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RESUMEN EJECUTIVO

La generacion de lodos (biosélidos) en las plantas de tratamiento de aguas residuales
(PTAR) resulta un problema para la salud humana y el ambiente, debido a su elevada
contaminacion. El tratamiento de bios6lidos mediante digestién anaerobia ayuda a
reducir contaminantes mientras genera gas metano, sin embargo, la presencia de
metales pesados como cromo o cadmio puede generar inhibicion toxica y dificultar el
tratamiento. Por esta razén, el objetivo del proyecto fue evaluar la inhibicion toxica
del cadmio (11) y cromo (V1) sobre la actividad metanogénica especifica (AME) de un

indculo bacteriano proveniente de biosolidos del biodigestor de la PTAR de Ambato.

Se utilizaron métodos analiticos para conocer las caracteristicas principales del
biosélido y se realizaron bioensayos para monitorear la AME. Los resultados revelaron
que los biosdlidos contienen contaminantes como materia orgénica, nutrientes y
metales. Ademas, la AME del in6culo (sin adicion de los metales) fue de 0,6 moles de
metano por gramo de biomasa bacteriana al dia. El efecto inhibitorio genera una
reduccion de la AME en un 20, 50 y 80 por ciento con la adicion de 15, 28,4 y 50 mg
cadmio por litro. Estas reducciones de la AME se dan para el cromo (V1) con la adicion
de 75, 100 y 200 mg por litro en un 20, 50 y 80 por ciento respectivamente.

Finalmente, se demostr6 que al aumentar concentraciones de cadmio y cromo (V1) hay
disminucion significativa de la AME lo que representaria un riesgo potencial para el

tratamiento de biosélidos en la PTAR.

Palabras clave: Gestion ambiental, contaminacién ambiental, digestion anaerobia,
biosélidos, gas metano, cadmio, cromo hexavalente, biodigestor, bioensayos,

toxicidad, actividad metanogeénica, inhibicion.
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ABSTRACT

The generation of sludge (biosolids) in wastewater treatment plants (PTAR) poses a
problem for human health and the environment due to its high level of contamination.
Treating biosolids through anaerobic digestion helps reduce contaminants while
generating methane gas. However, the presence of heavy metals such as chromium or
cadmium can lead to toxic inhibition and hinder the treatment process. For this reason,
the objective of the project was to evaluate the toxic inhibition of cadmium (1I) and
chromium (V1) on the specific methanogenic activity (AME) of a bacterial inoculum
derived from biosolids in Ambato's PTAR biodigester.

Analytical methods were used to determine the main characteristics of the biosolids,
and bioassays were conducted to monitor the AME. The results revealed that the
biosolids contained contaminants such as organic matter, nutrients, and metals.
Additionally, the AME of the inoculum (without the addition of metals) was 0.6 moles
of methane per gram of bacterial biomass per day. The inhibitory effect caused a
reduction in AME by 20, 50, and 80 percent with the addition of 15, 28.4, and 50 mg
of cadmium per liter, respectively. These reductions in AME were observed for
chromium (VI) with the addition of 75, 100, and 200 mg per liter, resulting in a

reduction of 20, 50, and 80 percent, respectively.

Finally, it was demonstrated that increasing concentrations of cadmium and chromium
(V1) significantly decreased the AME, which would represent a potential risk for
biosolids treatment in the PTAR.

Key words: environmental management, environmental pollution, anaerobic
digestion, biosolids, methane gas, cadmium, hexavalent chromium, biodigester,

bioassays, toxicity, methanogenic activity, inhibition
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CAPITILO I.- MARCO TEORICO
1.1.Antecedentes investigativos

1.1.1 Introduccion

A nivel mundial se ha verificado un aumento en la poblacion y por ende la generacién
de aguas residuales con lodos activados en mayor cantidad, mismos que resultan en
problemas ambientales, econdémicos y de salud. Es de gran importancia distinguir que
los residuos urbanos requieren de una gestion adecuada para su tratamiento final
especialmente haciendo mencion a paises en desarrollo ya que del 20 % al 50 % del
presupuesto de los municipios va dirigido al manejo de los residuos y alcantarillados
(Ibarra et al., 2020). Al tratar de mejorar la calidad de agua residual que llega a las
plantas de tratamiento de aguas residuales se ha intentado inicialmente separar las
aguas residuales de los biosélidos. Estudios mencionan gue los biosélidos se integran
al agua residual representando gran porcentaje de materia organica misma que no
puede ser degradada con facilidad por métodos convencionales. Por ello en américa
latina, se han desarrollado investigaciones donde los métodos bioldgicos son los més
adecuados para tratar los lodos activados (biosélidos), en especial la digestion
anaerobia, misma que utiliza microorganismos para descomponer la materia organica
generando como producto un biogas, principalmente metano (CH,) y diéxido de
carbono (C0,) (EPA, 2022).

La digestion anaerobia es considerada la mejor tecnologia para reducir el volumen de
biosolidos y generar energia renovable, sin embargo, se han presentados distintos
problemas con respecto al rendimiento del metano y la inestabilidad del proceso
debido a la micro ecologia anaerdbica. Los microorganismos involucrados en la
degradacidn de biosdlidos tienen un papel importante en el ciclo del carbono ya que
transforma pequefias moléculas de carbono en metano. Los microrganismos
anaerobios requieren demandas nutricionales de crecimiento especificas para
estimular la degradacion anaerobia. Debido a la contaminacion por metales pesados

en biosdlidos es considerado hoy en dia un problema ambiental, debido que los



metandgenos estan expuestos a estrés y perturbacion de su ecologia local (Ibarra et al.,
2020).

Al existir presencia de metales a baja concentracion, como Fe, Mn, Cu, Ni, Zn, Al,
etc., se da un efecto estimulador en la actividad metanogénica de las bacterias, sin
embargo, la presencia de otros metales como Pb, Cd, As, Cr VI y Hg en
concentraciones excesivas puede provocar un decaimiento en la velocidad de
crecimiento (Li et al., 2019). El metal pesado presente en suelos, sedimentos, aire y
agua que mayor contaminacion genera es el cadmio, mismo que entra facilmente en la
célula provocando dafios, dando lugar al estrés oxidativo e inhibiendo el crecimiento
celular haciendo que las bacterias anaerobias se vean afectadas (Baca & Martinez,
2017). Por otro lado, al aumentar las industrias de faenamiento, curtiembres,
mueblerias, entre otros, se ha considerado al cromo hexavalente (V1) como el principal
contaminante ya que es utilizado por las mismas para acabados, cromado de metales,
curtido de cueros y conservante de maderas, motivo por el cual se ha detectado al
cromo VI como la principal sustancia tdxica en aguas residuales urbanas debido a su

alta toxicidad y movilidad en ambientes acuosos (Hu et al., 2018).

En base a lo antes mencionado, es relevante comprender el impacto del Cd* y Cré* en
la actividad de bacterias anaerobias y en la produccion de biogas. En el presente
proyecto de investigacion se propuso dar tratamiento anaerobio a biosélidos
perteneciente a la PTAR de Ambato para estimar el indice de toxicidad de metales
pesados (Cd?" y Cr®) en la actividad metanogénica de bacterias anaerobias. Se realizd
con la finalidad de generar informacion sobre el efecto de la presencia de Cd*" y Cr®*
en los residuos sanitarios y el manejo de los mismos a nivel nacional. La informacion
obtenida podra ser utilizada por distintas instituciones encargadas del manejo de
residuos para aprovechar los mismos y producir gas metano ofreciendo a su vez

beneficios al medio ambiente.
1.1.2. Planta de tratamiento de aguas residuales (PTAR) de Ambato
La PTAR es una instalacién en la que se combina distintos procesos con la finalidad

de digerir el agua residual para que este sea devuelto al ambiente de manera segura

para evitar su contaminacion (Wang et al., 2022). Segun la estadistica de informacion



ambiental econdémica en Gobiernos Auténomos Descentralizados Municipales
(GADM), la empresa municipal de agua potable y alcantarillado de Ambato (EMAPA)
cuenta con la PTAR ubicada en el sector “Las Vifias” donde ingresan
aproximadamente 65664 m? de agua residual al dia, misma que es tratada y descargada
en el rio Ambato por lo cual conocer sus fuentes contaminantes es relevante para evitar

dafos en el ambiente (Cando, 2021).
Tipos de aguas residuales que ingresan a la PTAR

Existen diferentes tipos de aguas residuales dependiendo de su origen, siendo estas las
aguas blancas, negras, grises e industriales. Las aguas de lluvia, nieve o hielo son
consideradas aguas blancas mismas que son consideradas residuales ya que son
arrastradas a través de las vias o por sistemas de alcantarillado, por otro lado, las aguas
negras contienen mayor porcentaje de patégenos debido a su contenido de desechos

fecales y orina provenientes de inodoros (Ali et al., 2021)

Adicionalmente las aguas grises son aquellas que contienen materia inorganica como
detergentes y jabones mismas que se han generado como resultado del aseo personal
0 de la limpieza de la casa. Finalmente se tiene a las aguas industriales que son
provenientes de empresas farmacéuticas, quimicas, alimentarias, automotrices, etc.,
donde los ultimos mencionados son los que mayor porcentaje de tratamiento requieren
debido a la cantidad de metales pesados que provienen de dichas industrias (Ahmed
etal., 2021).

El agua residual que ingresa a la PTAR se encuentra compuesta por un 99,9 % agua y
0,01 % de solidos (Figura 1), donde dichos solidos del agua residual llevan consigo un

70 % de fraccion organica y 30 % de fraccion inorganica.



Figura 1.

Componentes del agua residual que ingresa a una PTAR
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Fuente. (Hughes & Gray, 2012).

1.1.3. Proceso de tratamiento de aguas residuales en la PTAR de Ambato

Las etapas para el tratamiento de dichas aguas son el pretratamiento, tratamiento
primario, secundario y terciario. Cabe recalcar que las etapas de tratamiento de agua
residual, se tiene un tratamiento adicional de sus subproductos como la digestion
aerobia, anaerobia, deshidratacion de fangos, generacion de energia a partir de biogas,

sedimentacion, recirculacién, bombeo y almacenamiento de lodos (GAD, 2020).
Pretratamiento

Durante la fase de pretratamiento de las aguas residuales se bombean las mismas a
una cdmara donde se someten a un proceso de desbaste fino. Aqui, el agua es filtrada
a través de rejas y tamices de diferentes grosores para eliminar solidos y materiales
flotantes de mayor tamafio, como palos, ramas, plasticos, trapos y visceras. Después,
la arena, la grasa y las particulas de menor tamafio son eliminadas mediante seis

desarenadores y desengrasadores. Con esta etapa comienza el proceso de depuracion



del agua residual, eliminando materiales que podrian causar problemas en la operacién
de la planta (GAD, 2020).

Tratamiento primario

Luego del pretratamiento, el proceso inicial de depuracién del agua residual, cuyo
objetivo principal es eliminar la mayor parte de los s6lidos en suspension, es el
tratamiento primario donde el agua se deja en reposo durante una o dos horas en
decantadores para separar las particulas, homogeneizar el flujo y eliminar la materia
orgénica. Es importante destacar que se pueden agregar sustancias quimicas, como

floculantes y coagulantes, para optimizar la sedimentacion (GAD, 2020).
Tratamiento secundario

En el proceso de tratamiento secundario o bioldgico, se logra la eliminacién de la
materia organica y de nutrientes como el fésforo y el nitrégeno, junto con los sélidos
suspendidos restantes, a través del uso de microorganismos (lodos activados). Estos
microorganismos son generalmente bacterias heterdtrofas facultativas, ya que crecen
naturalmente en el agua residual y transforman la materia organica disuelta o
particulada en productos mas sencillos como el didxido de carbono y agua (Buitron
etal., 2018).

En esta fase del proceso, el reactor biolégico (RB) recibe el agua purificada del
sedimentador primario (RP) y lodos de sedimentador secundario, una vez que se ha
retirado inicialmente el lodo y las impurezas de la superficie. El objetivo del
tratamiento secundario también es crear un entorno aerdbico, anaerobico o anoxico
para degradar la materia organica suspendida (lodos activados o biosélidos) por lo que
adicionalmente los lodos retirados del tanque de recirculacion son llevados a
biodigestores con condiciones controladas para degradar la materia organica,
disminuir contaminantes y generar gas metano como energia renovable (GAD, 2020).
Cabe mencionar que la materia organica suspendida se tomé como muestra para el
presente proyecto misma que se denomind biosolido. Segun (Collivignarelli et al.,
2019), los biosélidos son lodos activados o desechos organicos producidos durante el

tratamiento de aguas residuales, los cuales suelen estar en forma liquida o semi-solida



y contener tipicamente entre el 0,25 y el 20% de so6lidos por peso, dependiendo del

tipo de operacion o proceso que se haya llevado a cabo anteriormente.
Tratamiento terciario

Es comln que en la mayoria de PTAR se finalice el proceso con el tratamiento
secundario (Crini & Lichtfouse, 2019). No obstante, es necesario aplicar un
tratamiento terciario para la depuracion de aguas residuales, ya que el agua tratada se
vierte en el medio ambiente (cuenca baja del rio Ambato). El objetivo es mejorar la
calidad del agua final y eliminar organismos patdgenos. En esta etapa se realiza un
proceso de desinfeccion, donde es comun mezclar hipoclorito sédico con el agua que

fluye gradualmente desde los tanques de tratamiento secundario.

1.1.4. Caracterizacion fisicoquimica de biosolidos

Es importante realizar el analisis de biosolidos, ya que estos pueden utilizarse en
diversos procesos, por ejemplo, como fertilizantes o en la eliminacién de
contaminantes de suelos. Conocer los componentes de los biosolidos puede evitar la
contaminacion del medio ambiente y prevenir posibles dafios en la salud humana.
(Bermudes, 2022). Las caracteristicas fisicas y quimicas ayudan a comprender la
composicion de los biosélidos y brinda conocimiento de su estado, por lo tanto, entre

las principales caracteristicas estan:

pH: EIl potencial hidrogeno hace referencia a la cantidad de iones hidrégeno que
contiene una muestra, dicha medicion puede ser &cida (un valor cercano al cero),
neutra (valor cercano a 7) y basica (valor cercano a 14), dependiendo del tipo de
muestra. A partir de la medicion del pH se puede evidenciar la solubilidad de la
muestra y la cantidad de nutrientes que se encuentren en sus componentes
(Fisherbrand, 2023).

Temperatura: La temperatura es considerada una medida de calor, y puede influir
significativamente en los resultados de analisis de la muestra. Ademas, es importante
tener en cuenta la temperatura adecuada para el analisis para obtener resultados
precisos y confiables. La importancia de conocer la temperatura en una muestra es

informarse del estado en que se encuentra ya que dicha temperatura puede afectar el



crecimiento de microorganismos aerobios o anaerobios, asi como la efectividad de la

actividad metanogénica y la solubilidad del agua. (Fisherbrand, 2023).

Conductividad: La conductividad eléctrica es la habilidad de una solucion acuosa o
muestra especifica para conducir corriente eléctrica. En el caso particular de los
biosolidos, éstos pueden conducir corriente eléctrica debido a la presencia de iones

disueltos, que pueden ser acidos, bases o sales. (Fisherbrand, 2023).

DQO (Demanda quimica de oxigeno): Es la cantidad de oxigeno que se necesita para
degradar u oxidarla la materia organica que se encuentra en las muestras de agua,
convirtiendo dicha materia en didxido de carbono y agua. Mientras mas contaminada

esta cualquiera muestra, mayor es la cantidad de DQO (Baird et al., 2017).

Sélidos: Los sélidos que se encuentran en una muestra son muy nocivos cuando estos
se encuentran en gran proporcion y es el contaminante que mas influye sobre la calidad
del agua. Los sélidos que pueden encontrarse en las muestras son totales, volatiles y
suspendidos mismos que pueden contener sales organicas, metales pesados, y
cantidades de materia organica disueltas. Los altos niveles afectan la turbidez de la
muestra aumentan su temperatura y disminuyen los niveles de oxigeno disuelto lo que

puede afectar negativamente a los microorganismos presentes (Baird et al., 2017).

Metales pesados (cadmio y cromo VI): Frecuentemente, los contaminantes mas
peligrosos en los biosolidos son los metales pesados. El analisis de metales pesados es
importante, en especial en este proyecto, debido que se tratard con microorganismos
vivos y la presencia iones metélicos. Los metales a estudiar fueron cadmio y cromo
(V1) ya que provocan dafios en las células bacterianas al entrar en contacto con sus

células, reaccionando con enzimas y alterando al ser vivo (EPA, 2020a).

Ademas, es necesario mencionar que el cromo VI es conocido por ser toxico y
carcinogenico. La exposicion a altas concentraciones de cromo VI puede tener efectos
perjudiciales en la salud humana, incluyendo problemas respiratorios, dafio a los
rifiones, dafio al sistema gastrointestinal y posibles efectos cancerigenos. Por lo tanto,
los niveles permisibles de cromo VI en el agua se establecen en niveles bajos,

generalmente hasta 0.5 mg/L, para proteger la salud publica. Por otro lado, las



autoridades de medio ambiente del pais establecen como limite permitido de cadmio
en el agua a 0,002 mg/L, esto debido que el cadmio es un metal muy toxico para la
salud humana e inhibitorio para los microorganismos ya que puede entrar facilmente
en la célula dando lugar al estrés oxidativo e inhibiendo el crecimiento celular
(TULSMA, 2003).

Para el andlisis de iones que suelen encontrarse en los biosélidos, se hizo uso de

equipos analiticos, mismos que tienen su propio fundamento:

Fotometro HANNA HI 83399

Este equipo calcula parametros fundamentales sobre la calidad del agua y aguas
residuales utilizando 73 métodos rapidos basandose en rangos y variaciones, incluye
algunos metales pesados, demanda quimica de oxigeno y permite la medicion de
absorbancia, lo que es de utilidad para personas que tienen su propio método quimico
como por ejemplo quienes utilizan la ley de Beer-Lambert (HANNA, 2021).
Espectrofotometro de absorcion atomica

El equipo emplea lamparas especificas dependiendo del metal a analizar, mismas que
son capaces de emitir una linea atbmica caracteristica del elemento. Ademas, cuenta
con un cilindro sellado Ileno de nedn o argén donde también se encuentra el anodo y
catodo. Cuando se aplica una diferencia de potencial entre el anodo y el catodo, los
iones positivos generados son acelerados por el campo eléctrico y colisionan con el
catodo cargado negativamente. Las colisiones desalojan atomos metalicos
individuales que son excitados elevando sus estados energéticos debido a los impactos
con el gas, lo que posteriormente emite una radiacion lo que favorece al anélisis de su

presencia y concentracion (Razmilic, 2020)
1.1.5. Digestion anaerobia

Segun (Meegoda et al., 2018), hay cuatro pasos de procesamiento definidos en la

digestion anaerobica, cada uno atribuido a diferentes grupos metabolicos.

Hidrolisis: En esta etapa, las bacterias hidroliticas secretan enzimas extracelulares que
descomponen los polimeros organicos complejos en moléculas pequefias también

denominados mondmeros.



Acidogénesis: En esta etapa, las bacterias acidogénicas (o fermentativas) transforman
los productos hidroliticos generados en la etapa anterior en acido acético, compuestos
organicos de cadena corta y productos intermedios como &cido lactico, etanol y
propionato, ademas, estas bacterias generan energia mediante la fermentacion de los

sustratos organicos y es por ello que producen acidos como subproducto.

Acetogénesis: En esta etapa, las bacterias acetogénicas toman los productos generados
en la acidogénesis y los convierte en acetato, hidrogeno y didxido de carbono. Estas
bacterias utilizan distintas vias metabdlicas para la produccion de acetato y
contribuyen a la generacion de compuestos que sirven para las bacterias

metanogénicas en la etapa final.

Metanogenesis: Esta es la etapa final de la digestion anaerobia, donde las bacterias
metanogénicas (arqueas metandgenas) convierten los productos de la acetogénesis en

metano mismo que es el principal componente del biogés.

Cada uno de los pasos antes mencionados son esenciales para el proceso global de la
digestion anaerobia y la conversion de la materia organica en productos finales, como
el metano. Dichos procesos son ampliamente utilizados en la produccién de biogas a
partir de diferentes sustratos organicos, como residuos agricolas, aguas residuales y
residuos organicos municipales, con el fin de obtener energia renovable y reducir la

contaminacion ambiental (Meegoda et al., 2018).

1.1.6. Produccién de metano

La produccion de metano (metanogénesis) en la descomposicién de residuos solidos,
es una digestion anaerobia tipica mediada por metandgenos y catalizada por enzimas.
La metanogénesis utiliza carbono (acido acético y didxido de carbono) como aceptor
terminal de electrones para producir metano. La reaccion involucra una serie de
enzimas y coenzimas. Comprender el mecanismo subyacente de la dinamica de la
comunidad metanogena y la diversidad metabdlica durante la descomposicion de
desechos sdlidos es fundamental para la produccién y recuperacion de metano (Yang
etal., 2021).



1.1.7. indice de toxicidad por metales pesados de bacterias anaerobias en su

actividad metanogeénica

Pese a la existencia de varias reacciones quimicas que pueden participar en el
metabolismo de bacterias anaerobias, se pueden identificar dos procesos para el
tratamiento de aguas residuales, como son la ingestién y el crecimiento. Por tal motivo,
cuando compuestos o elementos quimicos tdxicos entran al metabolismo de las
bacterias anaerobias, pueden inhibir o reaccionar con enzimas del sistema celular y
provocar que las bacterias metanogeénicas dejen de producir cierta cantidad de metano
e incluso puede llegar a matarlas (Kapoor & Singh, 2021).

Por lo antes mencionado, es necesario conocer el indice de toxicidad que ciertos
metales, como el cadmio (Il) y cromo VI, provocan en las bacterias anaerobias
metanogénicas lo cual es posible comprobar mediante la cantidad de metano que
generen. Para expresar el indice de toxicidad o la concentracion inhibitoria (IC) de
generacion de metano se toma en cuenta concentraciones inhibitoria del 20 %, 50 %y
80 %, donde el IC representa la concentracion del metal que reduce la tasa de
generacion de metano al porcentaje establecido. Cabe mencionar que para ello se
realiz6 varios bioensayos con distintas concentraciones del metal evidenciando la
disminucion de la actividad metanogénica respecto a un bioensayo control (Ochoa
et al., 2009).
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1.2. Objetivos
1.2.1. Objetivo General

- Evaluar la inhibicion toxica de Cd?* y Cr®* en la actividad metanogénica de un
inoculo bacteriano proveniente de biosolidos del biodigestor de la planta de

tratamiento de aguas residuales de Ambato
1.2.2. Objetivos Especificos
- Caracterizar fisicoquimicamente los biosélidos provenientes de la planta de
tratamiento de aguas residuales.
- Determinar la actividad metanogénica maxima especifica del inoculo
bacteriano a partir de la produccion de biogés.

- Estimar el indice de inhibicion toxica del Cd** y Crb en la actividad

metanogénica del indculo bacteriano de los biosolidos del biodigestor.

1.3. Hipotesis
1.3.1. Hipdtesis nula

Las mediciones de metano (CH, )aumentan cuando las concentraciones de metales
evaluados son mayores.

1.3.2 Hipdtesis alternativa

Las mediciones de metano (CH, ) disminuyen cuando las concentraciones de metales

evaluados son mayores.

1.4 Variables
1.4.1. Variables independientes

Concentraciones de Cadmio y Cromo (V1) afiadidos en los bioensayos.

1.4.2. Variables dependientes

Tasa de generacion de metano e indices de toxicidad al 20%, 50% y 80%.
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CAPITULO Il.- METODOLOGIA
2.1. Materiales

2.1.1. Materiales de laboratorio

A continuacidn, se muestra la tabla 1, misma que contiene los materiales de laboratorio
a utilizar en la ejecucion del trabajo de titulacion dentro de los Laboratorios de
Investigacion de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia,
carrera de Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato (UODIDE).

Tabla 1.

Materiales de laboratorio necesarios para el desarrollo del trabajo de titulacion.

Material Cantidad
Agujas hipodérmicas 50
Botellas ambar 52
Balones volumétricos de 1L 5
Bolsas de hielo 2
Cooler 1
Crisoles S5
Gradillas 1
Manguera afluente 4
Matraces Erlenmeyer 5
Microfibra de vidrio 1
Pipetas graduadas 3
Tapones de corcho 42
Tubos de ensayos 10
Vasos de precipitacion 6

2.1.2. Reactivos de laboratorio

A continuacion, se muestra la tabla 2, misma que contiene los reactivos de laboratorio
a utilizar en la ejecucion del trabajo de titulacion dentro de los Laboratorios de
Investigacion de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia,

carrera de Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato (UODIDE).
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Tabla 2.

Reactivos necesarios para el desarrollo del trabajo de titulacion.

Componentes

Nomenclatura

Cantidad (mg)

Cloruro de amonio

Fosfato mono potasico

Cloruro de magnesio hexahidratado
Cloruro de calcio

Bicarbonato de sodio

Extracto de levadura

Acetato de sodio anhidro

Acido borico

Cloruro ferroso- Tetrahidratado
Cloruro de zinc

Dicloruro de manganeso
Molibdato de amonio Tetrahidratado
Sulfato de aluminio hidratado
Hexahidrato de cloruro cobaltoso
Nitrato de niquel hexahidratado
Sulfato cuprico pentahidratado
Selenito de sodio Pentahidratado
Acido etilendiaminotetraacético
Acido clorhidrico

Acido sulfarico concentrado
Nitrato de plata

Hidréxido de sodio

Dicromato de potasio

Cloruro de cadmio dihidratado
Solucién digestora

Agua destilada

NH4CI
KH2PO4
MgCl2*6H20
CaCl;
NaHCOs
C2H3NaO>
H3BO3
FeCl, 4H,0
ZnCl;
MnCl;
(NH4)6M07024 4H,0
Al(SO4)3 18H20
CoCl; 6H20
Ni (NO3)2 6H20
CuSO4 5H20
Na2SeO3 5H.0
C10H16N2 Og
HCI
H,S0,
AgN O,
NaOH
K,Cr,0,
CdcCl,

1400,0
1250,0
412,5
50,0
15000,0
50,0
10269,0
0,3
10,0
0,3
0,2
0,3
0,7
10,0
0,3
0,2
0,5
50
0,0025
100 mL
100 mL
100000
5000,0
10000,0
100 mL
8L
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2.1.3. Equipos de laboratorio

A continuacién, se muestra la tabla 3, misma que contiene los equipos de laboratorio
a utilizar en la ejecucion del trabajo de titulacion dentro de los Laboratorios de
Investigacion de la Facultad de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia,
carrera de Biotecnologia de la Universidad Técnica de Ambato (UODIDE).

Tabla 3.

Equipos de laboratorio necesarios para el desarrollo del trabajo de titulacion.

Equipo Cantidad

[

Balanza analitica

Desecador

Equipo de filtrado al vacio

Equipo de absorcion atémica
Estufa

Horno microondas para digestion
Incubadora

Fotometro multiparamétrico Hanna
Medidor multipardmetro HI 9829

Mufla de ceramica BIOBASE

Plato de calentamiento con agitacion magnetica

e = = e e = S T =

Refrigerador
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2.2. Métodos

2.2.1. Toma de muestra, conservacién y transporte

Las muestras fueron tomadas de la planta de tratamiento de aguas residuales ubicada
en el sector Las Vifias al norte de Ambato, mismas que se recolectaron durante proceso
de tratamiento. Para la toma de muestra se contd con botellas ambar, estériles
correctamente etiquetados con la fecha y hora de la toma de muestra, el nimero o
nombre de la misma donde especificd que la muestra es simple. Cabe mencionar que
antes de recoger la muestra, el envase se lavo tres veces con la misma muestra que se
tomo, el envase se llend hasta el tope con la finalidad de eliminar interferencias
relacionadas a aireacion y se cerr0 herméticamente. Dichas recolecciones fueron

realizadas desde un mismo punto y de la misma manera para cada evento (DEP, 2010).

Por otro lado, para conformar la muestra simple fue basada en el procedimiento
descrito por las Normas NTE INEN 2169-2013, NTE INEN- ISO 5667-1:20114 y el
método estandar Ed. 23-1060 B. Se recolect6 1000 ml de muestra del mismo sitio por
triplicado y se transportd en un cooler con hielo, desde PTAR hacia el laboratorio de
investigacion de la Facultad de ciencia e ingenieria en alimentos y Biotecnologia de la
Universidad Técnica de Ambato (UODIDE). Es necesario mencionar que el hielo fue
necesario para mantener las muestras a una temperatura entre 3 - 4 °C con el objetivo

de que la muestra no pierda su propiedad ( Baird et al., 2017).
Preparacién de las muestras

En caso de ser necesario, el biosélido se diluyé con agua destilada para su
correspondiente analisis segin la Norma NTE INEN-ISO 5667-1:2014 (Aguilar et al.,
2020).

2.2.2. Métodos analiticos

Los parametros fisicoquimicos de los biosolidos de la PTAR se realizaron haciendo
uso del Laboratorio 1.4 “Analisis Medio Ambiente” de la Unidad Operativa de
Investigacion y Desarrollo UODIDE con la finalidad de realizar las mediciones de
parametros establecidos en la Tabla 1, se basé en los métodos analiticos descritos por
Standard Methods Ed. 23 ( Baird et al., 2017).
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Tabla 4.

Métodos de referencia de parametros en la caracterizacion de biosélidos.

Parametro Método de referencia

Potencial hidrégeno Standard Methods Ed. 23- 4500-H+ B
Temperatura Standard Methods Ed. 23- 2550- B
Conductividad Standard Methods Ed. 23-2510 C
Demanda quimica de oxigeno Standard Methods Ed. 23- 5220
Sélidos (ST, SV, SST, SSV) Standard Methods Ed. 23- 2540 B, C, E, G
Metales pesados Standard Methods Ed. 23- 3110
Cadmio Standard Methods Ed. 23- 3500- Cd
Cromo Standard Methods Ed. 23- 3500- Cr
Amoniaco Standard Methods Ed. 23- 4500- NH;
Nitrato Standard Methods Ed. 23- 4500- NO3
Sulfato Standard Methods Ed. 23- 4500- SO;~
Sulfuro Standard Methods Ed. 23- 4500- S2~

Fosfato Standard Methods Ed. 23- 4500- PO;~
Fuente. (Baird et al., 2017).
Potencial hidrogeno (pH)

La medicion del pH se realizé en el laboratorio 1.4 de la Unidad Operativa de
Investigacion y Desarrollo UODIDE-ICIA, para el cual se utiliz6 un equipo pH-metro
de mesa accumet AB200 previamente calibrado, mismo que cuenta con un electrodo

que fue enjuagado con agua destilada y posteriormente con la muestra (Fisherbrand,
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2023). Para lo antes mencionado se tomd aproximadamente 50 mL de muestra en un
Erlenmeyer y se introdujo el electrodo en la muestra (sin permitir que el electrodo
toque las paredes o el fondo) para finalmente registrar el pH de la muestra una vez que

los nimeros se encuentren fijos (Baird et al., 2017).
Temperatura

La medicion de Temperatura se realizé el laboratorio 1.4 de la Unidad Operativa de
Investigacion y Desarrollo UODIDE-ICIA utilizando el equipo pH-metro de mesa
accumet AB200 previamente calibrado (Fisherbrand, 2023). Se hizo uso de una
muestra de 50 mL colocada en un vaso de precipitacion y se introdujo el sensor
respectivo sin tocar paredes y fondo. El equipo leyé rapidamente y reporté los valores
de la muestra en °C (Baird et al., 2017).

Conductividad

Se tomd 50 mL de muestra en un vaso precipitado, se midi6 en laboratorio 1.4 de la
Unidad Operativa de Investigacion y Desarrollo UODIDE-ICIA con ayuda del pH-
metro de mesa accumet AB200 previamente calibrado y el uso de la sonda de
conductividad donde su unidad se mostro en pS/cm (micro siemens por centimetro)
(Fisherbrand, 2023).

Demanda quimica de oxigeno (DQO)

La determinacién de DQO se realizé en el 1.4 de la Unidad Operativa de Investigacion
y Desarrollo UODIDE-ICIA, donde se hizo uso del método HANNA con el vial de
reactivo DQO de bajo rango. El método HANNA para DQO fue adoptado de US: EPA
410.4 approved method for the COD determination on surface waters and
wastewaters, mismo que menciona que para medir la demanda quimica de oxigeno,
toda muestra debe pasar por un proceso de digestion en una solucion compuesta por
dicromato de potasio y &cido sulfurico concentrado. Debido a lo antes mencionado el
vial comercial de HANNA viene con la solucion digestora a la cual se le afiadié 2,5
mL de muestra y una vez cerrado herméticamente se colocé en un reactor HANNA
durante 2 horas a 150 °C. Una vez finalizada la digestion de la muestra y enfriado el

vial a temperatura ambiente, se procedio a realizar la medicién en el fotdmetro
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HANNA (HANNA, 2016). Cabe mencionar que el blanco para la medicién de DQO
fue agua destilada por lo que se realiz6 el mismo procedimiento antes mencionado,

pero en vez de muestra se colocé agua destilada.

Sélidos totales (ST), volatiles (SV), suspendidos totales (SST) y suspendidos
volatiles (SSV)

Para la determinacion de solidos se tomo en cuenta Standard Methods Ed. 23- 2540 B,
C, E, G mismo que se basa en la diferencia de pesos (Baird et al., 2017). Inicialmente
se tomd pesos de una cédpsula (usada para ST y SV) y de un filtro (usado para SST y
SSV). Se coloc6 50 ml de muestra en la capsula a 105 °C en estufa por 24 horas para
determinar ST, una vez que la muestra seca salid y se enfrid en un desecador se
tomaron pesos del crisol con la muestra seca. Luego se coloco la misma en una mufla
a 550 °C por 3 horas para determinar SV. Finalmente, para determinar SST y SSV se
realiz6 el mismo procedimiento anterior, pero en este caso los 50 ml de la muestra se
filtraron al vacio con un filtro y dicho filtro con muestra filtrada es el que se secé en
la estufa para posteriormente se pasar a la mufla. Cabe mencionar que en la
determinacion de SSV, el filtro con muestra seca se colocd en una capsula previamente

pesada para poder ser ingresado a la mufla.

El célculo de sélidos se realizé a partir de la siguiente formula:

(A-B)x1000
ml (muestra)

sélidos (g/L) = 1)

Donde,
A: Peso de crisol o filtro + muestra seca
B: Peso inicial de crisol o filtro

En caso de los SSV, A seria el peso del crisol con el filtro de muestra seca y B seria el

peso inicial del crisol.
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Medicién de Metales pesados (cadmio y cromo)

Para la digestion del cadmio se hizo uso del laboratorio canje de deuda de la Facultad
de Ciencia e Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia, donde inicialmente se realizd
una digestion de la muestra de acuerdo al protocolo de Standard Methods Ed. 23 3030
D ( Baird et al., 2017), mismo que menciona que antes de realizar los andlisis de
metales, es necesario que la muestra pase por un proceso de digestion basandose en el
método 3015A de digestion acida asistida por microondas (EPA, 2020), por lo que se
le afiadid 5 mL de acido nitrico a 45 ml de muestra, finalmente la digestion se genero
al colocar en el digestor microondas a 150 °C por 2 horas.

Una vez realizado lo antes mencionado, se procedi6 a la medicion de cadmio, donde
se hizo uso del espectrofotometro de absorcién atomica con horno de grafito y
lamparas PG, para lo cual se configuro la longitud de onda, siendo 228,8 nm para
cadmio (PG Instruments, 2022). Ademas, la curva de calibracion de la absorbancia en
funcién de la concentracion se realizé mediante estandares de 1 - 10 ppb de cadmio a
partir de una solucién patron de 1000 mg/L. Por ultimo, se leyd y registré las
absorbancias provistas por el equipo para calcular la concentracion de cada idn en
microgramos por litro (ug/L) de acuerdo con las curvas de calibracion. De igual
manera se realizé el procedimiento para medir cromo total en el espectrofotometro de
absorcién atémica, sin embargo, se utilizé solucién patron para cromo y la curva de

calibracion se realiz6 en rangos de 5 - 100 ppb. (Baird et al., 2017).

Por otro lado, la determinacién de cromo VI de los biosélidos se realizd en el
laboratorio 1.4 de la Unidad Operativa de Investigacion y Desarrollo UODIDE-ICIA
empleando el método rapido HANNA mediante el uso del fotdmetro multiparamétrico
HANNA HI183399 (HANNA, 2021), que fue adaptado de ASTM Manual of Water and
Environmental Technology, D1687-92, Diphenylcarbohydrazide method, mismo que
usa una formulacién de polvo seco denominado HI 93723-0 que contuvo un tapon
acido combinado con 1,5-difenilcarbohidrazida el cual reacciona con los iones de

cromo (V1) generando una coloracion parpura.

La concentracion de cromo VI se expres6 como ug/L de cromo VI. Las

especificaciones para la determinacion del metal se detallan en la tabla 5.
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Tabla 5.

Especificaciones para la determinacion de cromo VI.

Especificaciones Cantidad
Rango (ug/L) 0-100
Resolucion (ug/L) 1

Precision (a 25°C) + 5ug/L £ 4%
Fuente de luz (nm) 525

Fuente: (HANNA, 2021).
lones no metalicos

Los iones no metéalicos como nitratos, sulfatos, sulfuros, fosfatos y amonio se
determinaron en el laboratorio 1.4 de la Unidad Operativa de Investigacion y
Desarrollo OUIDE-ICIA mediante el uso del fotometro multipardametro HANNA HI
83399 (HANNA, 2021).

Medicién de nitratos

El para la determinacion de nitrato (NO3; — N) se realizo mediante el uso del fotdmetro
HANNA mismo que utiliza el método de reduccion de cadmio pata el analisis
respectivo por lo que se afiadié a la muestra un reactivo comercial (HI 93728-0) que
contenia granulos de cadmio para provocar que los iones nitrito reaccionen y formen

un compuesto altamente colorido (HANNA, 2021)
Medicion de sulfatos

La determinacion de sulfatos (S02™) fue posible con el uso del fotometro HANNA
mismo que utiliza la precipitacion del sulfato para su analisis, motivo por el cual se
afadid a la muestra un reactivo comercial (HI 93751-0) que contenia cristales de
cloruro de bario. Una vez realizada la reaccion de la muestra transcurrido un
determinado tiempo, se midi6 la misma con método establecido por el equipo que a su
vez mide con una fuente de luz de 466 nm (HANNA, 2021).
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Medicién de sulfuros

Inicialmente se realizo curvas de calibracion para sulfuro de 0 y 1 mg/L, donde se
observo un cambio de color a azul de metileno lo que resulta de la reaccion entre el
reactivo colorimétrico, Dimetil pimelimidato (DMP) y el sulfuro. Una vez realizado
lo antes mencionado, se coloc6 5 mL de cloruro de zinc al 2% en un balon de aforo de
25 mL, luego se adicion6 2,5 mL de solucion de DMP (2 g/L) con 20% de acido
sulfurico concentrado, hierro 111 (100 g/L) y 0,125 mL de sulfato de amonio, ademas,
se afiadio 10 mL de muestra con la finalidad de obtener una concentracion maxima de
sulfuro de 1 mg/L. Finalmente se medid la muestra en el fotometro HANNA a una
absorbancia de 610 nm (HANNA, 2021).

Medicion de fosfatos

Se seleccion6 el método Phosphate LR (P03 ™) en la pantalla del fotdmetro, luego se
midio el blanco el cual fue la misma muestra sin reactivos comerciales. EI método de
medicion de fosfatos en el fotometro HANNA se baso en Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater, Amino Acid method, que hace referencia a la
reaccion que tiene los fosfatos frente a reactivos formados por molibdato y amonio
motivo por el cual se colocaron dos reactivos comerciales (HI 93717A y HI 93717B)
y se midi6 con una fuente de luz de 525 nm (HANNA, 2021).

Medicién de amonio

Al igual que los iones anteriores, se hizo uso del fotometro HANNA para la medicion
de amonio (NH; — N) mismo que se bas6 en Standard Test Methods for Ammonia
Nitrogen donde se menciona que se debe afiadir solucion de Nessler (una combinacion
de hidroxido de sodio y yoduro de potasio) para que la muestra reaccione con los iones
amonio y cambie de color motivo por el cual se afiadié soluciones comerciales a 10
mL de muestra, especificamente 4 gotas de cada reactivo (HI93715A y HI93715B) vy
se procedio a medir en el fotometro con una fuente de luz de 420 nm (HANNA,
2021).
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2.2.3. Ensayos de toxicidad en la actividad metanogénica maxima especifica
Medio basal mineral con acetato

Se preparo el medio basal mineral (MB) en laboratorio 1.4 de Investigacion Ambiental
de la Unidad Operativa de Investigacion y Desarrollo UODIDE. Dicho MB estuvo
compuesto (en mg/L) por; NH,CI (280); KH,PO, (250); MgS0,.7H,0 (82,49);
CaCl, (10); NaHC 05 (3000); extracto de levadura (10); CH;COONa3H,0 (3204,53)
y 1 mL/L de solucién de elementos traza. La solucion de elementos traza se compuso
(en mg/L) por; H3BO; (0,05); FeCl,.4H,0 (2); ZnCl, (0,05); MnCl, (0,032);
(NHy)¢Mo0,0,,.4H,0 (0,05); Al,(S0,)5.18H,0 (0,14); CoCl,.6H,0 (2);
NiCl,.6H,0 (0,06); CuS0O,.5H,0 (0,04); NaSe0O5.5H,0 (0,1); EDTA (1); HCI
(0,001) (Garzon et al., 2015).

Actividad metanogénica maxima especifica

Para determinar la actividad metanogénica se hizo uso del laboratorio 1.6 de la Unidad
Operativa de Investigacion y Desarrollo UODIDE donde se realiz6 un bioensayo por
triplicado y se emplearon botellas &mbar (125 mL) selladas herméticamente con
tapones de corcho donde en una botella se coloc6 90 % de medio basal mineral con
acetato y 10 % de indculo bacteriano (muestra) ajustando previamente el MB a pH
7.1-7.6. El acetato fue quien tomé el papel de sustrato donador de electrones en el
bioensayo por lo que se afiadié 3,2 gramos por litro, esto para obtener condiciones

anaerobias para el crecimiento del consorcio bacteriano.

En una segunda botella de 225 mL se coloco hidréxido de sodio al 2% con la finalidad
de que el C0O, generado durante el proceso sea disuelto, de modo que el gas metano y
el dioxido de carbono sean separados. Finalmente, se armd el bioensayo de manera
que, la primera botella se conecte con la segunda a través de una manguera que contd
con una aguja hacia el exterior y adicionalmente se coloc6 una botella colectora para
retener la solucion de NaOH desplazado por el gas metano generado. Motivo por el
cual el método para cuantificar dicho biogas fue el método por desplazamiento liquido.

Los bioensayos se llevaron a incubacién por 3 dias a 30 °C (Garzon et al., 2015).
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Produccién de biogas con adicion de metales

La produccidn de biogas se realizo en el del laboratorio 1.6 de la Unidad Operativa de
Investigacion y Desarrollo UODIDE , donde se monitore0 la generacion de gas durante
72 h tomando 3 valores diarios que a su vez se expresaron como moles de CH, por g
de sdlidos suspendidos volatiles (SSV) (Garzon et al., 2015). En la botella ambar con
el medio y el inéculo se afiadio distintas cantidades de cadmio o cromo de manera
separada y se realizaron los bioensayos por triplicado para cada cantidad de metal
adicionado, donde el compuesto madre para el cadmio fue el nitrato de cadmio y para
la adicion de cromo VI fue el dicromato de potasio. Al igual que en la actividad
metanogénica especifica maxima, se conecté la botella con el medio, el inoculo y el
metal a otra que contenia NaOH al 2% mediante una manguera y una aguja, dicha
botella &mbar se encontrd sellada con tapon de corcho y estuvo de manera invertida.
Se separ0 el biogas segun sus componentes (didxido de carbono y metano) donde el
primero entro en contacto con el hidroxido de sodio y se convirtio en bicarbonato por
lo que fue absorbido, mientras que el segundo componente desplazo al hidréxido a
través de una segunda aguja direccionada hacia una botella o recipiente colector.
Finalmente, el hidroxido de sodio desplazado representd la cantidad de metano
generado en el bioensayo (Garzon et al., 2015). Cabe mencionar que el gas metano se
medid a partir de método volumétrico o de desplazamiento liquido, mismo que se basa
en la cuantificacion del metano generado a partir del uso de una sustancia desplazante
que en este caso serd el NaOH debido a su propiedad de reaccionar con demas
componentes gaseosos a excepcion del metano, permitiendo de tal manera una
medicion aproximada del volumen de metano producido (Metcalf & Eddy, 2014). Es
necesario recalcar que, para cada peso del recipiente con el hidréxido desplazado, se

tomo en cuenta la temperatura ambiente exacta en dicho tiempo.

Ademas, para la determinacién de la concentracion de metano generada, se hizo uso
de la ley de los gases ideales especificamente la Ley de Avogadro y segun ( Moya,

2019), la ecuacion se da de la siguiente manera:
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PV = nRT (2)
Donde,

P: Es la presion del gas que para este caso es la presion atmosférica de Ambato (0,7370

atm).

V: Es el volumen adquirido de hidroxido misma que representd a la cantidad de

metano.

n: Es el nimero de moles del gas que para este caso seria de metano, mismo que fue

despejado y determinado posteriormente.

R: Es la constante de los gases ideales (0,08206 M).

mol+xK

T: Es la temperatura del gas medida en Kelvin.

2.2.4. Determinacion del indice de toxicidad

Se determind el efecto inhibitorio de los metales pesados sobre la actividad
metanogeénica o la velocidad de crecimiento del indculo bacteriano proveniente de
biosdlidos del biodigestor de la planta de tratamiento de aguas residuales de Ambato
realizando varios bioensayos afiadiendo distintas concentraciones de cadmio y cromo
hexavalente, de manera que se evidencie la disminucion de la actividad respecto al

bioensayo control (sin metales pesados).

El parametro a su vez se calculd en base a la siguiente ecuacion:

1) =(1- M) 100 (6)

1(CHy )control

Donde, IC es porcentaje de indice de toxicidad, r(CH, ). es la tasa de generacion de
metano estacionaria de la fase de crecimiento con las concentraciones ensayo de los
metales a evaluar y (CH, ) contror €S 12 tasa de generacion de metano control sin la
presencia de los metales a evaluar, a su vez la division de estos dos rendimientos y su
multiplicacion por 100, represento el porcentaje de actividad metanogénica maxima
especifica (Ochoa et al., 2009).
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CAPITULO IIl.- RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Andlisis y discusion de los resultados

3.1.1. Caracterizacion fisicoquimica de biosélidos provenientes de la planta de

tratamiento de aguas residuales de Ambato

En la tabla 6 se muestra los resultados de la caracterizacion fisicoquimica de biosélidos
provenientes del biodigestor de la planta de tratamiento de aguas residuales de
Ambato, donde ademas se observa los valores tipicos de iones metalicos y no metélicos
en biosolidos de plantas de tratamiento de aguas residuales, segun los libros
“Wastewater Engineering Treatment and Resourse Recovery” de Metcalf & Eddy,
(2023) ; “Ingenieria de los sistemas de tratamiento y deposicion de aguas residuales”

de Valdez & Vasquez, (2003).
Tabla 6.
Resultados de la caracterizacion fisicoquimica de biosolidos proveniente del

biodigestor de la PTAR-Ambato en comparacion con limites maximos permisibles

para biosolidos.

Parametros Expresado  Cantidad obtenida  Valor tipico  Valor tipico
como: (Metcalf & (Valdez &
Eddy) Vézquez)
Cadmio Ma/L 60,74 + 0,003 126 pg/L -
Cromo VI ug/L 7 - 11,5 pug/L -
Cromo total Ma/L 813,87 £ 0,007 81,68 pg/L -
Amonio mg/L 660 - 41 mg/L 50 mg/L
Fosfatos mg/L 24166 = 1443 - 96,94 mg/L
Nitratos mg/L 40 - - 181,77 mg/L
Sulfatos mg/L 120 - - -
Sulfuros mg/L 9,04 - - -
ST mg/L 12118 - 16120 mg/L 12000 mg/L
sV mg/L 6252 - 3040 mg/L 3500 mg/L
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SST mg/L 8200 - 4490 mg/L -

SSV mg/L 3600 - 3890 mg/L -
DQO mg/L 1053,33 = 11,54 1016 mg/L 1000 mg/L
Temperatura °C 25,80 - <40°C -
Conductivida puS/cm 693,80 - 500-1500 -
d
pH - 7,73 + 0,005 6-8 6-9

Nota: Los resultados obtenidos representan la media de 3 repeticiones y su respectiva

desviacion estandar.

Inicialmente se realiz6 el analisis de los parametros fisicos de la muestra de biosélidos
del biodigestor de la PTAR-Ambato como son temperatura, conductividad y pH. La
temperatura mostro resultado de 25,8 °C el cual se encontr6 dentro del valor tipico de
ser menor a 40 °C propuesto por (Metcalf & Eddy, 2014), tomando en cuenta que este
valor fue medido media hora después de la recoleccion de muestra por lo que su
temperatura bajé en comparacion a la temperatura del biodigestor misma que segun
GAD, (2020), fue de 36 °C. La disminucion de la temperatura pudo deberse a que la
muestra fue transportada a 4°C hasta el laboratorio 1.4 de la Unidad Operativa de
Investigacion y Desarrollo UODIDE para su correspondiente andlisis. Conjuntamente,
es oportuno decir que si la temperatura fuese mayor a la establecida afectaria a las sales
y a la solubilidad de gases en la muestra, mientras que a una temperatura menor a 40
°C favorece el desarrollo del consorcio bacteriano aumentando su actividad metabdlica

en una temperatura adecuada (Durai & Rajasimman, 2010).

La conductividad por otra parte, mostro un resultado de 693,8 uS/cm que se encuentra
dentro del valor tipico por Metcalf & Eddy, (2023), con un valor de 500 uS/cmy 1500
pS/cm de conductividad para lodos activados de un digestor y estos a su vez se basaron
en el Environmental Protection Agency. EI método de conductividad es ampliamente
utilizado para estimar la cantidad de sélidos disueltos totales porque tiene una relacion
directa con la concentracion de sustancias ionizadas disueltas en la muestra que se

desee analizar lo cual el resultado se ve influenciado por la temperatura, dado que a
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medida que la temperatura aumenta, también lo hace la conductividad debido al
movimiento de los iones en la solucion (Grellier et al., 2006). En el analisis del pH se
obtuvo un resultado de 7,73 + 0,0057 encontrandose dentro del valor tipico. Pues
Metcalf & Eddy, (2023); Valdez & Vésquez, (2008) en sus libros “Wastewater
Engineering Treatment and Resourse Recovery” e “Ingenieria de los sistemas de
tratamiento y deposicion de aguas residuales”, respectivamente, aluden que el pH
optimo debe encontrarse entre 6 y 9 con la finalidad de mantener un proceso de
tratamiento de lodos activados eficaz garantizando a su vez las condiciones Optimas

para que el proceso funcione bien.

Los iones metalicos evaluados en el biosélido del biodigestor de la PTAR fueron
cadmio, cromo VI y cromo total, mismos que presentaron concentraciones de 60,74 ,
7 y 813,87 ug/L respectivamente. Cabe mencionar que estos metales son considerados
metales pesados toxicos debido que su densidad es mayor a 5 g/cm3 y por su capacidad
de ingresar a las vias fluviales ocasionando contaminacion ambiental e incluso llegan
a introducirse en células bacterianas que favorecen la descomposicion de la materia
orgénica causando toxicidad en su metabolismo celular (Hu et al., 2018). Ademas,
como se visualiza en la Tabla 6, la cantidad de cadmio y cromo (VI) se encuentra
dentro del valor tipico establecido por Metcalf & Eddy, (2023), mientras que el valor
de cromo total no se encontrd dentro de los datos de referencia por el mismo autor
mencionado, el cual fue de 81,68 ug/L, demostrando de tal manera que el cromo total
sobrepasa dicho rango 10 veces mas a lo establecido, lo cual podria afectar el

tratamiento de biosolidos.

Por otro lado, el valor obtenido de cromo (VI) de 7 pug/L pudo verse afectado a causa
de la presencia de sulfatos y sulfuros en la muestra, segun mencionan Durai &
Rajasimman, (2010) es posible disminuir el cromo (V1) a través de la actividad sulfato
reductora en ambientes anaerobios con presencia de compuestos organicos y cromo
(V1) , provocando que el sulfato se reduzca a sulfuro y el sulfuro proceda a reducir el
cromo (V1) acromo (I11), lo que incitaria una disminucién del valor obtenido de cromo

(V1) e incluso se podria obtener un valor por debajo de los limites permisibles.

27



Los iones no metalicos analizados en la muestra de biosdlidos fueron amonio,
fosfatos, nitratos, sulfatos y sulfuros, mismos que son considerados a su vez como
nutrientes que favorecen el desarrollo de microorganismos donde amonio y nitrato son
utilizados como fuente de nitrégeno, fosfato como fuente de fosfato, finalmente el
sulfato y sulfuro como fuente de azufre (Meegoda et al., 2018). La concentracién de
nitrato en los biosélidos fue de 40 mg/L mismo que no pudo ser comparado con valores
teoricos establecidos de concentraciones en biosélidos, sin embargo, Naz et al., (2015)
determind que, en lodos de depuradora y condiciones anaerobias, los nitratos pueden
Ilegan a medir hasta 136,9 mg/L, por ende, el resultado obtenido en los biosolidos de
la PTAR es bajo por lo que no afectaria en el funcionamiento del tratamiento
secundario de la PTAR- Ambato. La concentracion de amonio fue de 660 mg/L lo
cual sobrepasa el valor tipico establecido por Metcalf & Eddy, (2023) y (Valdez &
Véasquez, 2008), de 41 mg/L y 50 mg/L respectivamente, lo que pudo ser consecuencia
de la presencia de materia organica proveniente de lugares de faenamiento o de los
servicios sanitarios de cada hogar, teniendo en cuenta que los desechos fecales y
materia organica en general que entra a la PTAR tiene un alto contenido de nitrogeno
en forma de nitrégeno orgéanico y amonio, los cuales durante el primer tratamiento
realizado por la PTAR deben ser disminuidos en cantidad para que se proceda al

tratamiento secundario en el biorreactor (GAD, 2020).

Otro de los parametros de iones no metalicos fue el fosfato con una concentracion
obtenida de 241,66 mg/L, observandose también que presentd una alta desviacion
estandar luego de ser calculada a partir de las tres mediciones realizadas y a su vez el
valor de 241,66 mg/L es muy alto en comparacion al valor de referencia de 96,94 mg/L
establecido por Valdez & Vasquez, (2008), dicho valor pudo deberse a que el origen
de la muestra fue el biodigestor de la PTAR mismo que forma parte de su tratamiento
secundario el cual no permite eliminar mas de 2 mg/L de fosfato porque en el
biodigestor no es posible realizar hidrdlisis acida y al encontrarse en ambiente
anaerobio provoca el efecto de eutrofizacion que es el exceso de nutrientes inorganicos
como nitrato y fosfato en un ambiente acuatico ademas de impedir el crecimiento de
microorganismos aerobios y generar mal olor (Garcia et al., 2018). En cuanto a los
iones sulfato y sulfuro, no se encontraron valores de referencia para su presencia en

lodos activados, sin embargo, Naz et al. (2015), menciona en su estudio que la cantidad
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méaxima de sulfatos fue de 84,2 mg/L lo que significaria que hay gran cantidad de
sulfatos que sobrepasa la referencia. Al igual que la cantidad de cromo (VI) se vio
afectado al reducirse a cromo (I11), la cantidad de sulfuro aumenté al disminuir el

sulfato, esto debido a la actividad sulfato reductora (Durai & Rajasimman, 2010).

Dentro de los parametros que tiene una muestra de biosolidos de un digestor, se
mencionan a distintos sélidos como ST, SV, SST y SSV. Los resultados obtenidos de
ST fue 12118 mg/L y SST fue 8200 mg/L mismos que se encuentran muy elevados en
comparacién con Metcalf & Eddy, (2023); Valdez & Vasquez, (2008) que cuentan con
valores tipicos para ST de 16120 mg/L y 12000 mg/L respectivamente y con valores
referenciales para SSV de 3890 mg/L segun (Metcalf & Eddy, 2014) , ademas los
valores elevados de ST y SST sefialan una alta concentracion de biomasa ya sea viva
0 muerta y una elevada cantidad de sedimentos dentro del biodigestor de la PTAR
(Mullins et al., 2018). De la misma forma las concentraciones de 6252 mg/L de SV y
3600 mg/L de SSV se encontraron por encima de los valores de Metcalf & Eddy,
(2023) de 3040 mg/L para SV y 3890 mg/L para SSV. Los SV 0 SSV se mostraron en
rango mayores a los referenciados, por consecuencia de la elevada cantidad de materia
orgénica que queda en el biosélido donde dichos resultados representan la misma ya
que esta se oxida formando gas carbdnico y agua que se volatilizan a 550 °C, a su vez
estiman la concentracion de lodos activados en el biodigestor lo que permite que la
PTAR use esos parametros para controlar sus desechos o recirculacion (Mullins et al.,
2018).

Finalmente, la concentracion de DQO en los bios6lidos del biodigestor fue de 1053,33
+ 11,547 mg/L lo cual sobrepasé los valores de 1016 mg/L y 1000 mg/L establecidos
por Metcalf & Eddy, (2023); Valdez & Vasquez, (2008) respectivamente. Segln
Metcalf & Eddy, (2023), existen varios factores que afectan el valor de DQO,
aumentandolo de manera excesiva en un reactor bioldgico, los que incluyen una alta
carga de materia organica en el sistema, un exceso de microorganismos que consumen
oxigeno o la falta de disponibilidad de oxigeno para los microorganismos, donde el
primer y Gltimo factor pueden ser las razones principales ya que el biodigestor de la
PTAR-Ambato se encuentra en condiciones anaerobias con un alto contenido de

materia organica.
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3.1.2. Determinacion de la actividad metanogénica maxima especifica (AME) del

indculo bacteriano a partir de la produccion de biogas.

En las Figuras 2 y 3, se observa la tasa de generacion de metano por bacterias
anaerobias presentes en los biosolidos del biodigestor de la PTAR- Ambato, donde se
adiciond distintas concentraciones de cadmio y cromo hexavalente a distintos
bioensayos con biosélido como indculo y medio basal mineral con acetato para
favorecer el desarrollo de microorganismos que generan gas metano y se incubd
durante 3 dias, con la finalidad de determinar la AME del in6culo bacteriano con
adicion de metales pesados respecto a un control.

Figura 2.

Tasa de generacion de metano en funcion a distintas concentraciones de Cd.
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Nota: Mediante el método de desplazamiento volumétrico se obtuvo valores
aproximados de moles de metano aplicando la ley de los gases ideales, mismo que
favorecid a la obtencion de la tasa de generacion de metano para ser comparado con
su porcentaje de actividad metanogénica maxima especifica respecto a las distintas
concentraciones de cadmio adicionadas a cada bioensayo realizado.
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Segun la Figura 2, se hizo evidente que la tasa de generacién de metano que se vio
reflejado en moles de metano por gramo de SSV al dia. Mullins etal., (2018),
menciona que los SSV representan la cantidad de materia organica que se encuentra
en una muestra por lo que tedricamente esos compuestos organicos que componen a
los SSV son convertidos en metano, debido a ello la tasa de generacion de metano
estuvo representado en moles de metano por gramo de materia organica. Ademas, se
visualizé que el control a diferencia de los bioensayos con adicion de cadmio, tuvo un
valor méximo de tasa de generacion de metano de 0,6 moles de metano por gramo de
SSV, mientras que, al adicionar cadmio, la tasa de generacion de metano disminuy6
significativamente al finalizar los bioensayos de 3 dias de duracion (Anexo C- Figura
6). De acuerdo a (DEP, 2010), las caracteristicas quimicas y bioldgicas de los
biosolidos que han sido utilizados como indculo y el medio basal con acetato, son
adecuadas para que los microorganismos anaerobios puedan desarrollarse y ser
activos, lo que reflejo que la adicion de acetato fue eficaz para el desarrollo de

microorganismos metanogénicos aumentando su potencial.

Durai & Rajasimman, (2010), mencionan que la degradacion de contaminantes en un
biodigestor esté directamente relacionada con las actividades microbianas presentes,
por ello, cuando la concentracion de metales es alta, la actividad microbiana se ve
afectada. Esto se evidencid al comparar el porcentaje de AME al adicionar un metal
como el cadmio de manera que disminuyé conforme la concentracion de metal fue
aumentando, dandose un porcentaje de AME de 100 %, 80 % 67,11 %, 59,89 %, 50
%, 30,8 %, 29,82 % y 20 %, a concentraciones de cadmio de 0 mg/L , 15 mg/L, 21,42
mg/L , 25 mg/L, 28,4 mg/L, 35 mg/L, 36,36 mg/L y 50 mg/L respectivamente. Un
estudio preliminar realizado por Abdel & Mansour, (2014) en el que se analizo el
efecto del mercurio, cadmio y cromo hexavalente, menciond que la tasa de generacion
de metano en 300 dias fue de 40,96 moles de metano y durante 72 horas dicha tasa de
generacion fue de 0,53 moles de metano, ademas el estudio menciona que al afiadir
13,6 mg/L de cadmio se generd un 80 % de actividad metanogénica maxima especifica
, mientras que al afiadir 0,34 mg/L de cadmio se redujo la actividad metanogénica en
un 76,8 % . Los valores obtenidos en el estudio de referencia pudieron deberse a que
durante la experimentacion se realiz6 una alimentacion por pulso de cadmio es decir

que constantemente se ingresaba distintas cantidades de cadmio al sistema.
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Figura 3.

Tasa de generacion de metano en funcion a distintas concentraciones de Cr (VI).
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Nota: Mediante el método de desplazamiento volumétrico se obtuvo valores
aproximados de moles de metano aplicando la ley de los gases ideales, mismo que
favorecio a la obtencion de la tasa de generacion de metano para ser comparado con
su porcentaje de actividad metanogénica maxima especifica respecto a las distintas
concentraciones de cadmio adicionadas a cada bioensayo realizado.

La productividad de metano o productividad metanoica es uno de los indicadores que
se utilizan para determinar la cantidad de biogas que se produce en un biodigestor, este
parametro se refiere a la cantidad de metano que se produce por unidad de tiempo, a
partir del sustrato que se ha cargado en el bioensayo (Rivas et al., 2016). En la Figura
3, se observo que la tasa de generacion de metano disminuye cuando la concentracion
de cromo adicionado es mayor. En el control, debido a la ausencia del metal, la AME
[legb al 100% con una tasa de generacion de 0,6 moles CH,/ g SSV* dia. Mientras que
los bioensayos con adicion de cromo han afectado la generacion de metano debido a
la toxicidad que dicho metal tiene hacia los microorganismos presentes en los
biosolidos. Los microorganismos se vieron afectados por la toxicidad de los aniones
Cr (V1) porque tienen un alto potencial redox, lo que genera condiciones extremas de

oxido-reduccién dificultando la vida de microorganismos anaerobios, ademas, los
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aniones Cr (V1) reacciona con agentes reductores del organismo ya sea acido ascérbico
o tiol, generando radicales hidroxilos, superdxidos e iones perdxido de hidrogeno lo

que puede dafiar proteinas y acidos nucleicos intracelulares (Hu et al., 2018).

Ademas, para que disminuya la generacion de metano se requirio la adicién de mayor
cantidad de Cr (VI) que cantidad de Cd (I1), lo cual pudo deberse a la existencia de
microorganismos reductores de Cr (V1) o a que el in6culo inicialmente tuvo un alto
contenido de cromo, favoreciendo a que los microorganismos pertenecientes al mismo
se adapten a dicha condicidon o a su vez, debido a la presencia de sulfuros, a la
presencia de microorganismos reductores de Cr (VI) o a través de componentes
presentes en el protoplasma celular (&cidos organicos, proteinas, aminoacidos,
carbohidratos, nucledétidos, y flavonoides) que pueden servir como donantes de
electrones favoreciendo a que dicho metal sea transformado en Cr (I11) haciendo de
este metal un metal inerte que se precipita y forma parte de los sélidos en la muestra
(Hu et al., 2018). Por ende, la AME mantuvo su alto nivel de generacion de metano,
sin embargo, al adicionar valores igual o0 mayor al antes mencionado, como son: 75;
85,45; 95,97; 100; 150; 173,98 y 200 mg Cr (VI)/L, se observd una disminucion
significativa del AME llegando hasta un porcentaje de 20.

Cabe mencionar que la tasa de generacién de metano puede verse afectada por la
temperatura, debido que se cuantificO el metano a partir del método por
desplazamiento liquido utilizando hidroxido de sodio como sustancia desplazante
mismo que la ser desplazado represent6 la cantidad de metano generado, para el cual
se realiz6 mediciones del volumen desplazado cada cierto tiempo tomando en cuenta
la temperatura exacta del ambiente al momento de su medicion. Dicha temperatura fue
utilizada para determinar los moles de metano a partir de la ley de los gases ideales
(ecuacion 2). Moya, (2019) menciona que, dentro de la ley de los gases ideales, la
temperatura tiene un impacto significativo en el estado de las moléculas del gas ya que
puede aumentar o disminuir su velocidad y a su vez aumentando o disminuyendo la

cantidad de moles del gas.
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3.1.3. Estimacién del indice de inhibicién toxica de Cd y Cr (V1) en la actividad

metanogenica del indculo bacteriano de los biosélidos del biodigestor.

Los metales pesados son altamente reactivos cuando se encuentran en forma cationica
0 unidos a otros compuestos, ya que tienen una alta afinidad bioquimica hacia grupos
funcionales (como los grupos sulfhidrilo) que son importantes para las enzimas que
catalizan reacciones criticas en un organismo. Se ha observado que los iones metalicos
pueden interactuar con componentes celulares, incluyendo ADN vy proteinas,
provocando alteraciones conformacionales y dafios que pueden afectar el ciclo celular
(Duran etal., 2018). Actualmente se ha incorporado una idea nueva que se llama
Concentracién Inhibidora (IC) la cual se usa para describir los efectos negativos y
toxicidad de los metales en la inhibicion de la actividad metanogeénica de los sistemas
bioldgicos anaerobios (Metcalf & Eddy, 2014). En el presente estudio se analizo el
efecto toxico del cadmio y cromo (V1) en la actividad metanogénica maxima especifica
de un indculo bacteriano de biosolidos del biodigestor de la PTAR-Ambato en base a
la adicidn de distintas concentraciones de los mismos dentro de varios bioensayos
(Anexo D).

En la Tabla 7 se observa las concentraciones de cadmio y cromo hexavalente para
producir inhibicion del 20, 50 y 80 % de la AME en microorganismos anaerobios
presentes en los biosdlidos del biodigestor de la PTAR-Ambato, donde dichas
concentraciones fueron establecidas en base a las pendientes del control con respecto
a la tasa de generacion de metano de cada metal expresadas en n CH,/ g SSV* dia
(Anexo C), y se compard respecto al control segun la ecuacion de inhibicion (3) (véase
en el apartado 2.2.4). Cabe mencionar que se realizd bioensayos con cuatro
concentraciones diferentes para cada metal y para determinar las concentraciones
inhibitorias requeridas, en caso de ser necesario, se realizé interpolacién a partir de la
recta obtenida con las concentraciones establecidas de 15, 25, 35y 50 mg/L de cadmio
y de 75, 100, 150 y 200 mg/L de cromo (V1).
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Tabla 7.

Concentraciones inhibitorias de cadmio y cromo (V1) del 20, 50 y 80 %.

Cd (mg/L) Cr (mg/L)

1Cy 15 75
ICs, 28,40 100
ICqo 50 200

En base a los porcentajes de inhibicion presentados en la tabla # respecto a la toxicidad
de ambos metales en la AME del inoculo bacteriano, se puede evidenciar que el
cadmio es mas toxico que el cromo hexavalente ya que se requirio de menor
concentracion para inhibir la generacion de metano. Los iones de metales pesados
tienen un efecto incrementador en la actividad de bacterias siempre y cuando se
encuentren en bajas concentraciones, sin embargo, a partir de una concentracion
considerable de los metales, pueden proporcionar toxicidad provocando disminucion
de la velocidad de crecimiento y de la generacion de metano, dicha toxicidad aumenta
con el peso molecular por lo que el orden de toxicidad de los metales pesados es
Ni>Cu>Cd>Cr(VI) — Cr (I11)>Pb>Zn (FAO, 2011).
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Figura 4.

Porcentajes de inhibicién toxica de cadmio y cromo (V1) sobre bacterias anaerobias
presentes en los biosélidos del biodigestor de la PTAR-Ambato.

50,00 80,00
< 36,36 70,18
3 35,00 69,20
£ 28,40 50,00
g 25,00 40,11
% 21,42 32,89
é 15,00 20,00
0,00 0,00
0 20 40 60 80 100
Inhibicion (%)
a)
= 200,00 | 80,00
S 173,98 . 70,65
G 150,00 GGG 62,02
€ 100,00 |GGG 50,00
3 95,97 NG 45,00
£ 8545 I 3197
g 75,00 | 20,00
O 0,00 0,00
0 20 40 60 80 100
Inhibicion (%)
b)

Nota: A partir de la realizacion de bioensayos para generacion de metano, se obtuvo
inhibicién de la AME al adicionar cadmio y cromo (VI). a) Se visualiza que las
inhibiciones se incrementaron conforme se aument6 la cantidad de cadmio, partiendo
de 15; 25; 35; 50 mg C/L y provocando inhibiciones de 20; 40,11; 69,20 y 80 %
respectivamente. b) Las inhibiciones se incrementaron conforme se aumentd la
cantidad de cromo, partiendo de 75; 100; 150; 200 mg Cr/L y provocando inhibiciones
de 20; 50; 62,02 y 80 % respectivamente.
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Como se observa en la Figura 4a el efecto inhibitorio se ha hecho evidente al reducir
la actividad metanogénica maxima especifica conforme la concentracion adicionada
de metal va en aumento. Se realizaron bioensayos adicionando concentraciones de
cadmio de 15, 25, 35y 50 mg/L mismos que presentaron inhibiciones de 20; 40,11,
69, 2y 80 % respectivamente, lo cual se encuentra dentro de los parametros para
inhibir a AME en comparacion a estudios realizados con dicho metal para la
produccion de biogéas establecidos por Abdel & Mansour, (2014), mencionando en su
estudio que la inhibicion por cadmio en la generacion de metano parte de 0,1 a 75 mg
Cd /L , donde el valor mayor puede inhibir de un 90 a un 100 % la generacién de
metano. Los valores inhibitorios para las concentraciones de 21,42 ; 28,4; 36,36 mg/L
fueron establecidos a partir de la recta obtenida de la curva de concentracidn respecto
al porcentaje de inhibicion a partir de una interpolacion (Anexo C — Figura 8). La
toxicidad del cadmio en microorganismos anaerobios radica en que inhibe las
actividades enzimaticas de los microorganismos presentes en las plantas de
tratamiento de aguas residuales, ademas de que a inhibir estas enzimas hace que se
interrumpa los metabolismos microbianos y ocasiona dafios en su membrana celular
(Grazioso et al., 2020).

Los efectos toxicos del cadmio se dieron en concentraciones muy bajas en
comparacion a la toxicidad del cromo (V1) se pudo deber a que los microorganismos
utilizan mecanismos de transporte de nutrientes a través de la membrana celular,
ademas tiene la capacidad de interactuar con los transportadores de membrana que se
encargan de absorber los nutrientes, limitando los sitios de union de proteinas mediante
el proceso denominado mimetismo cationico que es la capacidad de imitar ser un
nutriente para que las proteinas transportadoras introduzcan el cadmio en las células
evitando que los nutrientes que de verdad son esenciales para el funcionamiento de la
célula entren en la misma, por ende provoca dafios celulares e incluso provocaria la

muerte celular (Genchi et al., 2020).

Por otro lado, en el estudio de Abdel & Mansour, (2014), se realizd una evaluacion de
la toxicidad del mercurio, cromo y cadmio en la digestion anaerobica de lodos de una
PTAR, donde se evidencio que el nivel de toxicidad de cada metal fue en el orden de:

Hg>Cd>Cr al inhibir en un 80 % la generacion de metano en concentraciones de 55
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mg/L con cadmio y 225 mg/L de cromo (V1) , valores muy cercanos a los adicionados
en el presente estudio segun la Figura 4 donde la cantidad de cadmio (Figura 4a) fue
menor a la de cromo (VI) (Figura 4b) para que se genere toxicidad. Estudios
previamente reportados hacen referencia a interacciones metal-microorganismo
sosteniendo que dicha combinacién da lugar a la inhibicion de la actividad del
organismo e incluso ocasionar la muerte del consorcio bacteriano (EPA, 2020a). Por
esta razon, el cadmio ejercio toxicidad en la AME del indculo bacteriano ya que este
metal segin Grazioso etal., (2020), tiene la capacidad de reemplazar el zinc y
manganeso de ciertos sitios de union de una proteina especifica relacionada con el
ADN, lo que puede afectar su estructura debido que dichos iones tienen cargas y
tamafios similares, por lo tanto, la presencia del cadmio puede tener un efecto toxico

en el organismo.

Segin (FAO, 2011), la inhibicion experimentada por los microorganismos varia
ampliamente segln diversos factores, por ejemplo, si la incorporacién del metal se da
de manera gradual, los microorganismos pueden adaptarse y reducir el efecto toxico,
si los metales que se adicionan son solubles debido que pueden presentar mayores
dificultades para el proceso en comparacion con las formas insolubles o si existe la
presencia de sulfuros porgue estos disminuyen la toxicidad de los metales al formar
sulfuros de metal insolubles (excepto para el cromo), los cuales se precipitan y

permiten tolerar altas concentraciones de metales pesados en estos casos.

El dltimo caso mencionado fue el que se present6 en la realizacion de los bioensayos,
pues al existir cierta cantidad de sulfuros en los inoculos, la inhibicién por parte del
cromo se vio afectada pues se requirié de gran cantidad del mismo para que inicie un
efecto inhibitorio en la generacion de metano como se pudo observar en la Figura 4b
donde la inhibicion del 20% se dio con la adicién de 75 mg Cr (VI)/L, mientras que la
inhibicion del 80% se dio con la adicidon de 200 mg/L. Adicionalmente, puede existir
otro motivo por el cual se requiri6 mayor concentracién de cromo para inhibir el
inoculo el cual puede ser que existié remocion biologica del metal por parte de
microorganismos denominados Pseudonomas sp., Bacillus licheniformis, Bacillus

megaterium y Candida maltosa que tienen un efecto microbiostatico al remover el
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cromo hexavalente, removiendo el metal y deteniendo el crecimiento microbiano sin

matar al organismo (Ake et al., 2023).

3.2. Verificacion de hipdtesis

A partir de los datos obtenidos de los bioensayos y del analisis ANOVA (Anexo E),
se hace factible aceptar la hipdtesis alternativa dado que la adicion de metales pesados
como el Cd?*y Cr®* a concentraciones de 50 y 200 mg/L respectivamente, tuvo un
efecto inhibitorio sobre la actividad metanogénica maxima especifica de
microorganismos anaerobios de los biosolidos del biodigestor de la Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales de la ciudad de Ambato sector Las Vifias, lo cual se

evidencio al disminuir la tasa de generacion de metano en el transcurso de 3 dias.
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CAPITULO IV .- CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. Conclusiones

A partir de la estimacion de generacion de metano mediante un método de
desplazamiento volumétrico y el enriquecimiento con medio basal mineral con
acetato, se evalud la inhibicién toxica del cadmio (I1) y cromo (VI) en la
actividad metanogénica de un in6culo bacteriano proveniente de biosolidos del
biodigestor de la PTAR-Ambato, donde se demostr6 que al aumentar
concentraciones de cadmio y cromo (V1) existe una disminucion significativa
de la actividad metanogénica maxima lo que ocasionaria inconvenientes en el
proceso de digestion anaerobio de la PTAR representando un riesgo potencial
tanto para el medio ambiente como para la salud humana.

Se realiz0 la caracterizacion fisicoquimica de los biosolidos del biodigestor de
la PTAR-Ambato, en la tabla 6 se evidencié que pardmetros como nitratos,
temperatura, conductividad y pH estuvieron dentro de los valores tipicos de
lodos activados de una PTAR. Mientras que Cr (VI) y sulfuros presentaron
valores menor y mayor al referencial respectivamente, lo que pudo deberse a
la actividad sulfato reductora donde el sulfato se reduce a sulfuro y el sulfuro
reduce el cromo (V1) a cromo (I11).

Mediante la adicién de metales pesados como el cadmio y cromo (V1) (Figuras
2y 3) en la mezcla de medio basal mineral con acetato y el in6culo se demostrd
que existe toxicidad directa por parte de estos metales en la actividad
metanogénica especifica maxima. La actividad metanogénica maxima
especifica del indculo sin adicion de metales presentd una tasa de generacién
de metano de 0,6 moles CH,/ g SSV por dia, mismo que fue disminuyendo con
la adicion de 15, 25, 35 y 50 mg Cd/L provocando tasas de generacion de
metano de 0,45; 0,34; 0,18 y 0,12 moles CH,/ g SSV por dia respectivamente.
Tambien disminuy6 con la adicion de cromo (V1) en concentraciones de 75,
100, 150 y 200 mg Cr (VI)/L generando tasas de 0,43; 0,29; 0,22 y 0,12 moles
CH,/ g SSV por dia donde las generaciones de metano mencionadas pudieron
verse sujetas a cambios ya que para la transformacion de volumen de NaOH a

moles de metano se tomd en cuenta la temperatura exacta al momento de
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monitorear la generacion de metano, en caso de la temperatura ser mayor o
menor, las moles de metano obtenidas cambiarian.

La estimacion del indice de toxicidad del cadmio y cromo hexavalente sobre
la actividad metanogénica de bacterias anaerobias se realizO mediante un
andlisis de concentracion inhibitoria (Figura 4), donde se compar6 las
concentraciones del metal afladido respecto a la disminucion de su actividad
metanogénica. Los resultados de inhibicion toxica para IC,q, ICso € ICgo CON
la adicion de cadmio se dieron al adicionar 15; 28,4 y 50 mg/L
respectivamente, de los cuales el valor de ICs, se determind a partir de la recta
de comparacion entre las cuatro concentraciones afiadidas y el porcentaje de
inhibicion calculado a partir de dichas concentraciones (Anexo B - figura 8).
De igual manera, la inhibicion toxica para IC,,, ICs, € 1Cg, con la adicion de
cromo (V1) se dieron al afiadir concentraciones de 75, 100, y 200 mg/L. Las
inhibiciones al comparar ambos metales se evidenciaron que se requiere de
mayor cantidad de cromo que de cadmio para que se inhiba al mismo

porcentaje.
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4.2. Recomendaciones

Ejecutar un proyecto enfocado a la toxicidad de distintos metales en la
actividad metanogénica maxima especifica combinando varios metales en un
mismo ensayo.

Disefiar un sistema que permita capturar gas metano puro y que al mismo
tiempo dicho sistema permita degradar la materia organica disminuyendo la
contaminacion por metales pesados en biosolidos.

Implementar técnicas de identificacion de microorganismos presentes en los
biosélidos, con la finalidad de conocer si cuentan con metabolismos que
permitan reducir la contaminacién por metales pesados o su importancia en la

degradacion de materia organica.
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Anexos
Anexo A. Carta de compromiso con EMAPA

Figura 5.

Carta de compromiso realizada con la Planta de tratamiento de aguas residuales
ubicada en Ambato sector Las Vifias.

o,
Bma l!é
dfig
¢--’ ‘fo £
T TR W RCITAL D AU PR
EP-EMAPA-A-TH-0572-2023 e L
Ambato, 31 de marzo de 2023
Doctora
Mirari Arancibia
DECANA FACULTAD DE INGENIERIA EN ALIMENTOS Y BIOTECNOLOGIA
UNIVERSIDAD TECNICA DE AMBATO
Presente,
De mi consideracién:
Reciba un cordial saludo, en referencia al Oficio FCIAB-D-002-2023 de fecha 15 de
marzo de 2023, presentado por usted, mediante el cual solicita se permita realizar
el Trabajo de Integracién Cumricular a la Srta. Doménica Belén Guamdén Canseco
con CC: 1804871802, Sr. Marlon Fabriclo Mufioz Arroba con CC: 1850025493, Srta.
Lissbeth Vanessa Montero Vega con CC: 1803731833, estudiantes de la Carrea de
Biotecnologia de la Facultad de Ingenieria en Alimentos y Biotecnologia de la
Universidad Técnica de Ambato; al respeto, me permito informar que los
estudiantes han sido ACEPTADOS para que redlice su Trabgjo de Integracion
Curricular en la EP-EMAPA-A.
Particular que comunico para los fines pertinentes.
Atentamente,
dguaman1802@uta.edu.ec
‘m ~ Matriz: Antonlo Clavijo e Isalas Sénches
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ANEXO B. Tablas de monitoreo de generacion de metano y curvas de Actividad

metanogénica maxima especifica respecto al tiempo.

Tabla 8.

Valores adquiridos de temperatura, tiempo y Litros de hidréxido desplazado ademas

de las moles de metano calculados y tasa de generacion de metano sin la adicion de

metales pesados (Control).

Temp. Tiempo

(°K) (h) Vadg(L) nCH4 SD (V adgq) n CH4 /g SSV
288,15 15 0,00936833 0,00029204 0,00149011 0,00648972
288,15 18 0,1289563 0,00398687 0,00553701 0,08859716
291,15 24 0,2564761 0,00787564 0,00868694 0,1750143
284,15 38 0,36267247 0,01131853 0,00880412 0,25152284
284,15 40 0,41569897 0,01297869 0,00690918 0,28841534
286,15 42 0,47506583 0,01476089 0,00119996 0,32801986
288,15 67 0,58677023 0,01814781 0,00395911 0,40328457
289,15 69 0,66118833 0,02040195 0,0117608 0,45337678
290,15 72 0,87681403 0,02699054 0,00318071 0,59978977

Nota: Los valores determinados son un promedio de las réplicas realizadas para cada
bioensayo a excepcidn de la desviacion estandar (SD) del volumen desplazado (V adq)
el cual fue calculado a partir de cada medicion en las distintas réplicas.
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Tabla 9.

Valores adquiridos de temperatura, tiempo y Litros de hidréxido desplazado ademas
de las moles de metano calculados y tasa de generacion de metano con la adicion de
15 mg/L de Cadmio.

Temp.

(°K) Tiempo (h) Vadg(L) nCH4 SD (V adq) n CH4 /g SSV
293,15 2 0,0067696 0,00020743 0,00032495 0,00460952
294,15 4 0,01966653 0,00060056 0,00087134 0,0133457
294,15 6 0,0323097 0,00098664 0,00057946 0,02192535
289,15 26 0,21465633 0,0066683 0,01196266 0,14818454
294,15 28 0,24632137 0,00752191 0,00642425 0,16715356
294,15 30 0,26519827 0,00809835  0,0240379 0,17996341
289,15 52 0,47507787 0,01475831 0,00236928 0,32796235
292,15 54 0,57551583 0,01769483 0,01085364 0,39321834
293,15 56 0,65536303 0,02008107 0,01506652 0,44624609

Nota: Los valores determinados son un promedio de las réplicas realizadas para cada
bioensayo a excepcion de la desviacion estdndar (SD) del volumen desplazado (V adq)
el cual fue calculado a partir de cada medicion en las distintas réplicas.

Tabla 10.
Valores adquiridos de temperatura, tiempo y Litros de hidroxido desplazado ademas

de las moles de metano calculados y tasa de generacion de metano con la adicion de
25 mg/L de Cadmio.

Temp.

(°K)  Tiempo(h) Vadg(L) nCH4 SD (V adq) n CH4 /g SSV
293,15 2 0,00661683 0,00020275 0,00049892 0,0045055
294,15 4 0,01738767 0,00053097 0,00054011 0,01179926
294,15 6 0,0307407 0,00093873 0,00037712 0,02086062
289,15 26 0,15773227 0,00489996 0,00429263 0,10888793
294,15 28 0,20513067 0,00626407 0,00509274 0,13920157
294,15 30 0,2704674 0,00825926 0,01429597 0,18353904
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289,15 52 0,38253313 0,0118834 0,01332065 0,26407558
292,15 54 0,4406872 0,01354938 0,01339762 0,30109735
293,15 56 0,49365757 0,01512623 0,00588966 0,33613852

Nota: Los valores determinados son un promedio de las réplicas realizadas para cada
bioensayo a excepcion de la desviacion estandar (SD) del volumen desplazado (V adq)
el cual fue calculado a partir de cada medicion en las distintas réplicas.

Tabla 11.
Valores adquiridos de temperatura, tiempo y Litros de hidréxido desplazado ademas

de las moles de metano calculados y tasa de generacion de metano con la adicion de
35 mg/L de Cadmio.

Temp.

(°K)  Tiempo (h) Vadq(L) nCH4 SD (V adq) n CH4 /g SSV
289,15 17 0,0849458 0,00263884 0,00294654 0,05864096
293,15 19 0,10343607 0,0031694 0,00107536 0,0704311
293,15 21 0,1098586 0,00336619 0,00082084 0,0748043
291,15 44 0,19629493 0,00605602 0,00098654 0,13457819
293,15 46 0,20772263 0,00636486 0,00244874 0,14144132
293,15 48 0,22308187 0,00683548 0,00118745 0,15189964
292,15 68 0,30472843 0,00936919 0,01211838 0,20820419
292,15 70 0,34418957 0,01058246 0,00983554 0,23516582
293,15 72 0,39634757 0,01214454 0,00590151 0,26987875

Nota: Los valores determinados son un promedio de las réplicas realizadas para cada
bioensayo a excepcion de la desviacion estandar (SD) del volumen desplazado (V adq)
el cual fue calculado a partir de cada medicion en las distintas réplicas.
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Tabla 12.

Valores adquiridos de temperatura, tiempo y Litros de hidroxido desplazado ademas

de las moles de metano calculados y tasa de generacion de metano con la adicion de

50 mg/L de Cadmio.

Temp.

(°K)  Tiempo(h) Vadg(L) nCH4 SD (Vadq) nCH4/gSSV
289,15 17 0,00793977 0,00024665  0,00122801 0,00548109
293,15 19 0,01493283 0,00045756  0,00191882 0,01016798
293,15 21 0,0268063 0,00082138  0,00593774 0,01825279
291,15 44 0,04120531 0,00127125  0,00542523 0,02825002
293,15 46 0,05389297 0,00165134  0,00082568 0,03669649
293,15 48 0,0698935 0,00214162 0,0077539 0,04759149
292,15 68 0,10121963 0,0031121  0,00564616 0,06915781
292,15 70 0,1317018 0,00404931  0,00720627 0,0899846
293,15 72 0,17599277 0,00539262 0,0004423 0,119836

Nota: Los valores determinados son un promedio de las réplicas realizadas para cada
bioensayo a excepcion de la desviacion estdndar (SD) del volumen desplazado (V adq)
el cual fue calculado a partir de cada medicion en las distintas réplicas.
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Figura 6.

Ajuste lineal de generacion de metano durante 3 dias en comparacion de un control y

la adicion de distintas concentraciones de Cd.
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Tabla 13. Valores adquiridos de temperatura, tiempo y Litros de hidréxido

desplazado ademas de las moles de metano calculados y tasa de generacion de metano

con la adicién de 75 mg/L de Cromo (V1).

Temp. Tiempo(h) Vadq(L) nCH4 SD (Vadq) nCH4/gSSV
(2@),15 18 0,20293367 0,00628241  0,00591722 0,13960916
292,15 20 0,2188257 0,00672802  0,00325745 0,14951158
293,15 22 0,23933483 0,00733349  0,01280783 0,16296652
291,15 37 0,402274 0,01241081  0,00345338 0,27579574
293,15 39 0,42654993 0,01306998  0,00999256 0,29044397
293,15 41 0,4512284 0,01382616  0,00894976 0,30724789
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292,15 68 0,58707127 0,01805011  0,00615354 0,40111354
294,15 70 0,6071958 0,01854192  0,00593056 0,41204276
294,15 72 0,630259 0,0192462  0,00307098 0,42769344

Nota: Los valores determinados son un promedio de las réplicas realizadas para cada
bioensayo a excepcion de la desviacion estandar (SD) del volumen desplazado (V adq)
el cual fue calculado a partir de cada medicion en las distintas réplicas.

Tabla 14.
Valores adquiridos de temperatura, tiempo y Litros de hidroxido desplazado ademas

de las moles de metano calculados y tasa de generacion de metano con la adicion de
100 mg/L de Cromo (VI).

Temp. (°K) Tiempo (h) V adq (L) n CH4 SD(Vadq) n CH4 /gSSV
288,15 16 0,0741679 0,00231202 0,01866919 0,0513783
292,15 18 0,08683153 0,00266972 0,01706682  0,05932722
293,15 20 0,11342337 0,00347542 0,01768628 0,0772316
293,15 42 0,16195157 0,00496238 0,03144625 0,11027515
293,15 44 0,2167737 0,00664219 0,02427844 0,14760432
293,15 46 0,25581763 0,00783855 0,02226122 0,1741899
292,15 67 0,33136497 0,01018816 0,01701374  0,22640347
295,15 69 0,3727737 0,01134481 0,00484525 0,25210698
295,15 71 0,42559737 0,01295242 0,0066067 0,28783164

Nota: Los valores determinados son un promedio de las réplicas realizadas para cada
bioensayo a excepcidn de la desviacion estandar (SD) del volumen desplazado (V adq)

el cual fue calculado a partir de cada medicion en las distintas réplicas.
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Tabla 15.

Valores adquiridos de temperatura, tiempo y Litros de hidroxido desplazado ademas
de las moles de metano calculados y tasa de generacion de metano con la adicion de
150 mg/L de Cromo (VI).

Temp. Tiempo (h) Vadq(L) n CH4 SD (Vadgq) n CH4 /gSSV

(K)
288,15 16 0,0583101 0,00181769 0,0030899 0,04039313
292,15 18 0,06929247 0,00213047 0,00766596  0,04734373
293,15 20 0,07893983 0,00241881 0,01276605 0,05375127
293,15 42 0,18374107 0,00563004 0,03712048 0,12511193
293,15 44 0,1989682 0,00609661 0,03599779 0,1354803
293,15 46 0,2157114 0,00660964 0,03450073  0,14688099
292,15 67 0,28455253 0,00874886 0,0161712  0,19441911
295,15 69 0,3015623 0,0091776 0,01162683  0,20394668
295,15 71 0,3189284 0,00970611 0,02127831 0,21569138

Nota: Los valores determinados son un promedio de las réplicas realizadas para cada
bioensayo a excepcion de la desviacion estdndar (SD) del volumen desplazado (V adq)
el cual fue calculado a partir de cada medicion en las distintas réplicas.

Tabla 16.

Valores adquiridos de temperatura, tiempo y Litros de hidroxido desplazado ademas
de las moles de metano calculados y tasa de generacion de metano con la adicion de
200 mg/L de Cromo (VI).

Temp. (°K) Tiempo (h) Vadq (L) n CH4 SD (Vadq) nCH4 /gSSV
290,15 0 0 0 0 0
290,15 18 0,10029877 0,00310505 0,00149696  0,069001
292,15 20 0,12434183 0,00382302 0,00226877 0,08495594
293,15 22 0,15648133 0,00479477 0,00310572 0,10655039
291,15 37 0,1670299 0,00515314 0,00460639 0,11451432
293,15 39 0,16828433 0,00515642 0,00420787 0,11458722
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293,15 41 0,16903587 0,00517945 0,00362721 0,11509895

292,15 68 0,17266363 0,00530872 0,00097491 0,11797157
294,15 70 0,1727572 0,00527548 0,00100306 0,11723295
294,15 72 0,17281397 0,00527722 0,00104168 0,11727147

Nota: Los valores determinados son un promedio de las réplicas realizadas para cada
bioensayo a excepcion de la desviacion estandar (SD) del volumen desplazado (V adq)
el cual fue calculado a partir de cada medicion en las distintas réplicas.

Figura 7.

Ajuste lineal de generacién de metano durante 3 dias en comparacién de un control y

la adicion de distintas concentraciones de Cr (VI).
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ANEXO C. Tablas de datos con porcentaje de inhibiciéon de la actividad

metanogenica maxima especifica y graficas de comparacion.

Tabla 17.

Datos obtenidos de tasa de generacion de metano de un control y bioensayos

adicionando distintas concentraciones de cadmio para la obtencién del porcentaje de

inhibicion.
Concentracion r CH4 Inhibicién

Ensayo (mg/L) r CH4 (control) AME (%) (%)
Control 0 0,59978977 0,599789768 100 0
IC20 15 0,45 0,562 80,0711744 19,92882562
1 21,42 0,37677348 0,561357662 67,11 32,89
2 25 0,336 0,561 59,8930481 40,10695187
IC50 28,40 0,28311873 0,569501812 50 50
3 35 0,1805 0,586 30,8020478 69,19795222
4 36,36 0,17499976 0,587272784 29,82 70,18
IC80 50 0,12 0,6 20 80

Nota. La tasa de generacion de metano tanto para el control como para los bioensayos
en el que se afiadié cadmio son representados en n CH,/ g SSV*dia.
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Figura 8.

Ajuste lineal de datos comparados entre la concentracion de cadmio adicionado en
los bioensayos y el porcentaje de inhibicidn de la actividad metanogénica méxima
especifica.
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Tabla 18.

Datos obtenidos de tasa de generacion de metano de un control y bioensayos
adicionando distintas concentraciones de cromo (V1) para la obtencidn del porcentaje

de inhibicion.

Concentracion r CH4 Inhibicién

Ensayo (mg/L) r CH4  (control) AME (%) (%)
Control 0 0,59978977  0,599789768 100 0
1C20 75 0,43 0,538 80 20
1 85,45 0,374 0,5543 68,03 31,968
2 95,96550577 0,31329193  0,572151065 55 45
IC50 100 0,29 0,579 50 50
3 150 0,21569138  0,567975072 37,9755014 62,0244
4 173,9822315 0,16906438  0,579543774 29,3585864 70,6463
IC80 200 0,11847983  0,592094391 20,0102946 80

Nota. La tasa de generacion de metano tanto para el control como para los bioensayos
en el que se afiadié cadmio son representados en n CH,/ g SSV*dia.
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Figura 9.

Ajuste lineal de datos comparados entre la concentracion de cromo (VI) adicionado
en los bioensayos y el porcentaje de inhibicion de la actividad metanogénica maxima

especifica.
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ANEXO D. ANOVA establecido a partir de un disefio completamente al azar.

Tabla 19.

ANOVA para tasa de generacién de metano por concentracion de metal afiadido

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F  Valor-P
Entre grupos 0,329822 7 0,0471174 1019,96 0,0032
Intra grupos 0,000739126 16 0,0000461954

Total (Corr.) 0,330561 23

Nota. Se realiz un disefio completamente al azar en el sistema estadistico Statgraphics
19- X64 donde la variable independiente fue la tasa de generacidn de metano y el factor
es la concentracion de metal. La tabla ANOVA descompuso la varianza de la tasa de
generacion de metano en dos componentes (entre-grupos y dentro-de-grupos) de los
cuales se obtuvo un valor-P de la prueba-F menor a 0,05 demostrando que existe una
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diferencia significativa entre la media de la tasa de generacion de metano y el nivel de

concentracion, por lo tanto se acepta la hipdtesis alternativa.
ANEXO E. Anexo Fotograéfico.
Figura 10.

Toma de muestras

Nota. Se representa la toma de muestra desde una zona de desfogue del biodigestor de
la PTAR-Ambato sector Las Vifias.

Figura 11.

Analisis de s6lidos presentes en la muestra de biosélidos.
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Nota. a) Estufa donde se afiaden las muestras a 105 °C por 24 h. b) Crisol con muestra
seca luego de 24 h. c) Filtro con muestra seca para determinacion de solidos mediante

calculo de diferencia de pesos.

Figura 12.

Andlisis de muestra en Fotémetro HANNA

Nota: Analisis de DQO vy distintos metales pesados. a) Equipo Fotometro HANNA
HI183399 analizando DQO. b) Presencia de Nitratos y Fosfatos en la muestra de

biosdlidos visualizados por cambio de color al afiadir reactivos comerciales.
Figura 13.

Bioensayos para generacién de metano
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Nota. a) Se visualizan las botellas que contienen hidroxido de sodio de manera
invertida conectada a una botella recicladora y a una manguera que se conecta a la
botella con medio e indculo. b) Botella con medio e indculo que se encontro dentro de

la incubadora a 30 °C.
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