg As/L) a una muestra de licor mixto del reactor biologico del tratamiento
secundario, se obtuvo tasas de consumo de oxigeno que se redujeron desde 277 mg
O./L*dia hasta 152 mg O./L*dia. Mientras que, con la evaluacién de cromo
hexavalente disminuy6 desde 288 mg O./L*dia hasta 68 mg O,/L*dia para
concentraciones entre 0y 200 mg Cr/L. En donde se evidencid que en los dos casos
a medida que se aumentaron las concentraciones, las tasas de consumo

disminuyeron, manteniendo una relacion inversamente proporcional.

Las concentraciones de indices de toxicidad que inhibieron el 20, 50 y 80 % de la
actividad metabolica y crecimiento bacteriano en una muestra de agua residual del
reactor biolégico del tratamiento secundario de PTAR, con la presencia de
arsénico, fueron de: 1000 mg As/L (IC20), 12556 mg As/L (ICso) y 28055 mg As/L
(ICg0) y para cromo hexavalente los valores fueron de: 13 mg Cr/L (IC20), 60 mg
Cr/L (ICsp) y 218 mg Cr/L (ICgo). Los datos demostraron que el Cr (VI) resultd
mas toxico que el As (V), pues las concentraciones necesarias para causar dichas

inhibiciones en el caso del cromo resultaron ser menores.

A través de la realizacion de bioensayos respirométricos de toxicidad con la

adicion de metales como arsénico y cromo hexavalente, se determind que a medida
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que se aumentan las concentraciones, generan inhibicion e impiden que la
actividad maxima de degradacién de materia organica sea 6ptima. Sin embargo, al
evaluar el AR, se requirieron concentraciones muy elevadas (respecto a las
determinadas en la caracterizacion) para que haya dichas inhibiciones. Por lo tanto,
se puede mencionar que la comunidad microbiana ha presentado una alta

tolerancia.

4.2 Recomendaciones

Debido a que, en las muestras evaluadas, la comunidad microbiana tolerd altas y
moderadas concentraciones de arsénico y cromo hexavalente, respectivamente,
resultaria interesante aislar y estudiar a los microorganismos presentes, para
conocer mas acerca de sus mecanismos de tolerancia y asi poder emplearlos como
una alternativa de biorremediacion en matrices ambientales contaminadas con

estos metales.

En los bioensayos de toxicidad de AR, del licor mezcla del reactor bioldgico de la
PTAR Ambato, bajo la adicion de metales pesados como arsénico y cromo, seria
interesante utilizar compuestos con sus dos valencias, para el caso de arsénico, As
(1M y As (V); y en el caso de cromo, Cr (111) y Cr (V1), con la finalidad de verificar

cuél de los dos metales causa una mayor inhibicion en los microorganismos.

Para aumentar la fiabilidad de los resultados de la caracterizacion de una muestra
de agua residual, es recomendable que los analisis sean realizados en un lapso
corto, pues a medida que transcurre el tiempo en estas se alteran sus propiedades,

debido a la alta carga de materia organica, asi como de microorganismaos.

Es importante leer las fichas de bioseguridad de las sustancias utilizadas (arseniato
de sodio dibasico heptahidratado, dicromato de potasio, acido sulfirico, acido
nitrico, etc.), pues estos son altamente toxicos y cancerigenos al contacto con

humanos.
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e Es necesario manipular las muestras de AR en campanas extractoras de gases y
utilizar equipos de bioseguridad adecuados (guantes, mascarilla, mandil), pues
debido a su alta carga de contaminantes organicos e inorganicos, desprenden olores

y atentarian contra la salud.
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ANEXOS

Anexo 1

Carta compromiso otorgada por la planta de tratamiento de aguas residuales de
Ambato

EP-EMAPA-A-TH-1233-2022
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Anexo 2

Cadena de custodia del muestreo de agua residual en la planta de tratamiento de

aguas residuales de Ambato

R CADENA DE CUSTODIA MUESTREO DE AGUA RESIDUAL DE LA PTAR AMBATO =
§ o) : {5 |eemeees
g ¥ i
3 - UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO/FACULTAD DE CIENCIA E INGENTERIA EN ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA
LUGAR MONITOREO Planta de Tratamicnto de Aguas Residuales DIRECCION Las Vifias- Carr, Panamericana, Ambato ,
PTAR Ambato
PROVINCIA Tungurahua CANTON Ambato ]
PARAMETROS IN SITU
MUESTRA CODIGO DE MUESTRA COORDENADAS FECHA |HORA H Temperatura Turbidez Oxigeno Conductividad
P 0 (NTU) disuelto (uS/cm)
B, ) apigll
= I'in'&13 5
1 OTA-FC\AB-1D) s S P
15 3501 W 10:18 v /
28,58 -
2 UTA-ICIRB-FBQ . ) _ ; -
#8°35 051w e
/IJH !22‘51_0 19/10/2022
3 TA- FO\AB - "D o 6 v i e
§) }B 35" 05+ W/ 10~ 95 &
10423385 : ”
. vth-tose- s (111 Wl . o > 3
825 06w
01233 5
5 UTh -FQIpD- RS o [T v v -
FE 35 0t dw
RESPONSABLE DE LA TOMA DE MUESTRAS TUTOR DEL PROYECTO DE INVESTIGACION TECNICO DEL LUGAR DE MUESTREO
NOMBRE  (Broson Jwe. = Saast Aoga. NOMBRE | pn®. Rodry %naofic) NOMBRE  [Niioa Cowscew Lanes Gavi hees
- 1
FIRMA om 2 iz ~ FIRMA qu C\»\% FIRMA i u /
; (
T 2N =

Anexo 3

TULSMA, Tabla 8, Limites permisibles de AR para descarga al sistema de

alcantarillado publico, Libro VI

Limite maximo

Parametros Unidad Expresado como: o
permisible
Zinc mg/L Zn 10
Vanadio mg/L \ 5
) Sustancias activas
Tensoactivos mg/L ) 2
al azul de metileno
Temperatura mg/L °C <40
Sulfuros mg/L S 1
Sulfuro de carbono mg/L Sulfuro de carbono 1
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Limite maximo

Parédmetros Unidad Expresado como: o
permisible
Sulfatos mg/L SO* 400
Solidos totales mg/L 1600
Sélidos
] mg/L 220
Suspendidos Totales
Solidos
_ mg/L 20
Sedimentables
Selenio mg/L Se 0,5
Potencial de
o mg/L pH 5-9
hidrogeno
Plomo mg/L Pb 0,5
Plata mg/L Ag 0,5
Nitrogeno Total
i mg/L N 40
Kjedahl
Niquel mg/L Ni 2
Mercurio (total) mg/L Hg 0,01
) mg/L Fe 25
Hierro total
Faésforo Total mg/L P 15
Dicloroetileno mg/L Dicloroetileno 1
Demanda Quimica
mg/L DQO 500
de Oxigeno
Demanda
Bioquimica de mg/L DBOs 250
Oxigeno (5 dias)
Cromo Hexavalente mg/L Cr*® 0,5
Cobre mg/L Cu 1
Cobalto total mg/L Co 0,5
Extracto carbon
Cloroformo mg/L 0,1
cloroformo (ECC)
Cloro Activo mg/L Cl 0,5
Cianuro total mg/L CN- 1
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Limite maximo

Parédmetros Unidad Expresado como: o
permisible
o 1.5 veces el caudal
Caudal méximo L/s )
promedio
Carbonatos mg/L COs3 0,1
Cadmio mg/L Cd 0,02
Bario mg/L Ba 5
Arsénico total mg/L As 0,1
Aluminio mg/L Al 5
Alkil mercurio mg/L No detectable
_ Sustancias solubles
Aceites y grasas mg/L 100

en hexano

Fuente. (TULSMA, 2019).

Anexo 4

Waster Engineering, Tabla 3-18, Composicion tipica de las aguas residuales

domeésticas no tratadas

Concentracion

Constituyente Unidad i :
Débil Media Fuerte
Aceite y grasa mg/L 51 76 153
Amonio mg/L 14 20 41
Carbono organico
mg/L 109 164 328
total (COT)

Cloruros mg/L 39 59 118

Coliformes fecales ~ No/100 mL  10%—10° 10* - 108 10° - 108

Coliformes totales ~ No/100 mL  10° - 108 10" -10° 107 —10%0

Compuestos organicos
volatiles (COVs)
Cryptosporidium

mg/L <100 100 —- 400 >400

No/100 mL 10! - 10! 10t — 102 10t — 108
oocysts
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Concentracion

Constituyente Unidad i :
Débil Media Fuerte
Demanda bioquimica
de oxigeno, 5 dias, 20 mg/L 133 200 400
°C (DBO:s)
Demanda quimica de
] mg/L 339 508 1016
oxigeno (DQO)
Fdsforo inorganico mg/L 1.6 2.4 4.7
Fdsforo organico mg/L 2.1 3.2 6.3
Faésforo total mg/L 3.7 5.6 11.0
Giardia lamblia cysts No/100 mL 10! —10? 101 -10° 101 - 104
Nitratos mg/L 0 0 0
Nitritos mg/L 0 0 0
Nitrégeno organico mg/L 10 14 29
Nitrogeno total mg/L 23 35 69
Potasio mg/L 11 16 32
Sélidos disueltos fijos
mg/L 224 336 672
(SDF)
Sélidos disueltos
mg/L 374 560 1121
totales (STD)
Sélidos disueltos
N mg/L 150 225 449
volatiles (SDV)
Solidos sedimentables mg/L 8 12 23
Solidos suspendidos
- mg/L 29 43 86
fijos (SSF)
Sélidos suspendidos
mg/L 130 195 389
totales (SST)
Solidos suspendidos
_ mg/L 101 152 304
volatiles (SSV)
Solidos totales (ST) mg/L 537 806 1612
Sulfato mg/L 24 36 72

Fuente. (Metcalf & Eddy, 2014)
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Anexo 5

Ingenieria de los sistemas de tratamiento y disposicion de aguas residuales, Tabla 2.2,

Analisis tipico de agua residual municipal

Concentracion

Constituyente Unidad i :
Débil Media Fuerte
Alcalinidad (CaCOs) mg/L 50 100 200
Carbono organico
mg/L 80 160 290
total (COT)
Cloruros mg/L 30 50 100
Demanda bioquimica
de oxigeno, 5 dias, 20 mg/L 110 220 400
°C (DBO:s)
Demanda quimica de
] mg/L 250 500 1000
oxigeno (DQO)
Fosforo inorgénico mg/L 3 5 10
Fésforo organico mg/L 1 3 5
Fésforo total mg/L 4 8 15
Grasas mg/L 50 100 150
Nitratos mg/L 0 0 0
Nitritos mg/L 0 0 0
Nitrogeno amoniacal mg/L 12 25 50
Nitrégeno organico mg/L 8 15 35
Nitrogeno total mg/L 20 40 85
Solidos disueltos fijos
mg/L 145 300 525
(SDF)
Sélidos disueltos
mg/L 250 500 850
totales (STD)
Sélidos disueltos
_ mg/L 105 200 325
volatiles (SDV)
Solidos sedimentables mg/L 5 10 20
Solidos suspendidos
mg/L 20 55 75

fijos (SSF)
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Concentracion

Constituyente Unidad i :
Débil Media Fuerte
Solidos suspendidos
mg/L 100 220 350
totales (SST)
Sélidos suspendidos
mg/L 80 165 275

volatiles (SSV)
Solidos totales (ST) mg/L 350 720 1200
Fuente. (Valdez & Vazquez, 2003).

Anexo 6

Lecturas diarias de DBO en una muestra AR con la adicion de As

Ensayo Concentracion Dias
mg As/L 0 1 2 3 4 5

Control 0 0 438 713 875 1079  *1288
1 100 0 350 625 775 975 *1075
2 1000 0 325 600 675 875 *1025
3 2000 0 300 525 625 825 *925
4 3000 0 275 500 600 750 *875
5 5000 0 250 475 575 700 *825
6 10000 0 125 325 450 625 *750

Nota. Resultados de consumo de oxigeno por las bacterias aer6bicas presentes en el
AR del licor mixto del tratamiento secundario con la adicion de diferentes
concentraciones de arsénico. *DBOs, obtenida en el quinto dia de incubacién (mg
O2/L).
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Anexo 7

Ajuste lineal de DBO a una incubacion de 5 dias y distintas concentraciones de As

1500

y =277,12x
. R2=10,9853
e
1250 y = 240x
R2 =0,9839
9
1000 y =221,36x
— "9 R2=10,9845
d °. e
= 750 Y et ()
o ¢ [ttt I
g . g.._-:,'.’;.'---' ‘ y = 190x
500 .'.._..':' -..‘::‘_‘...'-.',~"' ..... Lot R2 = 0,986
O e y = 179,09
e e R2 = 0,9858
S y = 152,27x
TR i R2=0,9988
0 e
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (dias)
o0 100 mgAs/L 1000 mgAs/L 2000 mgAs/L
@ 3000 mgAs/L ©5000 mgAs/L © 10000 mgAs/L

Nota. Ecuacion de la recta (la pendiente, representa la tasa de consumo de oxigeno) y
coeficiente de correlacion lineal obtenida para cada ensayo de arsénico (0, 100, 1000,
2000, 3000, 5000 y 10000 mg As/L).

Anexo 8

Actividad maxima de degradacion e inhibicion de As

Actividad
Concentracion rAs/rCon- maxima de Inhibicién

Ensayo r .

(mg/L) trol degradacion (%)
de MO (%)

Control 0 277,12 1,00 100% 0%
1 100 240,00 0,87 87% 13%
1C20 1000 221,37 0,80 80% 20%
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3 2000 205,00 0,74 74% 26%
4 3000 185,00 0,67 67% 33%
5 5000 179,09 0,65 65% 35%
6 10000 152,27 0,55 55% 45%
IC50 12556 138,56 0,50 50% 50%
1C80 28055 55,42 0,20 20% 80%

Nota. Resultados de indices de toxicidad en la actividad metabdlica y crecimiento de
los microorganismos presentes en las muestras de AR del reactor bioldgico, en donde
se observa que a una concentracién de 1000 mg As/L se obtuvo el 1C20, a 12556 mg
As/L el IC50 y a 28055 mg As/L el IC80. También se observa los porcentajes de

actividad méaxima de degradacion de materia organica (AMD).

Anexo 9

Lecturas de la demanda bioquimica de oxigeno (DBO) para Cr (VI)

Concentracion Dias
Ensayo
mg Cr/L 0 1 2 3 4 5
Control 0 0 488 813 963 1081 *1306
1 25 0 225 475 575 675 *825
2 50 0 125 400 450 575 *725
3 100 0 75 225 325 525 *650
4 200 0 0 25 125 325 *400

Nota. Resultados de consumo de oxigeno por las bacterias aerobicas presentes en el
AR del licor mixto del tratamiento secundario con la adicién de diferentes
concentraciones de cromo hexavalente. *DBOs, obtenida en el quinto dia de

incubacion (mg O2/L).
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Anexo 10

Ajuste lineal de DBO a una incubacién de 5 dias y distintas concentraciones de Cr
(V1)

1750
y = 288,3X
1500 R2=0,9727
1250 y = 176,82x
_ . Rz =0,9865
-
35, 1000 °
E y = 149,09
2 750 ¢ R2 = 0,9904
@)
500 °
250 y =67,727x
R2=0,895
0 5
0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (dias)
@0 mgCr/L 25 mgCr/L 50 mgCr/L 100 mgCr/L 2000 mgCr/L

Nota. Ecuacion de la recta (la pendiente, representa la tasa de consumo de oxigeno) y
coeficiente de correlacion lineal obtenida para cada ensayo de arsénico (0, 25, 50, 100
y 200 mg Cr/L).

Anexo 11

Actividad méxima de degradacion e inhibicion de Cr (VI)

Actividad
Concentracion rAs/rCon-  maxima de Inhibicion

Ensayo r C
(mg Cr/L) trol degradacion (%)

de MO (%)
Control 0 288,30 1,00 100% 0%
1C20 13 230,64 0,80 80% 20%
1 25 176,82 0,61 61% 39%
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2 50 149,09 0,52 52% 48%

1C50 60 144,15 0,50 50% 50%
3 100 124,55 0,43 43% 57%
4 200 67,73 0,23 23% 77%
1C80 218 57,66 0,20 20% 80%

Nota. Resultados de indices de toxicidad, en donde se observa que a una concentracién
de 13 mg Cr/L se obtuvo el 20% de inhibicion, a 60 mg Cr/L se obtuvo el 50% de
inhibicidon y a 218 mg As/L se obtuvo el 80% de inhibicidn de la actividad metabdlica
y crecimiento de los microorganismos presentes en las muestras de AR del reactor
bioldgico. También se observa los porcentajes de actividad maxima de degradacion de

materia organica (AMD).

Anexo 12
Anexo fotogréfico

Foto 1

Toma de muestra en los reactores de la planta de tratamiento de aguas residuales de
Ambato
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Foto 2

Medicién de parametros in situ de las muestras tomadas de los reactores de la planta

de tratamiento de aguas residuales de Ambato

L1l

i 4

Foto 3

Muestras de agua residual
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Foto 4

Caracterizacion de muestras de agua residual

Foto 5

Determinacion de DBO en bioensayos de toxicidad con arsénico y cromo hexavalente
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