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RESUMEN 

 

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar la remoción de nitrógeno total y fósforo total 

en las muestras de agua superficial del humedal de Santa Rosa, Chancay-Lima por la bacteria 

Pseudomonas putida ATCC 49128. La bacteria fue activada en Agar King B a 24 h a 35°C 

en aerobiosis. El experimento consistió en cuatro tratamientos más un control en el que se 

empleó diferentes pesos de perlas de alginato de calcio conteniendo a P. putida ATCC 

49128. Se evaluó la capacidad de remoción a las 12, 24, 36, 48, 60 y 72 h, a nivel de 

laboratorio en un biofiltro. Los resultados indicaron que el tratamiento 3 (T3) fue el que 

mostro los valores más altos de remoción de los dos elementos químicos evaluados, con 

88,76 ± 0,99 % a las 72 h de exposición para el nitrógeno total y 53,8 ± 1,6 % a las 60 h de 

exposición para el fósforo total Respecto al pH, cuyo valor inicial fue de 8,2±0,01, durante 

toda la investigación se observó un cambio del valor en todos los tratamientos; siendo su 

valor mínimo de 7,74 y el máximo de 8,38. En esta investigación la remoción más notable 

de fósforo total y nitrógeno total se observaron a valores de pH de 8,14 a 8,15 

respectivamente. Se demuestra la viabilidad, a nivel de laboratorio, de la remoción de 

nitrógeno total y fósforo total presentes en el agua superficial del humedal de Santa Rosa 

por la acción de la bacteria Pseudomonas putida ATCC 49128 inmovilizada en un biofiltro 

de flujo continuo. 

 

Palabras clave: Remoción de nitrógeno total y fósforo total, Pseudomonas putida ATCC 

49128, inmovilización bacteriana, humedal de Santa Rosa. 
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ABSTRACT 

 

The objective of this study was to evaluate the removal of total nitrogen and total phosphorus 

in the superficial water samples of the Santa Rosa wetland, Chancay-Lima by the bacterium 

Pseudomonas putida ATCC 49128. The bacterium was activated in Agar King B 24 hours 

at 35 ° C in aerobiosis. The experiment consisted of four treatments plus a control in which 

different weights of alginate beads containing P. putida ATCC 49128 were used. Removal 

capacity was evaluated at 12, 24, 36, 48, 60 and 72 hours, at the laboratory level in a biofilter. 

The results indicated that treatment 3 (T3) was the one that showed the highest removal 

values of  the two chemical elements evaluated, with 88.76 ± 0.99 % at 72 hours of exposure 

for total nitrogen and 53.8 ± 1.6% at 60 hours of exposure for phosphorus. Regarding the 

pH, whose initial value was 8.2 ± 0.01, the value changed in all treatments; the minimum ph 

value was 7.74 and the maximum value was 8.38. In this investigation, the most notable 

removal of total phosphorus and total nitrogen were observed at pH values of 8.14 to 8.15 

respectively. The feasibility, at laboratory level, of the total nitrogen and total phosphorus 

removal present in the superficial water samples from the Santa Rosa wetland by the action 

of the bacterium Pseudomonas putida ATCC 49128 immobilized in a continuous flow 

biofilter was demonstrated. 

 

 

Key words: Total nitrogen and total phosphorus removal, Pseudomonas putida ATCC 

49128, bacterial immobilization, Santa Rosa wetland. 
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INTRODUCCIÓN 

 

Los humedales se encuentran entre los ecosistemas más productivos del planeta y son fuentes 

de diversidad biológica, pues aportan el agua y la productividad primaria de la que 

innumerables especies vegetales y animales dependen para su supervivencia. Sin embargo, 

año con año se degradan de forma acelerada generando una disminución a escala mundial, 

tanto en extensión como en calidad. Como resultado de ello, disminuyen los servicios 

ecosistemicos que los humedales proporcionan a la sociedad (Blanco y Carbonell, 2001). 

Los humedales costeros peruanos también presentan amenazas, tales como, el aumento de 

la población, la eutrofización, la necesidad de los pobladores de utilizar una mayor extensión 

de tierra para satisfacer sus requerimientos, la ampliación de la frontera agrícola, la 

contaminación por desagües domésticos e industriales y el pastoreo de ganado doméstico 

(Álvarez, 2007). 

 

 

El humedal de Santa Rosa, localizado en la costa central del Perú, Región Lima, es 

considerado un ecosistema importante del corredor biológico costero. Actualmente la 

conservación de este ecosistema está amenazada debido a perturbaciones antrópicas, por 

depósitos de desperdicios orgánicos, criaderos de porcinos, por la ganadería y por la 

agricultura (Aponte y Ramírez, 2011). Las aguas residuales constituyen uno de los 

principales problemas en la actualidad, debido a que la construcción de grandes instalaciones 

para su tratamiento, su transporte a las grandes plantas de tratamiento, los gastos de 

operación y mantenimiento son muy altos en la mayoría de los casos.  

 

 

En los últimos años, en varios países, se están aplicando nuevas alternativas que coadyuven 

como herramientas para prevenir o restaurar los daños ocasionados por acciones 

antropogénicas o desastres naturales que dañan nuestro ambiente. Una de ellas es la 

biofiltración; la tecnología de la biofiltración es un método de purificación económico, 

simple y muy eficaz, que puede ser aplicado a una gran cantidad de compuestos tóxicos y 

mal olientes. En esta tecnología, se puede emplear material orgánico o inorgánico como 

soporte físico y, en ocasiones, como fuente de nutriente para una población de organismos 

(CVT America Technical Bulletin, 1997, citado por Jiménez y Villegas, 2005). 
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La inmovilización celular de microorganismos ha sido estudiada durante las últimas décadas 

como la solución y el mejoramiento de sistemas de tratamiento de aguas, suelos y aires 

contaminados (Garzón y Barragán, 2008). La inmovilización de bacterias del género 

Pseudomonas ha sido probada satisfactoriamente logrando con ello la reducción y 

degradación de compuestos contaminantes antrópicos más rápidamente (Chitiva y Dussán, 

2003). 

 

 

El propósito de esta investigación fue evaluar la remoción de nitrógeno total (N total) y 

fósforo total (P total) presentes en las muestras de agua superficial del humedal de Santa 

Rosa (Chancay, Lima) mediante la bacteria Pseudomonas putida ATCC 49128 inmovilizada 

en alginato de calcio. La puesta en marcha de esta técnica a escala mayor favorecería la 

recuperación de este importante ecosistema afectado. 
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OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

 

Evaluar la remoción de nitrógeno total y fósforo total presentes en las aguas del humedal de 

Santa Rosa mediante la bacteria Pseudomonas putida ATCC 49128 inmovilizada en alginato 

de calcio. 

 

Objetivos Específicos 

 

 Realizar la caracterización físico-química de las aguas procedentes del humedal de 

Santa Rosa, Chancay - Lima. 

 Obtener un inóculo de Pseudomonas putida ATCC 49128 en un medio de cultivo 

estándar.  

 Realizar la inmovilización de Pseudomonas putida ATCC 49128 con alginato de 

calcio. 

 Evaluar la capacidad de remoción porcentual y la capacidad de eliminación de 

nitrógeno total y fósforo total presente en las aguas del humedal de Santa Rosa por 

la biofiltración de la bacteria Pseudomonas putida inmovilizadas en alginato de 

calcio. 

 Determinar el mejor tratamiento para la remoción de nitrógeno total y fósforo total. 
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CAPÍTULO I: MARCO TEÓRICO 

 

1.1. ANTECEDENTES 

 

Jiménez y Villegas (2005) efectuaron una investigación basada en la eliminación del 

estireno mediante el uso de un biofiltro conformado por un cultivo mixto de 

Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli. El objetivo de la investigación fue diseñar 

y construir a escala de un sistema piloto de biofiltración para estireno en concentraciones 

de 100-400 ppm, hasta 10 veces por encima de lo indicado por los valores límite umbral 

(TLV de 40 ppm), con el fin de simular una atmósfera laboral de alto riesgo para la 

salud. El crecimiento y adaptación de la masa bacteriana (P. aeruginosa y E. coli) fue 

evaluada a partir de cultivos en agar nutritivo, posteriormente se inocularon sobre el 

soporte inerte (piedra pómez), que fue depositado al interior del biofiltro y se activó el 

flujo de gas para facilitar la biodegradación. El proceso de biofiltración se realizó a 22 

°C y a una humedad relativa de 90 %, durante 10 días, con cinco mediciones diarias. La 

remoción promedio de estireno en los primeros días de evaluación fue mayor al 55 %; 

mientras que, al octavo día, la remoción promedio fue superior al 70 %. La biofiltración 

con cultivos mixtos de P. aeruginosa y E. coli representa una opción válida para el 

tratamiento de contaminantes orgánicos volátiles. 

 

 

Existen investigaciones relevantes relacionadas con la remoción de materia orgánica y 

nutrientes en agua sintética usando reactores; por ejemplo, González y Saldarriaga 

(2008) realizaron una investigación con el propósito de reducir nutrientes, como el 

nitrógeno y el fósforo, en aguas sintéticas de similares características al agua residual 

doméstica mediante el uso de un tren de tratamiento biológico compuesto por tres 

cámaras: anaeróbica, anóxica y aerobia. La investigación se realizó en dos etapas en el 

que se emplearon reactores de diferentes capacidades con lodos activados. La etapa 

preliminar duró 60 días y comprendió, además de la aclimatación de los lodos activados, 
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el uso de la espuma de poliuretano como material de soporte en la etapa aerobia. La 

segunda etapa duró 280 días, en esta etapa debido a problemas de desgaste mecánico 

sufrido por la espuma, se procedió a reemplazar el material por una mezcla de soportes 

Anoxkaldnes, el cual se utilizó durante el resto de la experimentación. Se observó que 

la estabilización del sistema, lográndose un aumento considerable de la eficiencia 

promedio de remoción de 92,5 % en materia orgánica, 87,7 % en nitrógeno total y 83,5 

% en fósforo total, mientras que el pH se mantuvo en valores superiores a 7,2, 

garantizando la viabilidad del proceso de nitrificación-desnitrificación. El sistema 

cumplió con buenas condiciones de mezcla y una buena relación de contacto entre la 

biomasa en suspensión, la biomasa adherida y los sustratos, lo que se evidencia en los 

elevados valores de remoción de materia orgánica, nitrógeno total y fósforo total 

logrados en la presente investigación. 

 

 

La inmovilización de microorganismos en esferas de alginato de calcio como 

mecanismo en el tratamiento de aguas residuales ha sido abordado por Hernández 

(2011), quien evaluó la capacidad de remoción de nutrientes de las esferas de alginato 

de calcio con un cultivo mixto inmovilizado de una microalga y una bacteria (Chlorella 

sorokiniana y Azospirillum brasilense, respectivamente) en el tratamiento de aguas 

residuales domésticas en Baja California, México. Las muestras de agua residual 

doméstica provinieron de la planta de tratamiento de aguas residuales del Municipio de 

la Paz, México. Se diseñaron cinco tratamientos (control: sin esferas ni 

microorganismos, esferas: esferas sin microorganismos inmovilizados, Cs: esferas con 

C. sorokiniana inmovilizado, Abras: esferas con A. brasilense inmovilizado y Cs + 

Abras: esferas con C. sorokiniana y A. brasilense co-inmovilizados) para el tratamiento 

terciario de aguas residuales. Los experimentos se realizaron en matraces Erlenmeyer 

de 250 mL por quintuplicado, los que fueron inoculados con 4 g de esferas y 100 mL de 

la muestra de agua residual doméstica, se incubaron a 27 °C con agitación constante de 

120 rpm e iluminación constante mediante lámparas fluorescentes. La co-

inmovilización mostró tener efectos positivos en el crecimiento de C. sorokiniana y se 

demostró mediante microscopía de fluorescencia e hibridación fluorescente in situ 

(FISH) que las células de C. sorokiniana y A. brasilense fueron exitosamente 

inmovilizadas al interior de las esferas de alginato de calcio, mientras que otros grupos 



3 
 

de microorganismos provenientes de las aguas residuales permanecieron en la superficie 

de las esferas. El sistema microalga-bacteria mostró ser eficiente en la remoción de 

amonio y fosfato en las aguas residuales, con valores de 55-70 % para el amonio y > 50 

% para el fosfato, en un rango final de pH de 8.2-8.6. Las esferas de alginato de calcio 

actuaron como una barrera física entre los microorganismos del medio (agua residual 

doméstica) y los microorganismos inmovilizados, por lo que el sistema de microalga-

bacteria es eficiente para la reducción de amonio y fosfato de agua residual doméstica, 

aunque se requieren más estudios para mejorar su desempeño. 

 

 

Zaballa et al. (2016) realizaron una investigación para evaluar la capacidad de la 

microalga Chlorella vulgaris y Pseudomonas pseudoalcaligenes co-inmovilizas en 

capsulas de alginato para remover el N y P presentes en aguas residuales solidas urbanas 

(RSU) en la localidad de Rio Grande-Argentina. Los investigadores utilizaron tres 

tratamientos: el primero con Chlorella vulgaris (CV), el segundo con Pseudomonas 

pseudoalcaligenes (PAC) y el tercero una combinación de ambos microorganismos 

(CV+PAC). En los resultados de remoción de los nutrientes N y P, la mayor eficiencia 

lo presento el tratamiento compuesto por ambos microorganismos (CV+PAC). Los 

mayores valores de remoción de N y P para los tres tratamientos se alcanzó a las 48 h, 

el porcentaje de remoción de P fue de 64 a 75 %; y el de N estuvo entre 90 y 94 %. Los 

autores concluyen que tanto las algas como las bacterias resultaron ser tan eficaces en 

la remoción de excedentes de N y P y que este método fue efectivo en tiempos cortos y 

que además permite ahorrar tiempo y dinero en los tratamientos in situ. 

 

 

Actualmente, no existe ningún estudio en Perú referido a la utilización de la cepa 

bacteriana Pseudomonas putida ATCC 49128, inmovilizadas en alginato, para 

biorremediar ecosistemas acuáticos o aguas residuales. La cepa de P. putida solo se ha 

utilizado para la remoción de metales, pero sin inmovilizarla. Así por ejemplo, Mayta y 

Vela (2015), realizaron una investigación que tuvo como objetivo la evaluación de la 

capacidad de remoción de cromo por P. putida en un biorreactor Airlift de tubos 

concéntricos (biorreactor a escala de laboratorio). Para ello los investigadores 

inocularon P. putida (104 UFC/mL) en un birreactor y las sometieron a concentraciones 
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iniciales de cromo (VI) de 7 mg/L y 50 mg/L, se mantuvieron a una temperatura 

constante de 30 °C y un flujo de aire de 1,0 L/min; el volumen inicial en el reactor fue 

de 3,7 L. Las determinaciones de las variaciones de cromo fueron hechas con el método 

colorimétrico de 1,5 – Difenilcarbazida, por medio de un espectrofotómetro. Los 

resultados mostraron que en el tratamiento de 7 mg/L se tuvo una remoción de cromo 

(VI) de 96,8 % a los 7 días de operación, la concentración final de este tratamiento fue 

de 0,22 mg/L. En el tratamiento de 50 mg/L el porcentaje de remoción de cromo (VI) 

fue de 98,62 % a los 26 días de operación, con una concentración final de 0,68 mg/L. 

Los autores concluyeron que este método de reducción biológica es eficiente para bajas 

concentraciones de cromo (VI), logrando llegar a valores de concentración de cromo 

(VI) menores a 0,5 mg/L, este valor está considerado por debajo de los máximos 

permisibles de la legislación peruana, siendo la tecnología del birreactor Airlift de tubos 

concéntricos asociada a las bacterias, muy útil para poder aplicarla como una tecnología 

limpia y que no es costosa en la biorremediación de aguas. 

 

 

Cornejo (2015) evaluó la reducción de la demanda bioquímica de oxígeno (DBO5) de 

aguas residuales domésticas mediante un sistema de biofiltración a escala laboratorio 

con levaduras de la especie Saccharomyces cerevisiae adheridas a un soporte inerte de 

piedra pómez. Para este estudio se construyó un reactor batch de lecho filtrante con 

piedras pómez, basado en un recipiente plástico abierto con una capacidad total de 6 L, 

al que se adicionó un cultivo activado de S. cerevisiae, bajo condiciones de temperatura 

ambiente (26-29 °C), y luego se añadió una muestra de 1 L de agua residual doméstica 

sin coliformes fecales. Se analizó la DBO5 durante 3 meses cada 5 días/mes, así como 

pH y sólidos totales (ST). Los resultados mostraron que la eficiencia de remoción 

promedio para DBO5 fue 73.79 % (DBO5 final de 66.46 ppm), mientras que la reducción 

para el pH fue 32.59 % (pH inicial fue de 8,14 y pH final de 5.5) y ST fue 85.65 % (ST 

final de 4.7 %). Este sistema de bajo costo permitió obtener altos valores de remoción 

de DBO5, pH y sólidos totales. 
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1.2. BASES TEÓRICAS 

 

1.2.1. Humedales 

 

Tal como define la Convención Ramsar (Ramsar, 2006, p. 2): 

Los humedales incluye una amplia variedad de hábitat tales como pantanos, 

turberas, llanuras de inundación, ríos y lagos, y áreas costeras tales como 

marismas, manglares y praderas de pastos marinos, pero también arrecifes 

de coral y otras áreas marinas cuya profundidad en marea baja no exceda de 

seis metros, así como humedales artificiales tales como estanques de 

tratamiento de aguas residuales y embalses. 

 

 

El término “Humedal” o “Wetland” fue inicialmente usado en el año 1956 por la 

Fish and Wildlife Service (FWS) de los Estados Unidos. La definición se usó en un 

reporte referido a terrenos bajos con una columna de agua poco profunda o de aguas 

intermitentes tales como pantanos, ciénagas, turberas y vegas, pozones, fangos y 

tierras anegadas. También se adicionó en esta definición los lagos poco profundos 

y pozas con vegetación emergente y de conspicuas características, sin embargo, los 

cursos de agua permanentes, reservas de agua y lagos profundos no estaban 

incluidos en esta definición (Ramsar 1971, citado por Zenteno-Rivera, 2010). 

 

1.2.1.1. Contaminación de Humedales por Sustancias Químicas 

 

El término de contaminación de humedales hace referencia a los diferentes 

grupos o tipos de contaminantes generados por las actividades humana, que son 

acumulados en el agua, los sedimentos y los organismos, sobre todo aquellos 

destinados al consumo humano y cuyo contenido de sustancias peligrosas como 

cadmio, plomo, mercurio, plaguicidas organoclorados entre otros, representa una 

amenaza ecológica a este tipo de ecosistema (Botello, Ponce & Villanueva, 

1999).  
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1.2.1.2. Degradación y Pérdidas de Humedales 

 

El aumento de la población y el creciente desarrollo de la economía han sido los 

principales generadores indirectos de degradación y pérdida de ríos, lagos, 

pantanos de agua dulce y otros humedales continentales (lo que ocasiona la 

pérdida de especies o disminución de sus poblaciones en estos sistemas). En 

tanto, los principales generadores directos de degradación y pérdida de 

ecosistemas incluyen el desarrollo de la infraestructura, la conversión de las 

tierras, la extracción de agua, la contaminación, la recolección excesiva de 

plantas usadas como insumos para la artesanía y la sobreexplotación de los 

recursos hidrobiológicos y la introducción de especies exóticas invasoras. 

 

 

Los cambios de uso de suelo y el drenaje, frecuentemente para expansión de la 

agricultura, sumados al aumento en la extracción de agua dulce, son las 

principales causas de pérdida y degradación de humedales continentales como 

ciénagas, pantanos, ríos y cuerpos de agua de llanuras de inundación asociadas. 

Los humedales son muy sensibles a los cambios ambientales, en el componente 

biótico principalmente, siendo la pérdida de biodiversidad uno de los impactos 

más fuertes de los humedales (Franco, Delgado y Andrade, 2013). 

 

 

Actualmente los problemas que afectan a los humedales son: las actividades 

antrópicas, como la agricultura y el desarrollo urbano, estas resultan ser factores 

influyentes en el deterioro de humedal. Esta problemática se podría atenuar si se 

usan metodologías prospectivas para la gestión adecuada en la toma de 

decisiones, como la tecnología que maneja la información mediante un software, 

para un buen manejo de los humedales (Senhadji, Ruiz & Rodriguez, 2017). 

 

1.2.1.3. Humedal de Santa Rosa-Chancay 

 

El humedal de Santa Rosa se encuentra localizada al norte de la ciudad de Lima, 

en el distrito de Chancay, provincia de Huaral; tiene un área aproximada de 32 
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hectáreas. El humedal se encuentra rodeado por asentamientos humanos y 

presenta un terreno plano a ligeramente ondulado y sus tierras son usados para 

la producción de pastos y cultivos como algodón, camote, fresa y zapallo. Existe 

aún botaderos de basura y criaderos de cerdos; ciertas zonas del humedal son 

usados frecuentemente como áreas de pastoreos de ganado ovino y vacuno. Este 

ecosistema no cuenta con un registro de categorización; sin embargo, en la 

actualidad se encuentra en un proceso de trámites para ser considerada como 

Área de Conservación Municipal a cargo de la municipalidad de Chancay. 

 

1.2.2. Bacterias  

 

Las bacterias son microorganismos unicelulares que se reproducen por fisión 

binaria. La mayoría son de vida libre, a excepción de algunas que son de vida 

intracelular obligada, como los géneros Chlamydias y Rickettsias. Las bacterias 

integran el reino Procariota (“pro” de primitivo y “cariota” de núcleo).  

 

 

Como características principales se puede indicar que los procariotas no poseen 

compartimientos intracelulares delimitados por membranas, por lo que carecen de 

membrana nuclear, a diferencia de los eucariotas. El ADN procariota es circular y 

cerrado, mientras que en los eucariotas el ADN se asocia a proteínas de tipo histonas 

y se organizan en cromosomas lineales individuales. Poseen una pared celular 

compuesta por peptidoglicano o mureína (a excepción de los Mycoplasmas) o 

pseudopeptidoglicano mientras que las células eucariotas tienen celulosa o quitina 

en su pared celular. La reproducción en los eucariotas puede ser tanto sexual como 

asexual, mientras que los procariotas se reproducen por división simple (forma 

asexuada). Las células eucariota son de tamaño mayor que las células procariotas, 

igual que sus ribosomas, ya que en eucariotas es 80 Svedberg (S) (con las 

subunidades 40S y 60S) y en procariotas es 70S (con las subunidades 30S y 50S). 

Otra diferencia es la presencia de fimbrias o pilis en las bacterias (Prescott, Harley 

& Klein, 1999).  
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En la Figura 1, se observa el árbol filogenético de los seres vivos en donde se 

muestra al reino Procariota. Según criterios evolutivos, diferenciamos el grupo de 

las eubacterias y el de las arqueas. Este último comprende a los procariotas con 

pseudopeptidoglicano en su pared celular, como las anaerobias que viven en 

condiciones ácidas calientes, las que viven en condiciones salinas y las que reducen 

el anhídrido carbónico (CO2) a metano. Por lo tanto, éstas viven en las 

profundidades del mar, en las aguas saladas y en las fuentes ácidas. Las eubacterias, 

en cambio, tienen peptidoglicano en su pared celular, viven en el suelo, el agua y 

en los organismos vivos; entre ellas se encuentran las bacterias de interés médico, 

las bacterias verdes fotosintetizadores, las cianobacterias o algas verde-azules y las 

bacterias púrpuras fotosintetizadores (Prescott et al., 1999).  

 

1.2.2.1.  El Género Pseudomonas 

 

El género Pseudomonas se caracterizan por ser bacilos rectos, Gram negativos, 

aerobios, con flagelos polares, son bacterias mesófitas   (sobreviven a 

temperatura de 4 – 42 °C), no generan gas y son indol negativos (Palleroni, 

2005). Estos han sido reconocidos durante mucho tiempo por su actividad 

lipolítica exógena, pero el género todavía contiene muchas especies que no han 

sido completamente estudiadas. Debido a la maquinaria metabólica versátil y su 

potencial de adaptación a condiciones ambientales fluctuantes, las especies de 

Pseudomonas son de gran interés para aplicaciones biotecnológicas (Priyanka, 

Kinsella, Henehan & Ryan, 2018). 

Figura 1. Árbol filogenético de los seres vivos deducido de la secuenciación 

comparativa del gen del ARN ribosómico. Fuente: Madigan, Martinko, Dunlap & Clark (2009). 



9 
 

 Las especies del género Pseudomonas metabolizan la glucosa aeróbicamente, 

algunas especies son quimiolitótrofos y usan H2 o CO como único donador de 

electrones; otras pueden usar nitrato como aceptor de electrones anaeróbico; 

mientras que otros pueden usar arginina como fuente de energía en anaerobiosis. 

La mayoría de las especies de este género no crecen en condiciones ácidas (pH 

menor de 4.5) y su hábitat principalmente son ambientes naturales del agua o 

suelo. Se han establecido diferentes subgrupos dentro de este género, que se 

explican en la figura 1 más abajo, basado en las características fenotípicas o 

patogénicas (Madigan et al., 2009). 

 

a. Ecología del género Pseudomonas 

 

Las especies del género Pseudomonas en la naturaleza son generalmente 

saprófitas, encontrándolas principalmente en agua y suelo, pudiendo realizarse 

aislamiento de manera muy sencilla con los medios de cultivo habituales, 

teniendo como agar de soporte. Existen especies patógenas que pueden afectar a 

plantas, animales y humanos. La bacteria P. aeruginosa es ubicua, por lo que se 

le puede encontrar en suelo, agua, alimentos, y en la superficie de las plantas y 

animales. 

 

Algunas especies de este género liberan exopolisacáridos que facilitan la fijación 

celular en superficies generando la formación de biopelículas. Existen especies 

capaces de deteriorar la leche no pausterizada (Madigan y Martinko, 2005). 

 

1.2.2.2. Clasificación: Especies más Importantes del Género Pseudomonas 

 

El género Pseudomonas pertenece a la clase Gammaproteobacteria, orden 

Pseudomonadales y familia Pseudomonadaceae. Este género presenta una gran 

diversidad de especies, tal como se observa en la Figura 2. Los primeros 

investigadores que realizaron la clasificación taxonómica del género 

Pseudomonas fueron Palleroni y colaboradores de la Universidad de California 

(EE.UU.) (Palleroni, 2005), quienes en 1963 caracterizaron cinco grupos de 

Pseudomonas basados en la hibridización ARNr-ADN. Estudios posteriores, 
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también basados en la hibridación ARNr-ADN, han reclasificado esta lista 

original y se estableció que el grupo I era el único que correspondía al género 

Pseudomonas, lo que implica que un gran número de especies previamente 

denominadas como Pseudomonas, pertenecían realmente a otros clados y, por lo 

tanto, fueron transferidos a otros rangos genéricos o supra genéricos, 

pertenecientes a las clases: Alfa, Beta y Gammaproteobacteria, por ejemplo los 

géneros Acidovorax, Aminobacter, Brevundimonas, Burkholderia, Comamonas, 

Halomonas, Methylobacterium, Ralstonia, Sphingomonas y Xanthomonas 

(Palleroni, 2005). 

 

Figura 2. Árbol filogenético de máxima similitud del género Pseudomonas basado 

en la secuencia del gen 16S rRNA.  

Fuente: Slabbinck, De Baets, Dawyndt & De Vos (2010).  
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1.2.2.3. Pseudomonas putida 

 

Pseudomona putida es una bacteria oportunista, cosmopolita, metabólicamente 

versátil y dinámica, eso lo hace una buena candidata para las aplicaciones 

biotecnológicas, tales como la biocatálisis, biorremediación y biocontrol. Por 

ejemplo, se ha observado que esta bacteria tiene la capacidad de colonizar las 

rizosfera de las plantas y posee una gran capacidad metabólica que facilita el 

desarrollo de promotores decrecimiento. También se ha realizado estudios en 

Pseudomonas putida para evaluar la degradación de los alcanos (Daane, 

Harjono, Zylstra y Haggblom, 2001). 

 

 

La especie Pseudomonas putida, que presenta una forma bacilar tal como se 

aprecia en la Figura 3, también presenta una elevada capacidad de adaptarse a 

una enorme variedad de condiciones físico-químicas presentes en los distintos 

hábitats debido a que integra las señales recibidas del medio extracelular con su 

estado fisiológico, activando una compleja red de regulación del metabolismo 

celular (Revelles, Espinoza, Fuhrer, Sauer & Ramos, 2005). 

 

 

Figura 3. Morfología de la bacteria Pseudomonas putida.  

Fuente: Obeso, 2017. 
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1.2.2.4. Cinética de crecimiento microbiano 

 

En microbiología, el termino crecimiento se refiere al aumento o crecimiento del 

número de las células microbianas de una población (Madigan et al., 2009). La 

cinética de crecimiento microbiano (en cultivos batch o en lotes) muestra cuatro 

fases características: fase lag, fase log o exponencial, fase de desaceleración y 

fase estacionaria (Figura 4) (Stanbury et al., 2017). 

 

 

Figura 4. Crecimiento de un cultivo microbiano típico en condiciones tipo batch. 

Fuente: Stanbury et al., 2017. 

 

 Fase lag (o latencia): Es el período durante el cual parece que no se 

observara crecimiento después de la inoculación y se considera como un 

tiempo de adaptación que experimenta la población microbiana. La 

duración de la fase lag debe reducirse tanto como sea posible para fines 

comerciales y esto puede lograrse mediante el uso de un inóculo 

adecuado (Stanbury et al., 2017). 

 Fase log (o exponencial): Es el período en que las células se dividen a 

una velocidad máxima constante y el incremento en la concentración de 
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biomasa será proporcional a la concentración inicial de biomasa 

(Stanbury et al., 2017). 

Esta relación proporcional puede transformarse en una ecuación 

introduciendo una constante, la tasa de crecimiento específica (μ), lo que 

significa la biomasa producida por hora (dx/dt = μx) (Stanbury et al., 

2017). 

La ecuación anterior puede integrarse (xt = x0eμt) (donde: x0 es la 

concentración de biomasa original, xt es la concentración de biomasa 

después del intervalo de tiempo, t horas, e es la base del logaritmo 

natural) y puede aplicarse logaritmos naturales para lograr una ecuación 

lineal (lnxt = lnx0 + μt). 

Durante la fase exponencial, los nutrientes se encuentran en exceso y el 

organismo está creciendo a su tasa de crecimiento específica máxima, 

μmax, cuyo valor se verá afectado por la composición del medio, el pH y 

la temperatura. 

 Fase de desaceleración: Es un período en que la tasa de crecimiento del 

cultivo disminuye hasta que cesa el crecimiento debido al consumo de 

nutrientes y la excreción de productos microbianos (Stanbury et al., 

2017). El consumo del sustrato se ve perjudicado por la acumulación de 

toxinas o la disponibilidad de otro sustrato (Stanbury et al., 2017). 

 Fase estacionaria: Es el cese del crecimiento debido al agotamiento de 

algunos nutrientes esenciales en el medio (limitación del sustrato), la 

acumulación de algún producto autotóxico del organismo en el medio 

(limitación de la toxina) o una combinación de ambos (Stanbury et al., 

2017). 

 

1.2.3. Eutrofización y Nutrientes 

 

Roldán y Ramírez (2008, p. 139), indican que eutrofización: 

Es un proceso que resulta del aumento de nutrientes, principalmente 

nitratos y fosfatos, que proporcionan un desarrollo exagerado de 

fitoplancton y plantas acuáticas. La eutrofización natural ocurre 

normalmente en cualquier sistema acuático continental o de aguas 
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costeras. Pero este proceso se ve acelerado por las actividades agrícolas y 

vertimientos industriales y domésticos en los ecosistemas acuáticos. Este 

proceso ocasiona; a, aumento de la producción en términos de biomasa; b. 

disminución de diversidad de especies; c. fuertes fluctuaciones de oxígeno 

disuelto, dióxido de carbono y pH en el ciclo día-noche; d. alta demanda 

bioquímica de oxígeno (DBO) en el fondo; y e. aparición de densas masas 

de algas y vegetación acuática que impiden el paso de la luz, aumentan la 

materia orgánica en descomposición y llevan al lago o embalse a una 

"distrofia" o desaparición del mismo. 

 

 

La actividad humana ha alterado profundamente el ciclo biogeoquímico del 

nitrógeno (N). Los humanos duplicaron la tasa de entrada de N en el ciclo terrestre 

de N, y estas tasas siguen aumentando. En general, los insumos antropogénicos 

actualmente agregan al menos tanto N a los ecosistemas terrestres como lo hacen 

todas las fuentes naturales combinadas, y los humanos movilizan más de 50 

millones de toneladas métricas de N a través de transformaciones terrestres. La 

producción global de fertilizantes agrícolas aumentó de 10 millones toneladas 

métricas de N en 1950 a más de 80 millones de métricas toneladas en 1990, y su 

producción está prevista por algunos autores a superar 135 millones de toneladas 

métricas de N para el 2030 (Vitousek et al., 1997). 

 

 

Smith, Tilman & Nekola (1999) mencionan que el N es el elemento clave que 

determina la productividad, la diversidad, dinámica y composición de especies de 

los ecosistemas terrestres y acuáticos. La tasa de suministro de N y fósforo (P) 

también influye fuertemente en el crecimiento de algas y plantas vasculares en los 

ecosistemas dulceacuícolas y marinos. 

 

 

Los insumos antropogénicos de N son de gran preocupación porque la limitación 

de nutrientes en la producción de algas se ha demostrado o inferido en muchos 

ecosistemas estuarinos y marinos. Los efectos de amplio alcance de este 
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enriquecimiento de nutrientes son fácilmente visibles en los ecosistemas costeros y 

la degradación en la calidad del agua que acompaña a la eutrofización marina puede 

tener impactos socioeconómicos significativos (Smith et al., 1999). 

 

 

La sociedad educada actualmente reconocen que los ecosistemas acuáticos realizan 

funciones biológicas valiosas, tal como: reciclado de nutrientes, equilibrio en el 

régimen de descargas de ríos, mantenimiento de napas subterráneas, provisión de 

hábitats para organismos vivos, purificación del agua y ser un aporte importante 

para la recreación del hombre. A nivel de la ciencia y tecnología, los nutrientes 

fosforo y nitrógeno generan su eutrofización, lo que a su vez genera que no se 

brinden los servicios que la sociedad necesita. En países desarrollados, los 

generadores de esta eutrofización han sido controlados en su mayoría, debido a lo 

que se dispone de conocimiento e inversiones necesarias (Carpenter et al., 1998). 

 

1.2.3.1. La contaminación de las aguas por compuestos nitrogenados 

 

En los ecosistemas acuáticos el nitrógeno se presenta en formas inorgánicas 

como amonio (NH4
+), nitrito (NO2

-) y nitrato (NO3
-). Estos compuestos 

nitrogenados se han visto incrementado por una serie de actividades 

antropogénicas. El uso de los fertilizantes nitrogenados en los campos de cultivo 

se forma como una de las fuentes con más relevancia por el aporte del nitrógeno 

inorgánico a las corrientes de agua superficial y subterránea, donde el fenómeno 

de escorrentía se transforma en la principal causa de su desplazamiento sobre el 

suelo. Con un estimado del 60 % del nitrógeno en las aguas residuales de las 

zonas urbanas se hallan en forma orgánica, entre los cuales están los 

aminoácidos, proteínas y urea; y por otra parte la forma inorgánica se encuentra 

en el 40 % restante, entre ellos se tiene el amonio (Claros, 2012). 

 

 

Los humedales naturales dulceacuícolas han sido monitoreados para evaluar la 

capacidad de eliminación de nitrógeno. La carga de N a los humedales refleja 

características como el tipo y uso del suelo, el exceso de precipitación, las 
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condiciones de drenaje, el patrón de flujo de aguas subterráneas, entre otros 

(Kronvang, Jensen, Hoffmann & Boers, 2008). 

 

 

En Dinamarca, los estudios de humedales naturales dulceacuícolas que reciben 

recarga de agua subterránea (es decir, humedales mineralotróficos) revelaron 

que la remoción de N varía de 57 kg N a 2,100 kg N/ha/año, mientras que el 

porcentaje de remoción relativa de N varía del 56 % al 97 % (Kronvang et al., 

2008). 

 

1.2.3.2. Procesos biológicos de nitrificación y desnitrificación vía nitrato 

 

Los procesos de nitrificación son explicados por Claros (2012), a través de la 

Figura 5, donde se muestra las transformaciones del nitrógeno en las aguas 

residuales. Este proceso tiene lugar en dos etapas en las que el nitrógeno 

amoniacal que al ser oxidado cambia a nitrito y consecuentemente a nitrato, y 

luego por el proceso de desnitrificación, donde el nitrato es reducido a 

compuestos nitrogenados gaseosos. 

      

 

En forma amoniacal hay otros procesos de transformación del nitrógeno como 

el proceso de asimilación, hidrolisis, crecimiento y lisis bacteriana.  (Claros, 

2012). 

 

 

El proceso de nitrificación se realiza principalmente por bacterias 

quimiolitoautótrofas que usan el carbono inorgánico para captar carbono para la 

síntesis celular, y el nitrógeno inorgánico para obtener energía (Claros, 2012). 

 

 

La desnitrificación consiste en el proceso de reducción del nitrato a nitrito, para 

posteriormente llegar a compuestos de nitrógeno gaseoso como el óxido nítrico, 
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óxido nitroso y el nitrógeno diatómico, y todos estos cambios se dan en presencia 

de una fuente de carbono orgánica (Claros, 2012). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Transformaciones del nitrógeno mediante los procesos de nitrificación y 

desnitrificación vía nitrato.  

Fuente: Metcalf y Eddy (1995), citados por Claros (2012). 

 

1.2.3.3. La contaminación de las aguas por compuestos fosfatados 

 

Debido a que los humedales costeros dulceacuícolas se ubican en la parte 

superior de los estuarios, donde el fósforo (P) se concentra en las cuencas 

hidrográficas, estos sistemas intermareales pueden ser sitios clave para el 

secuestro y la transformación de P (Megonigal y Neubauer, 2019). 

 

 

La fosfatasa es una enzima que libera P, que se encuentra unido a compuestos 

orgánicos, y es secretada por las plantas, algas y bacterias en condiciones de 

limitación de PO4
3-. La actividad de la fosfatasa es mayor cuando la demanda 

biológica de P inorgánico es alta, ya que la mayoría del P en el suelo está en 
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formas orgánicas y la absorción del suelo limita las concentraciones de PO4
3-en 

el agua (Megonigal y Neubauer, 2019). 

 

 

Las interacciones entre la disponibilidad y demanda de P pueden llevar a una 

retroalimentación positiva que promueva la sucesión del ecosistema, por lo que 

la alta demanda de P inorgánico reduce las concentraciones disponibles de PO4
3-

, lo que incrementa la actividad de la fosfatasa y conduce a una mayor 

mineralización de P orgánico, lo que aumenta aún más el crecimiento de las 

plantas (Megonigal y Neubauer, 2019). 

 

 

A pesar de la alta actividad enzimática de la fosfatasa en los humedales costeros 

dulceacuícolas, las concentraciones de PO4
3- disuelto son normalmente bajas 

debido a los efectos combinados de la demanda biológica y los procesos 

químicos de absorción que eliminan el ion PO4
3- libre de las marismas del 

pantano (Megonigal y Neubauer, 2019). 

 

 

En consecuencia, los humedales costeros dulceacuícolas pueden ser sumideros 

a largo plazo para cantidades significativas de P derivado de una cuenca, pero la 

extensión de los humedales dentro del estuario (en relación con el tamaño del 

estuario o cuenca) es importante para determinar su eficiencia (Megonigal y 

Neubauer, 2019). 
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CAPÍTULO II: MATERIALES Y MÉTODOS 

 

2.1. ÁREA DE ESTUDIO 

 

Las muestras para la presente investigación fueron colectadas en dos puntos del 

humedal de Santa Rosa, en las zonas consideradas por el Gobierno Regional de Lima 

como las de mayor impacto antropogénico, producto de la agricultura, ganadería, y 

desperdicios orgánicos. Estas se localizaron en las Estaciones 01 y 02, cuyas 

coordenadas UTM son: 252317.29, 8717492 para la Estación 01 y 252511.70, 

8717278.70 para la Estación 02, tal como se observa en la Figura 6. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Mapa del Humedal Santa Rosa, Chancay-Lima indicando la ubicación de 

la toma de muestra de agua superficial. 

Fuente: Elaboración propia. 
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2.2. MATERIALES 

 

2.2.1. Material Biológico 

 

Se empleó una cepa certificada de Pseudomonas putida ATCC 49128 

proveniente del banco de cepas de la American Type Culture Collection. 

 

2.3. DESCRIPCIÓN DEL EXPERIMENTO 

 

2.3.1. Toma de Muestra del Agua Superficial Proveniente del humedal Santa Rosa 

 

Las muestras de agua superficial para la presente investigación fueron tomadas del 

humedal de Santa Rosa, ubicado en el distrito de Chancay, provincia de Huaral, 

región Lima, el 10 de octubre del año 2017. Durante la toma de muestra se tuvo en 

cuenta las características que presentaron el entorno al cuerpo de agua superficial 

presente en el lugar (Figura 7), la toma de muestra fue realizada en la zona del litoral 

del humedal de Santa Rosa. Posteriormente se acondicionaron galoneras de plástico 

de primer uso para el traslado de muestras de agua superficial del humedal, las 

galoneras no contenían preservantes. A continuación, se procedió al etiquetado de 

las galoneras y se almacenó en cajas térmica a 4°C aproximadamente, para 

finalmente, ser analizados en laboratorio. El volumen total colectado fue de 5,0 L. 

 

 

Figura 7. Toma de muestra de agua de la parte superficial del humedal de Santa 

Rosa, Chancay-Lima. 
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2.3.2. Preparación y Caracterización de la Muestra Proveniente del Humedal 

 

Las muestras colectadas del humedal de Santa Rosa fueron trasladas al 

Laboratorio de Microbiología y Biotecnología de la UCSS. Posteriormente 

fueron filtrados 2 veces con papel filtro (Rundfilter 125 mm) para asegurar la 

completa remoción de partículas en suspensión y se realizó la caracterización 

físico-química analizando los siguientes parámetros: pH, conductividad, 

nitrógeno total y fósforo total y luego fueron guardados a 4 °C hasta su posterior 

uso. 

 

2.3.3. Activación de la Cepa Pseudomonas putida ATCC 49128 

 

Para la activación de la cepa, se empleó el medio de cultivo Agar King B, medio 

selectivo para el crecimiento de bacterias del género Pseudomonas. Se preparó 

el medio Agar King B en condiciones asépticas de esterilización en una 

autoclave a 15 psi de presión, 121 °C por 15 minutos (Figura 8). Se vertió el 

medio en placas Petri, se dejó enfriar y se sembró la cepa con la ayuda de un asa 

de siembra y se incubó durante 24 h a 35 ºC, en aerobiosis (Figura 9). 

 

 

Para el análisis del crecimiento poblacional de las bacterias, se incubaron 

inóculos de las cepas activadas en tubos con caldo tripticasa de soya a 35 ºC, 

durante 24 h, también en aerobiosis. Además, se realizaron observaciones al 

microscopio previa tinción de Gram de las colonias que crecieron en las placas 

con el medio de cultivo (Aquiahuatl, 2012). 



22 
 

 

Figura 8. Esterilización del medio de cultivo Agar King B. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Activación de la cepa, A. Placa Petri con medio de cultivo Agar King B para la 

siembra de Pseudomonas putida ATCC 49128, B. Placas Petri con la cepa sembrada en la 

incubadora a 35 °C. 

 

2.3.4. Cinética de Crecimiento de Pseudomonas putida ATCC 49128 

 

El crecimiento poblacional de Pseudomonas putida ATCC 49128 se estimó 

mediante el conteo de colonias propuesta por Aquiahuatl y Peréz (2004). Para las 

diluciones seriadas, se tomó 1,0 mL de cultivo líquido de P. putida ATCC 49128 

en condiciones asépticas, se depositó en un tubo de ensayo con 9,0 ml de agua 

A B 
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peptonada, la cual correspondió a la dilución 10-1, y luego se hicieron diluciones 

decimales sucesivas del cultivo hasta alcanzar la dilución 10-7. 

 

 

Para el conteo de colonias, se depositó 1,0 mL de cada una de las diluciones desde 

10-3 a 10-7 y se distribuyó cuidadosamente el inóculo sobre toda la superficie de la 

placa de Petri (con Agar King B) con la ayuda de una espátula Drigalsky estéril. 

Posteriormente, se incubó entre 33-35 °C, durante 24 h y se realizó el conteo directo 

de colonias en las placas Petri, expresado en UFC (Unidades Formadoras de 

Colonia) por mL o UFC/mL. 

 

 

Para elaborar la curva de crecimiento, se sembraron inóculos de la cepa de P. putida 

en el caldo tripticasa de soya en un matraz Erlenmeyer de 50 mL a las mismas 

condiciones experimentales previamente descritas, se extrajeron muestras de 1 mL, 

cada hora, durante 24 h. Se realizaron las diluciones (10-1 hasta 10-4) se sembraron 

en placas Petri con Agar King B por triplicado y se realizó el conteo directo de 

colonias en las placas Petri (en UFC/mL), tal como se mencionó en el párrafo 

anterior.  

 

 

Se elaboró una curva de crecimiento bacteriano a partir de los datos anteriores y se 

determinaron los siguientes parámetros cinéticos: tasa de crecimiento en la fase 

exponencial (r), expresado como número de colonias por mL en la fase de 

crecimiento exponencial y tiempo de duplicación (T2), tiempo en el que una célula 

bacteriana se duplica (Sánchez, 2014). 

 

Para la tasa de crecimiento se asumió que la dinámica de cultivo se expresó por la 

Ecuación 1:  

 

lnNt= a + bt         (1) 
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Donde a y b son constantes de la ecuación de la recta, equivalente a la Ecuación 2: 

 

Nt= N0eµt                 (2) 

 

 

Donde: Nt: población final, No: población inicial, µ: tasa de crecimiento 

exponencial, t: tiempo duplicación, e: constante matemática e (equivale a 2,71828). 

Para el tiempo de duplicación (T) se usó la Ecuación 3: 

 

 

T = Ln(2)/r      (3) 

 

Donde r: tasa de crecimiento exponencial. 

 

2.3.5. Inmovilización del cultivo bacteriano con alginato de calcio 

 

Para la inmovilización de P. putida ATCC 49128, se emplearon 4 tubos de ensayo 

con 10 mL de cultivo fresco cada uno con el cultivo de P. putida en caldo tripticasa 

de soya incubados a 37 ºC durante 24 h hasta llegar a la fase exponencial 

(equivalente a 107 UFC/mL), se centrifugaron los tubos a 6,000 RPM durante 15 

min.  

 

Se colectó del precipitado de los 4 tubos y se pesaron 2,0 g (peso fresco) de biomasa 

fresca, que fue mezclada con 60,0 mL de una solución de alginato de sodio al 4 % 

p/v (Figura 10A). 

 

La solución fue preparada usando 4 g de alginato de sodio diluido en 100 mL de 

agua destilada y fue esterilizado en autoclave a 121 °C, 15 psi de presión y por 15 

min.  

 

Para conseguir las esferas, se empleó una jeringa hipodérmica de 10 mL y se 

inyectaron gotas en una solución de cloruro de calcio 1,0 M.  Las perlas de alginato 

de calcio con las bacterias inmovilizadas fueron homogenizadas y se pesaron 20, 
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40, 60 y 80 g de las perlas (Figura 10B) para ser empleadas en los diferentes 

tratamientos de la muestra de agua superficial del humedal (Chitiva y Dussán, 

2003). 

 

2.3.6. Elaboración del Biofiltro 

 

El modelo del biofiltro para almacenar las perlas de alginato de calcio conteniendo 

a las bacterias inmovilizadas, así como, para el transporte y movimiento de las 

muestras de agua superficial, fue diseñado en el programa AutoCAD v.2018.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. A. Proceso de la mezcla del alginato de calcio con biomasa de 

Pseudomonas putida ATCC 49128 activas. B. Pesaje de las perlas de alginato de 

calcio. 

 

El biofiltro estuvo conformado por un contenedor de acrílico de 30,0 cm de largo 

por 5,0 cm de diámetro, con dos orificios conectados a mangueras de entrada y 

salida, respectivamente. El flujo fue propulsado por una bomba para agua de 75 

Watts unido a mangueras que comunican el ingreso de las muestras del humedal al 

contenedor por la parte inferior, siendo expulsada por la parte superior del mismo 

(Figura 11). El biofiltro operó en condiciones anaerobiosis. 

A
A 

B 
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Figura 11.  Diseño del biofiltro. (A) Contenedor de acrílico, (B) bomba para agua 

de 75 Watt, (C) depósito conteniendo la muestra de agua superficial del Humedal 

de Santa Rosa, (D) manguera de salida, (E) manguera de entrada, (PA) perlas de 

alginato conteniendo células de Pseudomonas putida ATCC 49128 inmovilizadas, 

(CE) corriente eléctrica.  

Fuente: Elaboración propia. 

 

2.3.7. Tratamientos Experimentales 

 

Se diseñaron cuatro tratamientos y un control con las muestras de agua superficial 

procedentes del humedal de Santa Rosa y para ello se filtró 1,0 L de la muestra. 

La cantidad de esferas de alginato de calcio con P. putida inmovilizada en los 

biofiltros fueron las siguientes: 20,0 g para el Tratamiento 1 (T1), 40,0 g para el 

Tratamiento 2 (T2), 60,0 g para el Tratamiento 3 (T3) y 80,0 g para el Tratamiento 

4 (T4) (Tabla 1). Para el control se emplearon 80,0 g de esferas de alginato de calcio 

con P. putida inmovilizadas en un biofiltro donde se filtró agua destilada (Tabla 1). 

Todas las unidades experimentales estuvieron sin la incidencia de la luz solar 

directa. 
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Tabla 1 

Descripción de los tratamientos y del control en base de las muestras de agua 

superficial del humedal Santa Rosa y las esferas inmovilizadas conteniendo a la 

bacteria P. putida ATCC 49128. 

       Tratamientos Descripción 

T1 

T2 

T3 

T4 

CONTROL 

AC + 20 gramos de esferas con P. putida inmovilizada 

AC + 40 gramos de esferas con P. putida inmovilizada 

AC + 60 gramos de esferas con P. putida inmovilizada 

AC + 80 gramos de esferas con P. putida inmovilizada 

AD + 80 gramos de esferas con P. putida inmovilizada 

          AC: aguas superficiales del humedal Santa Rosa; AD: agua destilada 

Fuente: Elaboración propia. 

 

Los tratamientos fueron aplicados durante 72 h a temperatura ambiente (20ºC ± 

2ºC). Se aplicaron tres réplicas tanto para los cuatro tratamientos como para el 

control. Las evaluaciones se realizaron a las 0 h, 24, 36 y 72 h. 

 

2.3.8. Evaluación de la Capacidad de Remoción de Nitrógeno Total (NT) y Fósforo 

Total (PT) por la Cepa Pseudomonas putida ATCC 49128 Inmovilizada en un 

Sistema de Filtro Continuo 

 

Los cálculos de absorción de nitrógeno total (nitrógeno orgánico e inorgánico) y 

fósforo total (fósforo orgánico e inorgánico) se realizaron a partir de alícuotas de 

2,0 mL de la muestra, retiradas después de 0, 24, 36 y 72 h de exposición a las 

perlas de alginato de calcio con células inmovilizadas de P. putida, de acuerdo con 

la metodología propuesta por Chung, Huang, C. & Tseng (1996). Todos los cálculos 

de absorción se realizaron por triplicado. 

 

Se obtuvo el porcentaje de remoción de acuerdo con la Ecuación 4 (Abdel-Halim, 

Shehata & El-Shahat, 2003):  

 

Q%=((C0-Ct)/C0) x 100                                        (4) 
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Dónde: Q%: porcentaje de remoción, C0: concentración inicial (mg/L), Ct (mg/L): 

concentración en un tiempo t. 

 

2.3.9. Unidades Experimentales 

 

La investigación estuvo compuesta por 15 unidades experimentales y un control. 

 

2.3.10. Identificación de Variables y su medición 

 

Los parámetros fisicoquímicos en la investigación, según Orozco, Pérez, Gonzales, 

Rodríguez & Alfayate (2005), permitirá tener una información amplia de la 

naturaleza de las sustancias químicas y sus propiedades físicas para entender el 

comportamiento de los cuerpos de agua.  

 

Tabla 2  

Variable en estudio, unidades de medida y método de análisis de los parámetros 

fisicoquímico de las muestras de agua superficial del humedal Santa Rosa. 

Variable en estudio Unidad de Medida                        Método 

pH en agua Rangos de pH  Potenciometría 

Temperatura °C Método convencional 

Conductividad  mS/cm Conductimetría 

Nitrógeno total mg/L Fotometría 

Fósforo total mg/L Fotometría 

 Fuente: Elaboración propia. 

 

Por lo general estas evaluaciones se deben de contrastar con las evaluaciones 

biológicas, por lo que muchos investigadores recomiendan la utilización de ambos 

en la evaluación del recurso hídrico. 

Para la medición de las variables se siguieron las siguientes metodologías, que se 

indican en la Tabla 2.  
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a. Medición de pH 

 

Para la medición del pH en la investigación se usó el potenciómetro Hanna 

PH211, el cual fue previamente calibrado, para posteriormente ser lavado con 

agua desionizada entre cada medición. 

 

b. Medición de la Conductividad  

 

Para la medición de conductividad se usó el conductímetro YSI 32 Digital 

Bench-model, previamente calibrado, cuyas unidades se indican en la Tabla 2. 

 

c. Medición de la temperatura 

 

Para la medición de la temperatura de las muestras se usó un termómetro de 

mercurio. Esta medición se realizó al inicio para corroborar la temperatura del 

acondiciones de laboratorio.  

 

d. Determinación de nitrógeno total 

 

Para el análisis de remoción de nitrógeno, se utilizó el kit para la determinación 

para nitrógeno total de la marca WTW® y se siguieron los siguientes pasos 

(WTW, 2016): (1) se vertió un mL del reactivo VARIO TN Persulfate Rgt. en 

una cubeta de desintegración TN Hydroxide HR, (2) se agregaron 0,5 ml de la 

muestra, se cerró la cubeta con el tapón roscado y se mezcló de manera enérgica 

durante 30 s, (3) se calentó la cubeta a 120 °C en la unidad térmica durante 30 

min, (4) se sacó la cubeta de la unidad térmica, se colocó en el soporte de cubetas 

y se dejó enfriar, (5) se vertió un mL del reactivo VARIO TN Reagent A, se 

cerró la cubeta con el tapón roscado y se mezcló durante 15 s, (6) se dejó en 

reposo durante 3 min, (7) se vertió el contenido del reactivo de VARIO TN 

Reagent B, se cerró la cubeta con el tapón roscado y se mezcló durante 15 s (este 

paso corresponde a la muestra preparada), (8) se dejó en reposo durante 2 min, 

(9) se agregaron 2,0 ml de la muestra preparada en una cubeta de reacción TN 

Acid LR/HR (Reagent C) con una pipeta y se cerró la cubeta con el tapón 
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roscado, (10) se mezcló el contenido volteando cuidadosamente la cubeta (10 

veces, durante 30 s) (en este paso se debe tener cuidado debido a que se produce 

una reacción exotérmica, por lo que la cubeta se recalienta), (11) se dejó en 

reposo durante 5 min, (12) se colocó la cubeta en el equipo espectrofotométrico 

pHotoFlex®, de la marca WTW, calibrado para el programa 320 (para nitrógeno 

total) (equivalente una longitud de onda de 220 nm), y se inició la medición. 

 

e. Determinación de fósforo total 

 

Para el análisis de remoción de fósforo, se utilizó el kit para la determinación 

para fósforo total de la marca WTW® y se siguieron los siguientes pasos (WTW, 

2016): (1) se llenó con una pipeta 5,0 ml de la muestra en una cubeta de reacción, 

(2) se añadió el contenido del reactivo VARIO Potassium Persulfate F10 y se 

cerró la cubeta con el tapón roscado, (3) se sacudió de manera enérgica la cubeta 

para diluir las partículas sólidas, (4) se calentó la cubeta en la unidad térmica a 

120 °C durante 30 min, (5) se sacó la cubeta de la unidad térmica, se colocó en 

el soporte de cubetas y se dejó que se enfríe, (6) se agregó con una pipeta 2,0 ml 

de una solución 1,54 N de NaOH, se cerró la cubeta con el tapón roscado y se 

mezcló el contenido de la cubeta con cuidado varias veces, (7) se añadió el 

contenido del reactivo VARIO Phos 3 F10 y se cerró la cubeta con el tapón 

roscado, (8) se sacudió la cubeta de manera enérgica durante 10 a 15 s, (9) se 

dejó en reposo durante 2 min, (10) se colocó la cubeta en el equipo 

espectrofotométrico pHotoFlex®, de la marca WTW, y se hizo la medición a 

una longitud de onda de 420 nm, y se inició la medición. 

 

2.3.11. Diseño de la Investigación 

 

La presente investigación es de tipo experimental, en donde se empleó la cepa 

bacteriana Pseudomonas putida ATCC 49128 inmovilizadas en una matriz de 

alginato de calcio para la remoción de nitrógeno y fósforo total presentes en una 

muestra de agua superficial provenientes del humedal de Santa Rosa.  
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2.3.12. Análisis de Datos 

 

La diferencia entre los tiempos expuestos de P. putida ATCC 49128 a las muestras 

de agua superficial del humedal de Santa Rosa y los diferentes porcentajes de 

remoción fueron evaluados mediante un análisis de la varianza tanto para la 

remoción de N total y P total. También se realizó el análisis de varianza unifactorial 

entre el peso de las esferas y los diferentes porcentajes de remoción de los 

nutrientes. Se consideró un valor de p< 0,05 como significativo. 

 

Se analizó la correlación entre los parámetros fisicoquímicos (NT, PT, 

conductividad y pH) evaluados para determinar las variables más influyentes en la 

investigación. 
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CAPÍTULO III: RESULTADOS Y DISCUSIONES 

 

3.1. RESULTADOS 

 

3.1.1. Características Fisicoquímicas Iniciales de Muestras de Agua Superficial del 

Humedal de Santa Rosa 

 

Las muestras de agua superficial del humedal de Santa Rosa fueron trasladadas al 

Laboratorio de Microbiología y Biotecnología de la UCSS. Se analizaron cinco 

parámetros fisicoquímicos iniciales (nitrógeno total, fósforo total, pH, 

conductividad y temperatura) en condiciones de laboratorio, con mediciones de las 

muestras por triplicado. Los resultados obtenidos muestran valores iniciales de 

nitrógeno total de 7,12 mg/L, fósforo total de 1,30 mg/L, pH 8,2 (alcalino), 

conductividad de 40,0 mS/cm y temperatura de 21,5 ºC (Tabla 3). 

 

Tabla 3 

Valores promedio de los parámetros correspondientes al análisis fisicoquímico de la 

muestra de agua superficial del humedal de Santa Rosa (Chancay, Lima) 

Parámetros Unidades Resultado 

Nitrógeno total mg/L 7,12±0,05 

Fósforo total mg/L 1,30±0,005 

pH  8,2±0,01 

Conductividad 

Temperatura 

mS/cm 

°C 

40,0±0,12 

21,5±0,01 

             Fuente: Elaboración propia. 
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3.1.2. Resultados de la Cinética de Crecimiento de Pseudomonas putida ATCC 49128 

 

Se realizó el conteo de colonias desde las 7.5 h hasta las 24 h de cultivo, mostrando 

un aumento de Unidades Formadoras de Colonias (UFC) hasta las 22 h (Apéndice 

1).  

 

La Figura 12 muestra la curva de crecimiento exponencial de Pseudomonas putida 

ATCC 49128 y el análisis de la curva de regresión exponencial. La ecuación 

exponencial (y = 18.247e0.0542x) reveló un elevado valor del coeficiente de 

determinación (R2=0,9649), lo que indica un buen ajuste del modelo de regresión. 

La fase de inmovilización celular se realizó cuando el cultivo alcanzó una tasa 

exponencial máxima de crecimiento de 0,059 h-1 y un tiempo de duplicación de 

11,74 h, siendo la población bacteriana utilizada en la inmovilización de 63x107 

UFC/mL, correspondientes a las 22 h de crecimiento bacteriano, porque representa 

el máximo crecimiento exponencial (Figura 13). 

 

 

         Figura 12. Curva de crecimiento de Pseudomonas putida ATCC 

49128. 
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Figura 13. Parámetros cinéticos de crecimiento durante la fase exponencial para 

inmovilización de Pseudomonas putida ATCC 49128.  

 

3.1.3. Variación Promedio de la Concentración del Nitrógeno total 

 

La concentración inicial (a las 0 h) de nitrógeno total (N total) en las muestras de 

agua superficial en todos los tratamientos fue de 7,12±0,05 mg/L. En la Tabla 4 y 

Figura 14 se observan las mediciones a diferentes tiempos (desde las 12 h hasta las 

72 h) del N total en los cuatro tratamientos (T1 al T4) y el control. Los resultados 

muestran que los valores del N total disminuyeron en todos los tratamientos a las 

72 h En el control, los valores oscilaron desde las 12 hasta las 72 h, con un mínimo 

de 1,05±0,01 mg/L y un máximo de 1,80±0,02 mg/L (Tabla 4). El tratamiento 

donde se obtuvo la mayor remoción de N total fue el tratamiento (T3, donde a las 

72 h de evaluación se logró un valor mínimo de 0,80±0,10 mg/L de NT. En los 

demás tratamientos, en el mismo tiempo de evaluación, la remoción fue inferior, 

los valores de NT en el tratamiento 1 (T1) fue de 4,2±0,07 mg/L, en el tratamiento 

2 (T2) 3,00±0,05 mg/L y tratamiento 4 (T4) 5,50±0,01 mg/L (Tabla 4, Figura 14).   

 

 

Los resultados del análisis de la varianza (ANOVA) muestran que la concentración 

de N total mantuvo un comportamiento variable significativo (p<0,0001) en las 

diferentes horas evaluadas y en los diferentes tratamientos (p<0,001) (Tabla 5). La 

prueba de Tukey mostró que todas las horas evaluadas presentaron diferencias 

significativas a la variación de N total presente en las muestras de agua superficial 

del humedal tratadas con el biolfiltro (p <0,001) (Apéndice 2).  

 

   

    r (h-1)           : 0,0592 

Parámetros cinéticos de crecimiento    T2  (h)           : 

  Densidad celular : 
   máx. 

11.74 

63x107 UFC/mL 

Valor de R2 = 0,9649 
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Tabla 4 

Valores de las concentraciones obtenidas de nitrógeno total (mg/L) con las desviaciones 

estándares (± DS) en los tratamientos y el control durante 72 h de exposición a las perlas 

de alginato de calcio con P. putida inmovilizada 

 Tiempo (h) 

Tratamientos 0 12 24 36 48 60 72 

  6,33 6,12 6,01 5,60 4,87 4,20 

T1  6,30 6,12 5,81 5,51 4,93 4,27 

  6,31 6,15 6,23 5,32 4,60 4,13 

Promedio 7,12±0,05 6,31±0,02 6,13±0,02 6,02±0,21 5,48±0,14 4,80±0,18 4,20±0,07 

  4,56 3,20 3,00 3,07 3,05 3,05 

T2  4,52 3,32 3,21 3,10 3,07 3,00 

  4,46 3,16 3,10 3,05 3,20 2,95 

promedio 7,12±0,05 4,51±0,05 3,23±0,08 3,10±0,11 3,07±0,03 3,11±0,08 3,00±0,05 

  5,12 4,00 3,20 2,60 1,11 0,90 

T3  5,10 4,00 3,00 2,81 1,02 0,71 

  5,13 3,90 3,13 2,95 0,90 0,80 

promedio 7,12±0,05 5,12±0,02 3,97±0,06 3,11±0,10 2,79±0,18 1,01±0,11 0,80 ±0,10 

  6,50 6,55 6,50 5,80 5,60 5.50 

T4  6,70 6,40 6,51 5,82 5,67 5,51 

  6,94 6,50 6,49 5,77 5,59 5,50 

promedio 7,12±0,05 6,71±0,22 6,48±0,08 6,50±0,01 5,80±0,03 5,62±0,04 5,50±0,01 

Control 0,00±0 1,05±0,01 1,10±0,09 1,60±0,04 1,80±0,02 1,30±0,01 1,30±0,09 

Fuente: Elaboración propia. 

 

 

Figura 14. Resultado de los valores de nitrógeno total (mg/L) en los cuatro 

tratamientos y el control durante 72 horas evaluadas. 
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Tabla 5 

Análisis de la varianza de las concentraciones de nitrógeno total en los tratamientos y 

horas evaluadas 

ANOVA 

Variable dependiente: NITRÓGENO TOTAL 

Origen 
Suma de 

cuadrados 
GL Media cuadrática F Sig. 

Modelo corregido 364,361a 27 13,495 413,382 0,000 

Intersección 1776,842 1 1776,842 54429,324 0,000 

TRATAMIENTO 165,969 3 55,323 1694,686 0,000 

HORAS 154,633 6 25,772 789,467 0,000 

TRATAMIENTO 

* HORAS 

43,760 18 2,431 74,470 0,000 

Error 1,828 56 0,033   

Total 2143,031 84    

a. R al cuadrado = 0,995 (R al cuadrado ajustada = 0,993) 
Fuente: Elaboración propia. 

 

3.1.4. Porcentaje de Remoción de Nitrógeno Total  

 

La Tabla 6 muestra los valores promedios de los porcentajes de remoción de 

nitrógeno total (N total) obtenidos en los cuatro tratamientos con células 

inmovilizadas de Pseudomonas putida ATCC 49128 y a las distintas horas 

evaluadas.  

 

 

El porcentaje de remoción de N total en el tratamiento 1 (T1) fue de 11,33±0,21% 

para las primeras 12 h y se incrementó paulatinamente hasta las 72 h, lográndose 

un porcentaje de remoción final de 41,01±0,98%, mientras que el tratamiento 2 (T2) 

mostró un valor promedio de 36,61±0,71% a las 12 h y 57,87±0,70% a las 72 h 

(Tabla 6, Figura 15). El tratamiento 3 (T3) reveló un valor promedio de 

28,14±0,21% a las 12 h y 88,72±1,33% a las 72 h, por lo que fue el tratamiento que 

logró la mayor remoción de N total a las 72 h (Tabla 6, Figura 15). El tratamiento 

4 (T4) presentó el valor más bajo de porcentaje de remoción de NT con un valor 

promedio de 5,71±3,09% a las 12 h y 22,71±0,08% a las 72 h (Tabla 6, Figura 15).  
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Tabla 6 

Valores promedios de la remoción (%) de nitrógeno total obtenidos en los cuatros 

tratamientos y a las distintas horas evaluadas 

 Tiempo (h) 

  12 24 36 48 60 72 

Tratamiento 

1 11,33±0,21 13,90±0,24 15,50±2,95 23,08±2,01 32,58±2,47 41,01±0,98 

Tratamiento 

2 36,61±0,71 54,68±1,17 56,41±1,48 56,84±0,35 56,37±1,14 57,87±0,70 

Tratamiento 

3 28,14±0,21 44,29±0,81 56,32±1,43 60,86±2,47 85,81±1,48 88,72±1,33 

Tratamiento 

4 5,71±3,09 8,94±1,07 8,71±0,14 18,59±0,35 21,07±0,61 22,71±0,08 

Fuente: Elaboración propia. 

 

 

 

Figura 15. Resultado de los porcentajes promedio de remoción de nitrógeno total 

en los cuatro tratamientos durante las 72 horas evaluadas. 
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Tabla 7 

Análisis de la varianza de la remoción (%) del nitrógeno total en los tratamientos y 

horas evaluadas 

 Pruebas de efectos inter-sujetos 

Variable dependiente: REMOCIÓN DE NITRÓGENO TOTAL 

Origen 

Tipo III de 

suma de 

cuadrados 

GL 
Media 

cuadrática 
F Sig. 

Modelo corregido 35435,563a 17 2084,445 20487,809 0,000 

Intersección 135144,038 1 135144,038 1328317,815 0,000 

TRATAMIENTOS 20744,527 2 10372,264 101947,987 0,000 

H 12698,043 5 2539,609 24961,570 0,000 

TRATAMIENTOS 

* H 

1992,992 10 199,299 1958,893 0,000 

Error 3,663 36 0,102   

Total 170583,264 54    

Total corregido 35439,226 53    

a. R al cuadrado = 1,000 (R al cuadrado ajustada = 1,000) 
Fuente: Elaboración propia. 

 

Los resultados del análisis de la varianza (ANOVA) muestran que el porcentaje de 

remoción de N total en los tratamientos presentan diferencias significativas 

(p=0,000) y una alta relación entre ellas al ser contrastadas con las variables F (F= 

101947,987) (Tabla 7). 

 

3.1.5. Variación Promedio de la Concentración de Fósforo total 

 

La concentración inicial (a las 0 h) de fósforo total (P total) en las muestras de agua 

superficial en todos los tratamientos fue de 1,30±0,005 mg/L. En la Tabla 8 y Figura 

16 se muestran las mediciones a diferentes tiempos (desde las 12 h hasta las 72 h) 

del P total en los cuatro tratamientos (T1 al T4) y el control. Los resultados muestran 

que los valores del P total disminuyeron en todos los tratamientos a los 72 h En el 

control, los valores no revelaron cambios desde las 12 hasta las 72 h, todos con < 

0.005 mg/L (Tabla 8). 
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El tratamiento 3 (T3) logró un valor mínimo de 0,66±0,09 mg/L a las 72 h de 

evaluación, el tratamiento 4 (T4) fue el segundo que mostro un menor valor de PT 

con 1,21±0,01 mg/L. En los demás tratamientos, en el mismo tiempo de evaluación, 

para el tratamiento 1 (T1) fue la cantidad de 1,10±0,04 mg/L y para el tratamiento 

(T2) fue de 1,21±0,01 mg/L (Tabla 8, Figura 16). 

 

Tabla 8 

Valores de las concentraciones obtenidas de fósforo total (mg/L) con las desviaciones 

estándares (± DS) en los tratamientos y el control durante 72 h de exposición a las 

perlas de alginato de calcio con P. putida inmovilizada 

 Tiempo (h) 

Tratamientos 0 12 24 36 48 60 72 

  1,10 0,92 1,16 1,26 1,0 1,10 

T1  1,09 0,99 1,2 1,20 1,1 1,14 

  1,12 1,07 1,23 1,19 1,05 1,07 

 1,30±0,005 1,10±0,02 0,99±0,08 1,20±0,04 1,22±0,04 1,05±0,05 1,10±0,04 

  1,22 1,17 1,21 1,20 1,21 1,20 

T2  1,24 1,20 1,19 1,17 1,21 1,21 

  1,19 1,15 1,23 1,19 1,21 1,21 

 1,30±0,005 1,22±0,03 1,17±0,03 1,21±0,02 1,18±0,01 1,21±0,00 1,21±0,01 

  1,40 1,00 1,0 0,78 0,6 0,67 

T3  1,10 1,10 0,8 0,81 0,56 0,66 

  0,70 1,05 0,5 0,73 0,70 0,65 

 1,30±0,005 1,07±0,35 1,05±0,05 0,77±0,25 0,77±0,04 0,62±0,07 0,66±0,01 

  1,40 1,05 1,05 0,87 0,91 0,76 

T4  0,80 1,10 1,00 0,89 0,88 0,78 

  1,10 1,08 0,97 0,88 0,77 0,77 

 1,30±0,005 1,10±0,30 1,08±0,03 1,01±0,04 0,88±0,01 0,85±0,07 0,77±0,01 

      Control 0,00 <0,005 <0,005 <0,005 <0,005 <0,005 <0,005 

Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 16. Resultado de los valores de fósforo total (mg/L) en los cuatro 

tratamientos durante las 72 horas evaluadas. 

 

Tabla 9 

Análisis de la varianza de las concentraciones de fósforo total en los tratamientos y 

horas evaluadas 

Pruebas de efectos inter-sujetos 

Variable dependiente: FÓSFORO TOTAL 

Origen 

Tipo III de suma 

de cuadrados GL 

Media 

cuadrática F Sig. 

Modelo corregido 16,035a 23 0,697 14,910 0,000 

Intersección 26,632 1 26,632 569,576 0,000 

TRATAMIENTOS 6,157 3 2,052 43,892 0,000 

HORAS 2,411 5 0,482 10,315 0,000 

TRATAMIENTOS * 

HORAS 

7,467 15 0,498 10,646 0,000 

Error 2,244 48 0,047   

Total 44,911 72    

Total corregido 18,279 71    

a. R al cuadrado = 0,877 (R al cuadrado ajustada = 0,818) 

Fuente: Elaboración propia. 
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Los resultados del análisis de la varianza (ANOVA) muestran que la concentración 

de P total mantuvo un comportamiento variable en las diferentes horas evaluadas 

(p<0,001) y en los diferentes tratamientos (p<0,001) (Tabla 9).  

 

 

La prueba de Tukey mostró tres (3) subconjuntos homogéneos para la variación de 

la concentración de PT en función de las horas. El primero de ellos a 60, 72 y 48 

horas, no presentaron diferencias (p=0,12). El subconjunto dos (2) conformados por 

los 48 y 72 horas, no mostraron diferencias significativas en la variación de la 

concentración de P total; así como el subconjunto tres (3) conformado pos las 12, 

32 y 48 horas no mostraron diferencias significativas (p=0,074) (Apéndice 3). 

 

3.1.6. Porcentaje de Remoción del Fósforo Total  

 

La Tabla 10 muestra los valores promedios de los porcentajes de remoción de 

fósforo total (P total) obtenidos en los cuatro tratamientos con células inmovilizadas 

de P. putida ATCC 49128 y a las distintas horas evaluadas. 

 

El porcentaje de remoción de P total en el tratamiento 1 (T1) fue de 15,13±1,18% 

para las primeras 12 h, osciló entre las 24 y 60 h, con valores mínimos y máximos 

de 7,95±2,70% y 23,59±5,77%, respectivamente, hasta llegar a 15,13±2,70% a las 

72 h (Tabla 10, Figura 17). El tratamiento 2 (T2) presentó el menor porcentaje de 

remoción con un valor promedio de 6,41±1,94% a las 12 h y 7,18±0,44% a los 72 

h. El tratamiento 3 (T3) mostró un valor promedio de 17,95±27,01% a las 12 h y 

49,23±0,77% a las 72 h, por lo que fue el tratamiento que logró la mayor remoción 

de P total a las 72 h. El tratamiento 4 (T4) reveló un valor promedio de 

15,38±23,08% a las 12 h y 40,77±0,77 % a las 72 h (Tabla 10, Figura 17). 
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Tabla 10 

Valores promedios de los porcentajes de la remoción de fósforo total obtenidos en los 

cuatro tratamientos a las distintas horas evaluadas 

 Tiempo (h) 

  12 24 36 48 60 72 

Tratamiento 

1 15,13±1,18 23,59±5,77 7,95±2,70 6,41±2,91 19,23±3,85 15,13±2,70 

Tratamiento 

2 6,41±1,94 9,74±1,94 6,92±1,54 8,72±1,18 6,90±0,04 7,18±0,44 

Tratamiento 

3 17,95±27,01 19,23±3,85 41,03±19,36 40,51±3,11 52,31±5,55 49,23±0,77 

Tratamiento 

4 15,38±23,08 17,18±1,94 22,56±3,11 32,31±0,77 34,36±5,67 40,77±0,77 

Fuente: Elaboración propia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. Resultado de los valores promedio de los porcentajes de remoción de 

fósforo total (%) en los cuatro tratamientos durante 72 horas evaluadas. 

 

El tratamiento 2 (T2) presentó el valor más bajo de porcentaje de remoción con un 

valor promedio de 6,41±1,94% a las 12 h y 7,18±0,44% a las 72 h (Tabla 10, Figura 

17). El tratamiento 3 (T3) mostró un valor promedio de 17,95±27,01% a las 12 h y 

49,23±0,77% a las 72 h, por lo que fue el tratamiento que logró la mayor remoción 

de P total a las 72 h (Tabla 10, Figura 17). El tratamiento 4 (T4) reveló un valor 
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promedio de 15,38±23,08% a las 12 h y 40,77±0,77 % a las 72 h (Tabla 10, Figura 

17). 

 

Tabla 11 

Análisis de la varianza de los porcentajes la remoción del fósforo total en los 

tratamientos y horas evaluadas 

Pruebas de los efectos inter-sujetos 

Variable dependiente: REMOCIÓN DE FÓSFORO TOTAL 

Origen 

Suma de 

cuadrados tipo 

III 

GL 
Media 

cuadrática 
F Sig. 

Modelo corregido 14665,472a 23 637,629 5073,300 0,000 

Intersección 34847,120 1 34847,120 277261,265 0,000 

TRATAMIENTOS 8323,775 3 2774,592 22076,052 0,000 

H 2764,908 5 552,982 4399,800 0,000 

TRATAMIENTOS 

* H 

3576,789 15 238,453 1897,249 0,000 

Error 6,033 48 0,126   

Total 49518,624 72    

Total corregida 14671,504 71    

a. R cuadrado = 1,000 (R cuadrado corregida = 0,999) 
Fuente: Elaboración propia. 

 

En Los resultados del análisis de la varianza (ANOVA) muestran diferencias 

significativas (p=0,00), entre el porcentaje de remoción de PT y los tratamientos; 

así como una diferencias significativa (p=0,00) entre el porcentaje de remoción de 

PT y las horas evaluadas (Tabla 11). 

 

3.1.7. Variación del pH 

 

El valor inicial (a las 0 h) de pH en las muestras de agua superficial del humedal en 

todos los tratamientos fue de 8,20±0,01. En la Tabla 12 y Figura 18 se observan las 

mediciones a diferentes tiempos (desde las 12 h hasta las 72 h) del pH en los cuatro 

tratamientos (T1 al T4) y el control. Los resultados muestran que los valores del pH 

se incrementaron en todos los tratamientos a las 72 h, con excepción del tratamiento 

1 (T1) y el tratamiento 3 (T3) (Tabla 12, Figura 18). El rango del valor del pH del 

control fue de 7,05 a 8,11 a las 72 horas.  
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En todos los tratamientos se observó la disminución del pH a las 12 h (T1: 

8,18±0,02, T2: 8,16±0,01, T3: 7,89±0,10 y T4: 8,05±0,05), con respecto al valor 

inicial (Tabla 12, Figura 18). Sin embargo, en cada uno de los tratamientos los 

valores de pH fluctuaron a lo largo de todo el experimento. 

 

Tabla 12 

Valores promedios del pH obtenido en los cuatro tratamientos y el control a las 

distintas horas evaluadas 

 Tiempo (h) 

Tratamientos 0 12 24 36 48 60 72 

  8,20 8,19 8,22 8,33 8,22 8,15 

T1  8,18 8,19 8,27 8,33 8,25 8,16 

  8,16 8,18 8,25 8,34 8,21 8,16 

 8,20±0,01 8,18±0,02 8,19±0,01 8,25±0,03 8,33±0,01 8,22±0,02 8,16±0,01 

  8,16 7,98 8,15 8,09 8,30 8,30 

T2  8,15 8,01 8,15 8,05 8,10 8,40 

  8,16 7,96 8,16 8,07 8,20 8,45 

 8,20±0,01 8,16±0,01 7,98±0,03 8,15±0,01 8,07±0,02 8,20±0,10 8,38±0,08 

  7,89 7,94 7,72 7,88 8,16 8,20 

T3  7,80 7,95 7,74 7,82 8,10 8,25 

  7,99 7,95 7,76 7,85 8,16 8,00 

 8,20±0,01 7,89±0,10 7,95±0,01 7,74±0,02 7,85±0,03 8,14±0,03 8,15±0,13 

  8,00 8,04 8,06 8,00 7,84 8,20 

T4  8,10 8,05 8,00 8,00 7,94 8,40 

  8,05 8,04 7,94 7,96 7,87 8,30 

 8,20±0,01 8,05±0,05 8,04±0,01 8,0±0,06 7,98±0,02 7,88±0,05 8,30±0,10 

Control 7,00 7,05 7,40 7,95 8,00 8,10 8,11 

   Fuente: Elaboración propia. 
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Figura 18. Resultado de los valores promedio de pH en los cuatro tratamientos 

durante 72 horas evaluadas. 

 

Los tratamientos 2, 3 y 4 (T2, T3 y T4) mostraron un incremento del pH a las 72 h, 

con valores finales de 8,38±0,08, 8,15±0,13 y 8,30±0,10, respectivamente (Tabla 

12, Figura 18). El tratamiento 1 (T1) disminuyó a 8,16±0,01 a las 72 h  (Tabla 12, 

Figura 18). 

 

3.1.8. Análisis de la Variación de la Conductividad 

 

La concentración inicial (a las 0 h) de conductividad en las muestras de agua 

superficial del humedal en todos los tratamientos fue de 40,00±0,12 mS/cm. En la 

Tabla 13 y Figura 19 se observan las mediciones a diferentes tiempos (desde las 12 

h hasta las 72 h) de la conductividad en los cuatro tratamientos (T1 al T4) y el 

control. 
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Tabla 13 

Valores promedios de la Conductividad (mS/cm) obtenidos en los cuatro tratamientos 

a las distintas horas evaluadas (promedio± D.S) 

Fuente: Elaboración propia. 

 

 Tiempo (h) 

Tratamientos 0 12 24 36 48 60 72 

  40,10 47,00 50,00 54,80 50,10 37,30 

T1  41,00 47,00 51,00 56,00 48,00 39,00 

  39,80 46,90 50,00 54,50 48,90 37,90 

 40,00±0,12 40,30±0,62 46,97±0,06 50,33±0,58 55,10±0,79 49.00±1,05 38,07±0,86 

  43,00 33,00 41,1 40,00 45,00 45,20 

T2  41,00 35,20 45,00 41,00 47,20 46,00 

  45,00 31,00 42,90 37,90 43,00 46,50 

 40,00±0,12 43,00±2,00 33,07±2,10 43,00±1,95 39,63±1,58 45,07±2,10 45,90±0,66 

  31,80 29,00 33,20 35,00 43,20 48,20 

T3  29,80 29,00 31,00 36,00 43,10 46,00 

  28,50 29,10 34,80 34,10 43,00 49,80 

 40,00±0,12 30,03±1,66 29,03±0,06 33,00±1,91 35,03±0,95 43,10±0,10 48,00±1,91 

  36,00 36,50 36,00 34,00 29,00 25,00 

T4  34,20 36,00 36,20 35,00 26,50 26,50 

  35,10 36,18 36,40 34,91 27,90 23,50 

 40,00±0,12 35,10±0,90 36,23±0,25 36,20±0,20 34,64±0,55 27,80±1,25 25,00±1,50 

CONTROL 0,13 1,03 1,27 1,53 1,63 2,77 3,10 

 Tiempo (h) 

Tratamientos 0 12 24 36 48 60 72 

  40,10 47,00 50,00 54,80 50,10 37,30 

T1  41,00 47,00 51,00 56,00 48,00 39,00 

  39,80 46,90 50,00 54,50 48,90 37,90 

 40,00±0,12 40,30±0,62 46,97±0,06 50,33±0,58 55,10±0,79 49.00±1,05 38,07±0,86 

  43,00 33,00 41,1 40,00 45,00 45,20 

T2  41,00 35,20 45,00 41,00 47,20 46,00 

  45,00 31,00 42,90 37,90 43,00 46,50 

 40,00±0,12 43,00±2,00 33,07±2,10 43,00±1,95 39,63±1,58 45,07±2,10 45,90±0,66 

  31,80 29,00 33,20 35,00 43,20 48,20 

T3  29,80 29,00 31,00 36,00 43,10 46,00 

  28,50 29,10 34,80 34,10 43,00 49,80 

 40,00±0,12 30,03±1,66 29,03±0,06 33,00±1,91 35,03±0,95 43,10±0,10 48,00±1,91 

  36,00 36,50 36,00 34,00 29,00 25,00 

T4  34,20 36,00 36,20 35,00 26,50 26,50 

  35,10 36,18 36,40 34,91 27,90 23,50 

 40,00±0,12 35,10±0,90 36,23±0,25 36,20±0,20 34,64±0,55 27,80±1,25 25,00±1,50 

CONTROL 0,13 1,03 1,27 1,53 1,63 2,77 3,10 
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Figura 19. Resultado de los valores promedio de la conductividad (mS/cm) en los 

cuatro tratamientos durante 72 horas evaluadas. 

 

Los resultados muestran que los valores de la conductividad se incrementaron en 

los tratamientos 2 y 3 (T2 y T3) a las 72 h, a diferencia de los tratamientos 1 y 4 

(T1 y T4) (Tabla 13, Figura 19). En el control, los valores aumentaron desde las 12 

hasta las 72 h, con un mínimo de 1,03 mS/cm y un máximo de 3,10 mS/cm (Tabla 

13). En los tratamientos 3 y 4 se observó la disminución de la conductividad a las 

12 h (T3: 30,03±1,66 mS/cm y T4: 35.10±0,90 mS/cm), con respecto al valor inicial 

(Tabla 13, Figura 19). Los tratamientos 1 y 2 (T1: 40,30±0,62 mS/cm, T2: 

43,00±2,00 mS/cm) revelaron un comportamiento opuesto a las 12 h, ya que se 

incrementaron con respecto al valor inicial (Tabla 13, Figura 19). Los tratamientos 

1 y 4 (T1 y T4) mostraron una disminución de la conductividad a las 72 h con 

respecto a las 12 h, con valores finales de 38,07±0,86 mS/cm y 25,00±1,50 mS/cm, 

respectivamente (Tabla 13, Figura 19). Luego de las 72 h de evaluación, los 

resultados muestran que los valores de la conductividad se incrementaron en los 

tratamientos 2 y 3 (T2: 45,90±0,66 mS/cm y T3: 48,00±1,91 mS/cm), a diferencia 

de los tratamientos 1 y 4 (T1:38,07±0,86 mS/cm y T4:25,00±1,50 mS/cm) que 

disminuyeron (Tabla 13, Figura 19). En el control, los valores aumentaron a lo largo 

del experimento, desde 1,03 mS/cm a las 12 hasta 3,10 mS/cm a las 72 h (Tabla 

13). 

 

 

0.0

10.0

20.0

30.0

40.0

50.0

60.0

0 1 2 2 4 3 6 4 8 6 0 7 2

C
o

n
d

u
ct

iv
id

ad
 (

m
S/

cm
)

Tiempo (h)

Tratamiento 1 Tratamiento 2 Tratamiento 3 Tratamiento 4



48 
 

 

3.1.9. Análisis de la Correlación de Pearson  

 

El índice de correlación de Pearson, empleado para determinar las relaciones entre 

los valores promedio de nitrógeno total (N total), fósforo total (P total), 

conductividad y pH (Tabla 14). 

 

Se encontraron correlaciones positivas entre N total y P total (r=0,282; p=0,016), 

entre P total y los valores de la conductividad (r=0,334; p=0,004) y entre P total y 

los valores de pH (r=0,218; p=0,06) (Tabla 14). Sin embargo, se hallaron 

correlaciones negativas entre N total y la conductividad (r= -0,169; p=0,157) y N 

total y los valores de pH (r= -0,104; p=0,385) (Tabla 14). 

 

Tabla 14 

Coeficientes de correlación lineal de Pearson (r) entre los valores de Nitrógeno total, 

Fósforo total, Conductividad y pH 

Correlaciones 

 Nitrógeno Conductividad Fósforo pH 

Nitrógeno Correlación de Pearson 1 -0,169 0,282* -0,104 

Sig. (bilateral)  0,157 0,016 0,385 

Conductividad Correlación de Pearson  1 0,334** 0,416** 

Sig. (bilateral)   0,004 0,000 

Fósforo Correlación de Pearson   1 0,218 

Sig. (bilateral)    0,066 

*. La correlación es significativa en el nivel 0,05 (bilateral). 

**. La correlación es significativa en el nivel 0,01 (bilateral). 
  Fuente: Elaboración propia. 
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3.2. DISCUSIÓN 

 

El presente trabajo de investigación es el primer estudio en Perú en evaluar la remoción 

de nitrógeno (N) total y fósforo (P) total presentes en las muestras de agua superficial 

del humedal de Santa Rosa mediante el uso de un biofiltro conteniendo poblaciones 

de la bacteria Pseudomonas putida ATCC 49128. Esta bacteria ha sido reconocida 

como un organismo heterotrófico ubicuo y que posee la capacidad de utilizar diversos 

sustratos (López et al., 2006). 

 

 

Se han reportado investigaciones sobre bacterias heterotróficas cultivables, que pueden 

remover el nitrógeno (N) en diferentes condiciones ambientales, tanto aerobios 

estrictos como las especies Nitrosomonas sp., Nitrosovibrio sp., Nitrosococcus sp., 

Nitrosolobus sp. y Nitrosospira sp. (Matsuba et al., 2003) y facultativas que 

generalmente desnitrifican en ausencia de oxígeno, como Pseudomonas denitrificans 

y Paracoccus denitrificans (Holt, Krieg, Snealth, Staley & Williams, 1994). Similares 

reportes existen para Bacillus sp. (Kim et al., 2005), Pseudomonas stutzeri (Zhang, 

Wu, Hao & Yu 2011), Rhodococcus sp. (Chen et al., 2012) y Acinetobacter 

calcoaceticus (Yao, Ni, Ma & Li, 2013). 

 

 

Los resultados mostraron que la remoción de N total fue 52.58 % en promedio 

(3,38±1,81 mg/L) para todos los tratamientos a las 72 h, mientras que los valores más 

altos de remoción de N total que se registró fueron en el Tratamiento 3 (60 g de esferas 

de alginato de calcio con P. putida inmovilizada) a las 60 h y 72 h, con un 85,81 % 

(1,01±0,11 mg/L) y 88,72% (0,80±0,10 mg/L) de remoción, respectivamente. Este 

resultado es comparable con otros estudios, como los reportados por Zaballa et al. 

(2016), quienes emplearon Pseudomonas pseudoalcaligenes inmovilizadas en alginato 

de calcio para el tratamiento de aguas residuales urbanas, y lograron elevados valores 

de remoción de nitrógeno (alrededor del 94 %). Sin embargo, Mujtaba, Rizwan y Lee 

(2017) reportaron una baja reducción de formas amoniacales del N (13 %) en aguas 

residuales mediante el uso de Pseudomonas putida en condiciones aeróbicas. Esto nos 

indicaría que, las condiciones experimentales de aerobiosis o anaerobiosis (y 
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posiblemente la concentración de oxígeno disuelto en el medio) tendrían un efecto 

considerable en la remoción de N en sistemas biológicos de tratamiento de aguas. 

 

 

En cuanto al efecto de la cantidad de esferas de alginato de calcio para la remoción de 

N total, se observó una tendencia creciente de remoción de N total a las 72 h en función 

a la cantidad de esferas agregadas en cada tratamiento: T1 (20 g de esferas de alginato 

de calcio con P. putida inmovilizada) tuvo un 41,01 % de remoción de N total, T2 (40 

g de esferas) con 57,87 % y T3 (60 g de esferas) con 88,72 % (el mejor tratamiento a 

las 72 h). Sin embargo, se evidenció que T4, que contenía 80 g de esferas de alginato 

de calcio con P. putida inmovilizada (la mayor cantidad de esferas), tuvo un menor 

valor de remoción de N total (22,71 %). Este resultado podría deberse a que como el 

biofiltro en T4 contenía una mayor densidad celular que los otros tratamientos, hubo 

una limitación del crecimiento de las colonias bacterianas por un agotamiento de C 

disuelto en el medio (Stanbury et al., 2017) o que se haya excedido la densidad celular 

máxima para el biorreactor (biofiltro) (Chang, 2011). 

 

 

El tratamiento control, en el que se agregó agua destilada con 80 g de esferas de 

alginato de calcio con P. putida inmovilizada, reveló la presencia de N total desde las 

12 h hasta las 72 h, con un valor mínimo de 1,05±0,01 mg/L (12h) y un valor máximo 

de 1,80±0,02 mg/L (24h). Debido a que el medio no contenía ningún macro ni 

micronutriente (como el nitrógeno) para sostener el crecimiento de la población 

bacteriana, ocurren procesos de catabolismo del nitrógeno: (1) amonificación y 

remineralización, en el que las proteínas y los péptidos, presentes en P. putida,, se 

degradan a aminoácidos por la actividad de proteinasas y peptidasas (p.ej. las 

desaminasas catabolizan los aminoácidos y liberan amoníaco o amonio); (2) reducción 

desasimilatoria de nitrato y desnitrificación, proceso clave en el que las bacterias 

emplean el nitrato como un aceptor de electrones terminal sustituto en ambientes sin 

oxígeno y es transformado por una serie de reacciones enzimáticas en dinitrógeno (N2), 

en esta vía metabólica destacan los géneros de Pseudomonas, Thiobacillus, 

Paracoccus y Neisseria; y (3) nitrificación heterotrófica, que es la producción de NO3
- 

a partir de sustratos tanto orgánicos como inorgánicos y ocurre tanto en hongos como 
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bacterias, incluyendo varias especies del género Pseudomonas (Jeannotte, 2014). La 

presencia de NT podría deberse a la degradación de las estructuras de algunas esferas 

de alginato de calcio, lo cual podría haber dejado expuesto a las células. Por lo tanto, 

es probable que el catabolismo del nitrógeno de P. putida y la posterior difusión de 

solutos al medio por una gradiente de concentración haya ocasionado un incremento 

en los valores de N total en el tratamiento control. 

  

 

Los resultados mostraron que la remoción de fósforo (P) total fue 28.26 % (0.94±0.24 

mg/L) en promedio para todos los tratamientos, mientras que los valores más altos de 

remoción de P total que se registró fueron en el Tratamiento 3 (T3) (60 g de esferas de 

alginato de calcio con P. putida inmovilizada) a las 60 h y 72 h, con un 52,31 % 

(0.62±0.07 mg/L) y 49,23 % (0.66±0.01 mg/L) de remoción, respectivamente. 

Adicionalmente, se ha observado que T3 presentó una reducción de P total constante 

hasta las 60 h (0.62±0.66 mg/L), pero se evidenció un ligero incremento a las 72 h 

(0.66±0.01 mg/L). Fluctuaciones similares fueron registradas para T1 (1.05±0.05 

mg/L a las 60 h 1.10±0.04 mg/L a las 72 h) y T2 (1.19±0.02 mg/L a las 48 h y 

1.21±0.00 mg/L a las 60 h). Esto puede deberse a que las colonias bacterianas hayan 

acumulado compuestos orgánicos al inicio del tratamiento (con el oxígeno disuelto 

remanente del medio) y posteriormente sea necesaria la degradación de polifosfatos en 

condiciones aneróbicas, lo que provocaría una pequeña liberación de ortofosfatos al 

medio (Díaz, García & Gonzales, 2014). Los microorganismos pueden acumular en P 

en condiciones aeróbicas y anóxicas bajo la forma de polifosfatos, que pueden ser 

liberados en condiciones anaeróbicas como fuente de energía para asegurar la 

supervivencia cuando otros grupos bacterianos aeróbicos pierden actividad (Pokhrel 

Milke, Bello-Mendoza, Buitrón & Thiele, 2018). El (T4) a diferencia de los otros 

tratamientos mostro una remoción constante en todas las horas evaluadas. La remoción 

de fósforo en microorganismos como Pseudomonas, se produce principalmente por la 

acumulación de este elemento como reserva energética y en algunas situaciones se 

acumula más allá de los requisitos normales para procesos metabólicos (Kim, Jordan, 

& McDonald, 1998).  
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Paul y Sinha (2015) evaluaron la eficiencia de remoción de fosfatos a partir de aguas 

residuales sintéticas con Pseudomonas sp. JPSB12, Enterobacter sp. TPSB20, 

Flavobacterium sp. TPSB23 y un consorcio bacteriano mixto compuesto por las tres 

especies mencionadas y obtuvieron una remoción de fosfatos en 59.10 % con 

Pseudomonas sp. JPSB12 y 77.20 % con el consorcio microbiano cuando se empleó 

glucosa como fuente de carbono. Este estudio muestra la importancia del uso de 

fuentes de C de rápida asimilación, como la glucosa, para acelerar el proceso de 

remoción de fosfatos en aguas, así como la interacción positiva entre especies 

presentes en consorcios microbianos. 

 

 

La remoción simultánea de nutrientes (como N y P) por la acción de P. putida ATCC 

49128 inmovilizada en esferas de alginato de calcio en un biofiltro continuo es un 

proceso factible, tal como se evidenció en la presente investigación. El tratamiento 3 

(T3) registró la mayor remoción para N total y P total a los 72 h Los procesos de 

remoción pueden darse en condiciones aeróbicas y anaeróbicas. Esta investigación se 

realizó bajo condiciones anaeróbicas, en la que la liberación de P genera la 

acumulación intracelular de polifosfato en forma de polihidroxialcanoatos (PHA).  

 

 

El análisis inicial de las muestras de agua superficial del humedal de Santa Rosa 

mostró que la concentración de N y P totales fue de 7,12 mg/L y 1,30 mg/L, 

respectivamente. En ésta investigación, luego de 72 horas de biofiltración, el 

tratamiento 3 (T3) fue el más óptimo, registrando el valor de 0,8 mg/L para NT y 0,66 

para PT. Sin embargo, estos valores superaron los valores establecidos por el Estándar 

de Calidad Ambiental (ECA) para agua, Categoría 4: conservación del medio acuático, 

sub categoría E1: lagunas y lagos (definidos como “cuerpos naturales de agua lénticos, 

que no presentan corriente continua, incluyendo humedales”), con 0,035 mg/L para P 

total y 0,315 mg/L para N total (Decreto supremo aprueban estándar de calidad 

ambiental (ECA) para agua y establecen disposición complementaria N° 004, 2017). 
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Durante toda la investigación, el valor de pH experimentó variaciones en todos los 

tratamientos, durante las diferentes horas evaluadas, siendo su valor mínimo de 7,74 

(T3 a las 36 h) y el máximo de 8,38 (T2 a las 72 h de evaluación). En el control, el pH 

que tuvo un valor mínimo de 7,05 a las 12 h y un máximo de 8,11 a las 72 h. Esta 

variación de pH puede deberse a la actividad desnitrificadora de la bacteria sobre el 

agua residual, que asimila el metano como fuente energética liberando CO2 al medio 

en sistemas anaeróbicos (Modin, Fukushi y Yamamoto, 2007). Debe resaltarse que se 

evidenció un precipitado en los tratamientos durante la evaluación, lo que puede 

atribuirse a la precipitación principalmente de P a pH cercanos o por encima de 8,0 

(Wang, Pan, Min, Peng, & Wang, 2007). 

 

 

En esta investigación, la remoción más notable de P total (53,8%) y N total (88,76%) 

en el T3 fue lograda a valores de pH de 8,14 y 8,15, respectivamente. Esta remoción 

en medios alcalinos ha sido reportada en otros estudios, en donde las fases anaerobias 

del experimento tienden a incrementar el pH y hacerlo alcalino (Venegas, 2015).  

 

 

Existen algunos grupos bacterianos que muestran diferencias en la remoción de 

compuestos nitrogenados en función al pH del medio. Por ejemplo, Pseudomonas 

fluorecens ATCC 17822 en condiciones anóxicas, presento un crecimiento optimo a 

pH 7,0, esto fue observado al evaluar la cinética de desnitrificacion de la bacteria 

(Almeida, Reis & Carrondo, 1995). Por otro lado, la producción de N2O y N2 a partir 

de nitratos o nitritos en condiciones anóxicas en suspensiones celulares de Paracoccus 

denitrificans DSM 413 se ha demostrado que es afectada por el pH; así por ejemplo   a 

pH 5,5, el nitrato se convirtió en nitrito, este en N2O y finalmente el N2O en N2; 

mientras que a pH 8,5, el nitrato se convirtió directamente en N2, y los compuestos 

intermediarios se acumulan solo en bajas concentraciones en estado estacionario 

(Thomsen, Geest & Cox, 1994). Por lo tanto, la cinética de desnitrificación es afectada 

por el pH del medio, la especie (y cepa) seleccionada para realizar ese proceso 

metabólico y los sustratos adicionados al medio (Almeida et al., 1995; Thomsen et al., 

1994). 
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En la presente investigación, respecto a la relación entre los nutrientes (N total y P 

total) y el pH, hubo una relación positiva (pero estadísticamente no significativa, 

p=0,06) entre P total y pH, en tanto que existió una relación negativa (pero 

estadísticamente no significativa, p=0,385) entre N total y pH. Huang, Bennett, 

Teasdale, Kankanamge y Welsh (2017) indicaron que dentro del rango de pH de 3.5-

8.5 (rango que representa a la gran mayoría de cuerpos de agua dulce), no existe 

interferencia para la medición de compuestos nitrogenados (como NH4-N y NO3-N) y 

fosfatados (PO4-P) en gradientes difusivos en películas delgadas. 

 

 

En cuanto a la relación entre los nutrientes y la conductividad, hubo una relación 

positiva y estadísticamente significativa (p=0,004) entre P total y la conductividad, 

mientras que existió una relación negativa (pero estadísticamente no significativa, 

p=0,157) entre NT y la conductividad. Huang et al. (2017) indican que valores de 

conductividad < 400 μS cm-1 no afectan las mediciones de NO3-N y PO4-P; sin 

embargo, valores > 400 μS cm-1 limita las mediciones de NH4-N ya que la competencia 

iónica ejerce un efecto considerable sobre ese compuesto nitrogenado, pero que tiene 

un efecto menor en NO3-N y un efecto no significativo sobre PO4-P. 

 

 

Finalmente, la temperatura no fue un factor determinante en este estudio, ya que los 

experimentos se realizaron a temperatura ambiente (20±2 °C) y por un corto período 

de evaluación (0-72 h); además, considerando que la bacteria es mesofila puede tolerar 

el rango de temperatura de 15 a 35 °C (Jiang, Huang, Cai, Rong y Chen, 2007). 
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CAPÍTULO IV: CONCLUSIONES 

 

1. En la presente investigación, el agua procedente del Humedal de Santa Rosa usado 

en los tratamientos se caracterizó por tener altos valores de NT (7,12 mg/L) y PT (1,3 

mg/L). Estos resultados valores superaron los valores establecidos por el Estándar de 

Calidad Ambiental (ECA) para agua, categoría 4: conservación del medio acuático, 

sub categoría E1: lagunas y lagos. 

 

2. Se logró inmovilizar a la Pseudomonas putida ATCC 49128 en esperas de alginato 

con una población constante de 6,3 x108 UFC/mL, manteniéndose viable durante 

todo el experimento para la remoción de NT y PT.  

 

3. En el presente estudio se demuestra que, a nivel de laboratorio, es posible la remoción 

biológica de nitrógeno total y fósforo total por la acción de la bacteria Pseudomonas 

putida ATCC 49128 inmovilizada en perlas de alginato de calcio. El porcentaje de 

remoción el nitrógeno total en los cuatro tratamientos a las 72 h varió entre 

22,71±0,08 % (T4) y 88,72±1,933 % (T3); en tanto que los porcentajes de remoción 

de fósforo total en todos los tratamientos, en el mismo periodo de tiempo, varió entre 

7,18±0,44 % (T2) y 49,23±0,77 % (T3). 

 

4. En la presente investigación el mejor tratamiento obtenido para la remoción de NT y 

PT fue el tratamiento (T3), con valores de 88,72 % y 49,23 % respectivamente a las 

72 horas de evaluación.  
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CAPÍTULO V: RECOMENDACIONES 

 

1. Se recomienda evaluar otros parámetros de calidad de aguas del Humedal Santa Rosa 

para poder diseñar un mejor tratamiento de sus aguas y así conservar este ambiente 

acuático. Por ejemplo, evaluar variables físico-químicos como nitratos (NO3
-), 

demanda bioquímica de oxígeno (DBO5), sólidos suspendidos totales (SST), e 

inorgánicos, como arsénico (As), cadmio (Cd) y plomo (Pb). 

 

2. Se sugiere evaluar la resistencia física de las perlas de alginato de calcio sometidas a 

condiciones similares a este experimento para ampliar el período de remoción de 

parámetros físico-químicos y mejorar así la eficiencia del biofiltro. 

 

3. Se recomienda la inmovilización de otras cepas (nativas o introducidas) de 

Pseudomonas putida, así como otras especies del género Pseudomonas, para poder 

comparar su desempeño en la remoción de contaminantes en cuerpos de aguas 

lénticos o lóticos,  
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TERMINOLOGÍA 

 

- Aguas residuales: Las aguas residuales o aguas grises son aguas generadas por los usos 

domésticos, urbanos, comerciales, de servicios agrícolas, etc. estas aguas de tipo 

residual son de mucha importancia, porque puede ser de mucha utilidad en el campo del 

regadío ecológico. Las aguas residuales generalmente se descomponen más rápido que 

las aguas negras, denominando a estas que presenta contaminación fecal y tiene mucho 

menos de nitrógeno y fósforo. Sin embargo, las aguas residuales contienen algún 

porcentaje de aguas negras, incluyendo algunos patógenos de varias clases (Muñoz, 

2008). 

 

- Absorción (biológica). Proceso de entrada o transporte, activo o pasivo, de una 

sustancia al interior de un organismo; puede tener lugar a través de diferentes vías. 

Adsorción, enriquecimiento o concentración de uno o más componentes sobre la 

superficie de una interfase (Repetto y Sanz, 1995). 

 

- Bacteria: Organismo microscópico, sin núcleo, unicelular, procariota, que se multiplica 

por simple división (Prescott et al., 1999). 

 

- Biogeoquímica: La biogeoquímica es la disciplina que estudia los procesos y reacciones 

químicas, físicas, geológicas y biológicas que gobiernan la composición del medio 

ambiente natural (incluyendo la biósfera, la criósfera, la hidrósfera, la pedósfera, la 

atmósfera y la litósfera). En particular, la biogequímica es el estudio de los ciclos de los 

elementos químicos, tales como el nitrógeno y el carbono, y su interacción e 

incorporación en los seres vivos. Su foco es el estudio de los ciclos químicos que tienen 

impacto en procesos biológicos (García-Pausas et al., 2007). 

 

- Cinética de crecimiento microbiano: Es la relación entre la tasa de crecimiento 

específica de una población microbiana y la concentración de sustrato. Representa una 

herramienta indispensable en todos los campos de la microbiología, ya sea fisiología, 

genética, ecología o biotecnología (Kovárová-Kovar y Egli, 1998). 
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- Degradación: La degradación en sí se refiere a "una reducción de grado o a un rango 

menor", o a "cambios en la homeóstasis de un sistema", de tal forma que hay una 

reducción en su productividad (García-Pausas et al., 2007). 

 

- Organismos Indicadores de Contaminación: Según Arcos, Ávila, Estupiñan y Gomez 

(2005), los microorganismos indicadores son aquellos que tienen un comportamiento 

similar a los patógenos, concentración y reacción frente a factores ambientales, pero son 

más fáciles, rápidos y económicos de identificar. Una vez demostrada la presencia de 

grupos indicadores, se puede inferir que los patógenos se encuentran presentes en la 

misma concentración y que su comportamiento frente a diferentes factores como pH, 

temperatura, presencia de nutrientes, tiempo de retención hidráulica o sistemas de 

desinfección es similar a la del indicador. Un microorganismo indicador de 

contaminación fecal debe reunir lo siguiente: 

 

 Ser un constituyente normal de la flora intestinal de individuos sanos.  

 Estar presente, de forma exclusiva, en las heces de animales homeotérmicos. 

 Estar presente cuando los microorganismos patógenos intestinales lo están.  

 Presentarse en número elevado, facilitando su aislamiento e identificación. 

 Debe ser incapaz de reproducirse fuera del intestino de los animales 

homeotérmicos. 

 Su tiempo de supervivencia debe ser igual o un poco superior al de las bacterias 

patógenas, su resistencia a los factores ambientales debe ser igual o superior al de 

los patógenos de origen fecal. 

 Debe ser fácil de aislar y cuantificar.  

 No debe ser patógeno. 
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APÉNDICES 

 

Apéndice 1. Registro de la cantidad de colonias (UFC) de Pseudomonas putida ATCC 49128 

obtenida en las diferentes horas evaluadas 

 

 Tiempo 
(h) 

Recuento de 
colonias (x 107 

UFC/mL) 
7,5 18 
8,0 27 
8,5 29 
9,0 30 
10,0 31 
11,0 33 
12,0 35 
13,0 36 
14,0 37 
15,0 42 
16,0 43 
17,0 47 
18,0 52 
19,0 55 
20,0 57 
21,0 60 
22,0 63 
23,0 58 
24,0 59 
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Apéndice 2. Prueba de Tukey de la variación de la concentración de nitrógeno total a las 

diferentes horas 

 
 

NITRÓGENO 
HSD Tukeya,b   

H N 

Subconjunto 

1 2 3 4 5 6 7 

72 h 12 2,9096       

60 h 12  3,1942      

48 h 12   3,9475     

36 h 12    4,4100    

24 h 12     4,9525   

12 h 12      5,6642  

0 h 12       7,1167 

Sig.  1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000 

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos. 

 Se basa en las medias observadas. 

 El término de error es la media cuadrática (Error) = 0,033. 

b. Utiliza el tamaño de la muestra de la media armónica = 12,000. 
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Apéndice 3. Prueba de Tukey de la variación de la concentración de fósforo total a las diferentes 

horas 

 

                                                      FÓSFORO 

 
 

 
 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
HSD Tukeya,b   

H N 

Subconjunto 

1 2 3 

60 h 12 0,9625   

72 h 12 0,9633   

48 h 12 1,0058 1,0058  

36 h 12  1,0521 1,0521 

24 h 12   1,0600 

12 h 12   1,0992 

Sig.  0,122 0,083 0,074 

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos 

homogéneos. 

 Se basa en las medias observadas. 

 El término de error es la media cuadrática(Error) = 0,002. 

a. Utiliza el tamaño de la muestra de la media armónica = 

12,000. 

b. Alfa = 0,05. 
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Apéndice 4. Estándares de Calidad Ambiental (ECA) para agua (Decreto supremo aprueban 

004-2017- MINAM): Parámetros físico-químicos para la categoría 4 

 

 

 

Fuente: Decreto supremo aprueban estándar de calidad ambiental (ECA) para agua y establecen disposición 

complementaria N° 004, 2017. 
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Apéndice 5. Registro fotográfico de la investigación 

 
Fotografía 5.1. Lugar de la toma de muestra en el humedal de Santa Rosa 

 

 

Fotografía 5.2. Preparación de las esferas de alginato de calcio 
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Fotografía 5.3. Observación de Pseudomona putida ATCC 49128 después de su coloración 
Gram 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 


