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Aislamiento de bacterias del suelo y
su potencial utilizaciéon en sistemas de
tratamiento de aguas residuales

Silvia Mau, Karen Vega y Monica Sanchez

Resumen

El estudio de microor-
ganismos provenientes de
ambientes naturales puede
ser util para la formulacién
de un compuesto microbiano
aplicable para el bioaumento
a un sistema de tratamiento
de aguas. Se estudié microor-
ganismos provenientes de
muestras de suelo tomadas
en Estacién Bioldgica Tropi-
cal y Acuicultura “Rio Ma-
cho”, Cartago, Costa Rica,
y se seleccionaron cepas de
los morfotipos méas repre-
sentativos. Se realiz6 cuatro
tratamientos inoculando en
el agua residual una sus-
pensién de cada morfotipo
seleccionado y posterior al
tratamiento se cuantificé la
DBO (demanda bioquimica
de oxigeno). Los morfotipos
de bacterias aisladas fue-
ron bacilos Gram negativos
(52,9%), bacilos Gram positi-
vos esporulados (29,4%), bac-
terias filamentosas (11,8%)
y bacilos Gram positivos no
esporulados (5,9%). Tras los
tratamientos se obtuvo una
disminucién entre un 94,7%
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S. Mau, microbidloga, es investigadora y docente en la
Universidad Nacional. M. Sanchez y K. Vega son estu-
diantes de biologia en la misma institucion.

Abstract

The study of microor-
ganisms from natural en-
vironments may be useful
for developing a microbial
consortium used for the
bioaugmentation to a water
treatment system. We stu-
died microorganisms from
soil samples taken in Tro-
pical Biological Station and
Aquaculture “Rio Macho”,
Cartago, Costa Rica and
from these strains were se-
lected most representative
morphotypes. We perfor-
med four treatments in the
wastewater by inoculating
a suspension of each selec-
ted morphotype and the
BOD (Biochemical Oxygen
Demand) was quantified af-
ter these treatments. The
morphotypes of the isolates
were Gram negative bacilli
(52,9%), Gram positive spo-
rulated bacilli (29,4%), fila-
mentous bacteria (11,8%)
and Gram positive non-spo-
rulated bacilli (5,9%). After
the treatments there was
a reduction from 94,7% to
95,85% on the initial BOD

Introduccion

a contaminacién del agua con el verti-

do directo de materia fecal y otros con-

taminantes pone en peligro su calidad

higiénica, convirtiéndose asi en un
potencial vehiculo transmisor de enfermeda-
des y la causa de un gran impacto a nivel
ambiental. Por esta razon, el tratamiento 6p-
timo de los desechos es imprescindible para
evitar riesgos sanitarios, debido a que las
capas superficiales de agua se utilizan como
fuentes de captacién para agua potable, por
lo tanto es crucial mantener su calidad. Ante
esta problematica, los sistemas disenados
para la depuracién de aguas residuales son
una excelente alternativa para minimizar
este impacto (Reynolds, 2002). El propésito
principal del tratamiento de aguas residua-
les es eliminar el efluente tratado sin provo-
car un impacto negativo sobre el ecosistema
de los cuerpos de agua receptores. Por esta
razon, el tratamiento de aguas residuales se
enfoca en reducir la concentracién de: séli-
dos suspendidos, materia organica, nutrien-
tes (principalmente nitrégeno y fosforo) y de
los microorganismos patégenos (Kuai et al.,
1999; Habit et al., 2005).

En este sentido, es importante resal-
tar que aunque existen muchos métodos
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hasta méas de un 95,85% en
la DBO inicial del agua re-
sidual, en contraste con el
agua que no fue inoculada
donde se obtuvo una dismi-
nucion de un 91%. Este es-
tudio preliminar evidencia
un buen potencial de estas
cepas para su utilizacién en
sistemas de depuraciéon de
aguas residuales como iné-
culos para bioaumentacion.

Palabras clave: aguas re-

siduales, planta de tra-
tamiento, contaminacién
ambiental, microbiologia

ambiental, bioaumentacién,
microorganismos del suelo.
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of wastewater, in con-
trast with the water that
was not inoculated which
yielded a decrease of 91%.
This preliminary study
demonstrates a good po-
tential of these strains
for use in systems of was-
tewater treatment as ino-
cula for bioaugmentation.

Key words: wastewater
treatment, pollution, en-
vironmental microbiology,
bioaugmentation, soil mi-
croorganisms.

de tratamiento, se requiere la seleccién de un
método de eliminacidn eficiente, centrado en la
produccion final de agua ambientalmente segu-
ra. Varios métodos utilizan procedimientos de
tipo fisico, quimico o biolégico para disminuir el
grado de contaminacién previa al vertido, en el
caso de los tratamientos biolégicos, se utilizan
microorganismos. Aunque popularmente sean
identificados como causantes de enfermedades
infecciosas, los microorganismos son esenciales
para el funcionamiento de los ecosistemas y se
encargan de la purificacion del agua, el suelo y
el aire, ademas de mineralizar una gran frac-
cién de materia organica y de degradar algu-
nos contaminantes organicos (Reynolds, 2002).
Esto debido a su gran diversidad metabdlica,
pues son capaces de vivir en diferentes habi-
tats bajo diferentes condiciones ambientales,
y al vivir en un entorno competitivo deben ex-
plotar todos los recursos disponibles y ser ca-
paces de metabolizar desde los nutrientes mas
comunes hasta los mas complejos (Iranzo et al.,
2001). Es por esta razén que han sido utiliza-
dos en procesos para la descontaminacién de
ambientes naturales.

En el caso especifico de aguas residuales
comunes, las bacterias se han utilizado en di-
versos sistemas de depuracion, en donde se da
el proceso de formacion de floculos de biomasa
(agregados de bacterias con materia organica),
debido a las interacciones célula-célula, que ac-
tian como una forma de autoinmovilizacion.
Estos densos consorcios microbianos inmovi-
lizados en fléculos son los que realizan la de-
gradacion. En este proceso, se intenta mimeti-
zar las condiciones naturales, bajo un entorno
controlado y optimizado, utilizando sistemas
llamados lodos activados o de biopelicula inmo-
vilizada (Kavanagh y Keller, 2007).

Los sistemas de tratamiento basados en
consorcios microbianos son complejos, pues
ademas de los microorganismos residentes in-
cluyen un conjunto diverso de consumidores:

Ir a contenido
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protozoos, rotiferos y, en algunos casos, nematodos
y microcrustaceos. Todos estos constituyen una ca-
dena alimentaria muy dindmica que realiza la su-
cesion ecolégica durante el tratamiento (Graham y
Smith, 2004). Los microorganismos utilizados para
tales procesos pueden encontrarse dentro de la mis-
ma materia organica contenida en el agua residual
(Szymanski y Patterson, 2003). Sin embargo, en
algunas ocasiones la biomasa microbiana indigena
esta presente en cantidades muy pequenas y pue-
de no tener la capacidad de degradar los contami-
nantes. Como solucién se puede inocular microor-
ganismos seleccionados de otras areas (concepto
conocido como bioaumentacién), o peridédicamente
suplementar con nutrientes (o bioestimulacién), si
los microorganismos indigenas son capaces de me-
tabolizar tales contaminantes, pero requieren de
suplementos especiales (Kuai et al., 1999).

En los casos en los que se tiene problemas en
la optimizacién de las condiciones de tratamien-
to debido a que la biomasa microbiana indigena
no es capaz de realizar el proceso degradativo, se
ha demostrado que la bioaumentacién mejora el
rendimiento del sistema, mediante la adicién de
microorganismos externos con alta capacidad de
degradacion de determinados compuestos conta-
minantes (Loperena et al., 2008; Ma et al., 2008).
La mayoria de los inéculos producidos comercial-
mente se componen de poblaciones microbianas
mixtas y son generalmente costosos y disenados
para condiciones que no corresponden exactamen-
te con las que se encuentran a nivel local (Loperena
et al., 2008; Ma et al., 2008). Por lo que se requiere
una seleccion de microorganismos éptimos para la
degradacion de desechos que no sean patdgenos y
se desarrollen bajo las condiciones establecidas en
los sistemas de tratamiento. Bajo este concepto, el
estudio de microorganismos provenientes de am-
bientes naturales puede ser tutil para la formula-
ciéon de un compuesto microbiano aplicable a un
sistema de tratamiento.

Uno de los ambientes naturales que se ca-
racteriza por poseer una amplia diversidad de

biomasa microbiana es el suelo. El suelo alberga
probablemente la comunidad biolégica méas com-
pleja. Los organismos del suelo son muy diversos
y contribuyen a una amplia gama de funciones
que son esenciales para el funcionamiento soste-
nible de los ecosistemas naturales (Barrios, 2007).
Entre estos, las bacterias poseen importantes po-
tencialidades biodegradadoras (Kuai et al., 1999;
Iranzo et al., 2001).

Por lo anterior, el objetivo del presente es-
tudio —preliminar- es determinar el potencial de
cepas bacterianas provenientes del suelo para ser
utilizadas como indculos que puedan mejorar el
proceso en un sistema de tratamiento de aguas
residuales.

Métodos

Area de estudio

El muestreo se realiz6 en la Estacién Biol6-
gica Tropical y Acuicultura “Rio Macho”, Cartago,
Costa Rica, que se encuentra ubicada en la cuen-
ca del Guarco, dentro de la zona protectora Rio
Macho, Cartago, Costa Rica, entre los 9° 45’ — 9°
47 Ny 83°51'-83°53 0.

Muestreo

Se realizé durante la estaciéon seca (abril
2008) en una parcela de 10 x 50 m. Se tom6 mues-
tras de la parte superficial del suelo, a unos 10
centimetros de profundidad, en la capa de creci-
miento aerobio, en diferentes puntos para formar
una muestra compuesta.

Una porciéon de la muestra fue utilizada
para la determinacién de las caracteristicas fi-
sico-quimicas del suelo (Laboratorio de Suelos y
Foliares, Instituto de Investigacién y Servicios
Forestales, Inisefor) donde se determiné la aci-
dez, pH, concentraciéon de calcio, magnesio, hie-
rro, potasio, fésforo, cobre, zinc, manganeso, por-
centaje de materia organica, carbono y nitrégeno.
Por otro lado, el aislamiento de bacterias aerobias

—_—
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se realizé en el Laboratorio de Microbiologia de la
Universidad Nacional.

Aislamiento de las cepas bacterianas

Para el procesamiento de las muestras de
suelo en el laboratorio se tom6 10 g y se realizd
diluciones seriadas en agua peptonada estéril. Se
cultivo por vaciado 1 ml de cada dilucién por dupli-
cado en agar extracto de suelo (Alef, 1995). Se incu-
b6 a temperatura ambiente por 1 semana y luego
de este periodo de tiempo se selecciond las placas
con crecimiento de colonias bacterianas aisladas.

Cada una de las colonias se separd en agar
extracto de suelo para obtener cultivos puros. A
partir de cada cultivo puro se realiz6 una des-
cripcién de las caracteristicas macroscopicas y
microscopicas para cada aislamiento. A cada ais-
lamiento puro se le asigné un cédigo para su al-
macenamiento en el laboratorio.

Seleccion de las cepas bacterianas

Con las cepas aisladas y purificadas se reali-
z6 una seleccién de los morfotipos mas abundantes
para realizar la inoculacion de las aguas residuales.

Inoculacion de bacterias en aguas resi-
duales

El efecto de la inoculacion de las aguas resi-
duales con los aislamientos seleccionados se evalué
a escala de laboratorio, para lo cual se prepard en
medio liquido cultivos puros de las cepas seleccio-
nadas. Se elabor6 un sistema de erlenmeyers, pre-

viamente esterilizados, con aireacion a los cuales
se agregb agua residual tomada a partir del tubo
de captacién de una planta de tratamiento, la cual
se recolect6 utilizando botellas estériles.

La inoculacién con los aislamientos seleccio-
nados se realizb por separado, se utilizé un total
cuatro tratamientos y un control sin inocular. Se
realiz cada tratamiento inoculando una suspen-
si6n de cada cepa para obtener una concentracion
final de 1.0 x 10° bacterias/ml. Los erlenmeyers
se colocaron a temperatura ambiente y con un
sistema de aireacién en un agitador orbital con
agitaciéon constante por 20 horas. Luego de este
periodo de tiempo, se realizé un proceso de sedi-
mentacién del agua residual tratada en los erlen-
meyers, y se cuantificé la DBO.

Analisis de resultados

Se realizé una comparacién del porcentaje
de disminucién de la DBO de cada tratamiento
con respecto a la DBO inicial (agua de entrada a
la planta de tratamiento) y con la DBO del control
sin inocular.

Resultados

Aislamiento de las cepas bacterianas

Se analizo las caracteristicas fisico-quimi-
cas del suelo muestreado para el disenio del medio
de cultivo para el crecimiento microbiano. Se ob-
servo que se trata de un suelo con pH bajo y con
un exceso de hierro (cuadro 1).

Cuadro 1. Caracteristicas fisico-quimicas de la muestra de suelo tomada en la Estacién Biolégica
Tropical y Acuicultura “Rio Macho”, Cartago, Costa Rica.

Ca Mg K P Cu Zn Mn Fe
%M %C
Muestra pH H20 Acidez cmol cmol cmol (+) Il -~ 'l /el ol Or . % N
*) /L #/L /L pg/m pg/m pg/ml  pg/ml pg/m g g
Suelo 4,54 4,5 2,19 0,64 0,22 9 2 2 15 349 13,2 7,7 0,87
Nivel medio 5,6-6,5 0,5-1,5 4,0-20 1,0-5 0,2-0,6 1,0-20 3,0-20 2,0-10 6,0-50 11-100

Fuente: Laboratorio de Suelos y Foliares, Inisefor, Universidad Nacional.
—~
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Se aisl6 una biomasa microbiana muy di-
versa en cepas bacterianas; los diferentes morfo-
tipos coloniales y su respectiva tinciéon de Gram
muestran que existen grupos de bacilos Gram ne-
gativos (BG-), bacilos Gram positivos esporulados
(BG+ esp), bacilos Gram positivos no esporulados
(BG+ no esp) y bacterias filamentosas entre las
cepas bacterianas purificadas (figura 1).

Figura 1. Distribucién porcentual de los
morfotipos bacterianos aislados en la muestra de
suelo tomada en la Estacién Biolégica Tropical y

Acuicultura “Rio Macho”, Cartago, Costa Rica.

"
o
[

Seleccion de las cepas bacterianas
Tomando en cuenta la distribucién porcen-
tual de los morfotipos bacterianos, se selecciond
un aislamiento de cada morfotipo. En este caso se
seleccionaron las cepas: P13-2, P2, P4 y P8.

Inoculacion de bacterias en aguas resi-
duales

Luego de la inoculacién de las aguas resi-
duales con cada uno de los tratamientos se evi-
dencia un aumento de la floculacién con respecto
al agua residual sin inocular (figura 2).

Figura 2. Fléculos de biomasa producidos en el
agua tratada con uno de los aislamientos (4P).

Para recrear el proceso que se lleva a cabo
en la planta de tratamiento de la que se obtuvo el
agua residual, se realizé un proceso de sedimen-
tacion de los floculos en cada uno de los erlenme-
yers, para luego separar el agua tratada. En este
caso, las muestras inoculadas con los diferentes
tratamientos a simple vista presentan una menor
turbidez que el agua sin inocular (figura3).

Figura 3. Diferencia en la turbidez del agua tra-
tada con el aislamiento P4 en comparacion con el
agua de salida de la Planta de Tratamiento (sin
inocular).
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Con respecto a la determinacion de la DBO,
se obtuvieron los siguientes resultados:

Cuadro 2. Resultados de la medicién de la
DBO para el agua residual y los diferentes
tratamientos empleados.

Muestra DBO (mg/L)
Entrada a 1:;11 ilril;ta de trata- 555 4 84
Tratamiento 1 cepa P2 (T1) 23 +4
Tratamiento 2 cepa P4 (T2) 28+ 5
Tratamiento 3 cepa P8 (T3) 29+5
Tratamiento 4 cepa P13-2 (T4) 27+5
Tratamiento 5 sin inocular (T5) 50+ 4

Fuente: Laboratorio de Servicios Quimicos, Escuela de Quimica,
Universidad Nacional.

Con estos resultados, se comparé el porcen-
taje de disminucién de la DBO de cada tratamien-
to con respecto al agua de entrada a la planta de
tratamiento, la cual mostr6 una DBO de 555 + 84
mg/L; ademas, se tomd un tratamiento como con-
trol sin inocular. En este caso se obtuvo que el por-
centaje de disminucion de la DBO del agua resi-
dual con cada uno de los tratamientos es mayor
que el obtenido en el control sin inocular (figura 4).

Figura 4. Porcentaje de disminuciéon de la DBO
del agua residual con los diferentes tratamientos
empleados.

Lo Al n

T1 [F) TE P TEgFE]  TEEIRE] TE iu-

% de dismiaucion de 2 DBD
s BB EEREBER

Tratamibesot gmpleados n ol agus reddusd
s

Como fue posible constatar, se obtuvieron
disminuciones desde un 94,77% hasta un 95,85%
en los tratamientos empleados, en contraste con
el agua sin inocular (con los microorganismos au-
téctonos del agua) que disminuye un 91% la DBO
de entrada.

Discusion

El suelo en el sitio de muestreo mostré pa-
rametros fisico-quimicos que podrian condicionar
el crecimiento de microorganismos dada su alta
acidez, bajo pH y el exceso de hierro, ya que se
ha descrito que la estructura de las comunida-
des microbianas esta influenciada por el pH y las
condiciones nutricionales (Reyes y Valery, 2007).
Por lo que se realizé el aislamiento de las cepas
bacterianas utilizando como medio de cultivo
agar extracto de suelo, para asi tener un medio
similar a las condiciones ambientales y lograr
maximizar el nimero de organismos que podrian
ser aislados (Hamaki et al., 2005). Se aislé una
biomasa microbiana muy diversa en cepas bac-
terianas, a pesar de las condiciones extremas de
este microambiente. Lo cual evidencia que estos
microorganismos deben de tener una naturaleza
acidofilica o sistemas metabdlicos eficientes que
les ayude a disminuir el impacto de la acidez
(Vasquez et al., 2002). Los morfotipos microbia-
nos encontrados, fueron mayoritariamente baci-
los Gram negativos (562,9%), seguidos de bacilos
Gram positivos esporulados (29,4%), ademas se
hallaron bacterias filamentosas (11,8%) y bacilos
Gram positivos no esporulados (5,9%).

A partir de estas cepas se seleccion6 una de
cada morfotipo para realizar los tratamientos y asi
evaluar la capacidad de las bacterias ambientales
de interactuar con la biomasa indigena provenien-
te del agua residual. Esto se realizd con la finali-
dad de estudiar un posible potencial de estas cepas
para ser utilizadas en técnicas de bioaumentacion
y asi mejorar el proceso en un sistema de trata-
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miento de aguas residuales. En el tratamiento bio-
légico de aguas residuales por medio de sistemas
de lodos activados la remocién de la DBO es posible
por la accién de una variedad de microorganismos.
En este, bacterias constituyen la poblaciéon mayori-
taria y mas importante, debido a que sus distintas
actividades bioquimicas les permiten metabolizar
la mayor parte de los compuestos organicos que
se encuentran en las aguas residuales. Ya que al
tener un metabolismo heterotréfico utilizan la ma-
teria organica como fuente de carbono y con la for-
macion de floculos, los lodos sedimentaran mejor y
produciran un efluente final mas transparente y de
mejor calidad (Vilaseca, 2001; Nodal, 2001).

En el presente trabajo se nota que el proce-
so de floculacién es mayor en las aguas inoculadas
con las bacterias aisladas del suelo (figura 2), lo que
sugiere que se forma una mayor interaccién célula-
célula entre las bacterias y la materia orgénica.
Esto puede ser importante para el aumento de la
densidad de la poblacién bacteriana durante el tra-
tamiento y, con ello, para el proceso de degrada-
cién. El objetivo de las técnicas de bioaumentacién
utilizando cepas microbianas aisladas del medio
ambiente es el de mejorar algunos de los procesos
que intervienen en el tratamiento de efluentes o
en la biorremediaciéon. Los microorganismos selec-
cionados se inoculan para aumentar el potencial
biodegradador, por lo que una de las aplicaciones
de esta técnica se aboca a lograr un aumento en la
disminucién de la DBO en plantas de tratamiento
de aguas residuales (Bitton, 2005). En este estudio,
ademas de observar esta mayor floculacién, se nota
que se forman fléculos mas grandes y compactos,
por lo que tienen una mayor sedimentabilidad ob-
servandose una turbidez menor en el agua tratada
con respecto a la del agua sin inocular (figura 3).

La mayor disminucién de la DBO del agua
residual se logré con el tratamiento 1, con la
cepa P2, la cual muestra una disminucién de
un 95,85% con respecto a la DBO de entrada del
agua residual, en contraste con un 91% de dis-

minucion presentado por el control sin inocular.
Ademas, con los demas tratamientos se nota dis-
minuciones de 94,77 % (tratamiento 3), 94,95%
(tratamiento 2) y 95,14% (tratamiento 4).

En Costa Rica, la DBO permitida para elimi-
nar aguas residuales a un cuerpo de agua natural
superficial se establece en el Decreto ejecutivo No.
26042-S-Minae Reglamento de reuso y vertido de
aguas residuales, y es de 50 mg/L. Con respecto a
este valor, se nota que el agua tratada con los aisla-
mientos de origen ambiental tiene un DBO menor
a la norma (cuadro 2). Es importante resaltar que
este parametro no representa todos los evaluados
para determinar si el agua es segura y se requiere
un mayor niumero de tratamientos para establecer
la significancia de este porcentaje de disminucién.
Por lo que es necesario realizar la determinacion
de mas parametros fisico-quimicos del agua y una
caracterizacion de las bacterias para complemen-
tar los resultados. Sin embargo, este estudio sirve
para evidenciar que las cepas aisladas tienen un
buen potencial para ser utilizadas en este tipo de
sistemas de depuracién.

La importancia de realizar este tipo de es-
tudios va acorde con lo estipulado por el Decreto
Ejecutivo N° 32133-S, donde se declara de interés
y necesidad social el disefio, financiamiento, ejecu-
cién, operacion y mantenimiento de las obras re-
queridas para la recoleccién, el tratamiento y dis-
posicién final de las aguas residuales. Por lo que
estudios dirigidos al mejoramiento de los sistemas
de tratamiento utilizando tecnologias limpias es
de vital importancia para disminuir el impacto del
vertido de aguas residuales en los ecosistemas.

Conclusiones

Los sistemas de tratamiento de aguas re-
siduales utilizan microorganismos que se encar-
gan de la degradacién de la materia organica y
otros contaminantes. En algunos casos se utiliza
la poblacién microbiana autéctona de las mismas
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aguas, sin embargo se ha visto que en algunas
ocasiones no son tan eficientes. Es por esto que el
aislamiento de bacterias ambientales con una alta
capacidad de biodegradacion de contaminantes es
importante para aumentar la eficiencia de los sis-
temas de tratamiento de aguas residuales. En el
caso del presente estudio, se determiné el poten-
cial de varias cepas aisladas del suelo para lograr
una disminuciéon importante de la DBO de aguas
residuales.
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