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RESUMEN

En el Peru, la reutilizacion de las aguas residuales domésticas o su descarga al ambiente de
manera segura se ve limitada por la falta de cobertura en el tratamiento o la adopcién de
tecnologias tradicionales y en muchos casos ineficientes. En ese contexto, la presente
investigacién tuvo como objetivo evaluar el efecto producido por la cepa bacteriana
Pseudomonas putida ATCC 49128 en la reduccién de la demanda bioquimica de oxigeno de
efluentes extraidos de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) de la localidad de
Collique, distrito de Comas, provincia de Lima. La investigacion implico el desarrollo de trabajo
experimental conforme al Disefio Completamente al Azar (DCA), considerando cuatro
tratamientos, incluido el control, con repeticiones triples; de ahi que la Unica fuente de variacion
fueron las concentraciones de 1x108, 1,5x108 y 2x108 UFC/ml de Pseudomonas putida ATCC
49128 inoculadas en las unidades experimentales por un periodo de cinco dias. Los resultados
mostraron que el tratamiento uno T1, logré una mayor reduccién de laDBOs y DQO con valores
de 54,79 £ 1,23 y 51,62 + 1,41 % respectivamente; por su parte, los valores de pH fluctuaron
entre 6,60 £ 0,10 y 8,23 + 0,05 encontrandose dentro del rango 6ptimo para los procesos de
biorremediacion; mientras que la temperatura se mantuvo entre 25,36 £ 0,11 y 27,47 + 0,12 °C
sin mostrar diferencias significativas entre los tratamientos (p = 0,149 > a = 0,05). Por lo que,
dadas las condiciones de laboratorio descritas en el presente estudio, se concluye que el efecto
producido por Pseudomonas putida ATCC 49128 en la reduccion de la DBOs de efluentes de
PTAR, fue significativo.

Palabras clave: DBOs, DQO, Pseudomonas putida ATCC 49128, cepa bacteriana,

biorremediacion.
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ABSTRACT

In Peru, the reuse of domestic wastewater or its safe discharge to the environment is limited by
the lack of coverage in treatment or the adoption of traditional and in many cases inefficient
technologies. Based on that, the present research aimed to evaluate the effect produced by the
bacterial strain Pseudomonas putida ATCC 49128 in reducing the biochemical oxygen demand
of effluents extracted from the Wastewater Treatment Plant (WWTP) of the town of Collique,
district of Comas, province of Lima. The research involved the development of experimental
work according to the Completely Random Design (DCA), considering four treatments,
including the control, with triple repetitions; hence the only source of variation were the
concentrations of 1x108, 1,5x108 and 2x108 CFU/mI of Pseudomonas putida ATCC 49128
inoculated in the experimental units for a period of five days. The results showed that treatment
one T1, achieved a greater reduction in BODs and COD with values of 54,79 + 1,23 and 51,62
+ 1,41 % respectively; meanwhile, the pH values fluctuated between 6,60 + 0,10 and 8,23 *
0,05, being within the optimal range for bioremediation processes; while the temperature
remained between 25,36 £ 0,11 and 27,47 + 0,12 ° C without showing significant differences
between the treatments (p = 0,149 > o = 0,05). Therefore, given the laboratory conditions
described in the present study, it is concluded that the effect produced by Pseudomonas putida
ATCC 49128 in reducing the BODs of WWTP effluents, was significant.

Key words: BODs, COD, Pseudomonas putida ATCC 49128, bacterial strain, bioremediation.
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INTRODUCCION

La perspectiva actual de crecimiento econdémico, social y cuidado ambiental a la vez, supone un
reto sin precedentes para la humanidad. En el ambito ambiental, el desarrollo e implementacion
de tecnologias de bajos costos, eficientes y sobre todo amigables al ambiente son mas que
necesarias. En ese sentido, la biorremediacién se perfila como una alternativa con las
caracteristicas y el potencial necesario para hacer frente a los impactos ambientales negativos
de caracter antropogénico; dentro de los cuales se encuentra la degradacién ambiental generado

por las aguas residuales domésticas o municipales (Garzon et al., 2017).

La Superintendencia Nacional de Servicios de Saneamiento (SUNASS, 2016) sefiala que, en el
Perd, la problematica generada en torno a las aguas residuales recae principalmente en dos
aspectos; el primero tiene que ver con la falta de cobertura en el tratamiento y el segundo,
implica la adopcion de tecnologias de tratamientos tradicionales y en muchos casos ineficientes.
En consecuencia, la falta de atencion a estos aspectos dificulta el cumplimiento de los
parametros exigidos en la normativa ambiental vigente, entre ellos la Demanda Bioguimica de
Oxigeno (DBOs), y merma la posibilidad de reutilizar las aguas residuales tratadas o

descargarlas al ambiente de manera segura.

Los contaminantes organicos contenidos en las aguas servidas, demandan oxigeno para ser
degradados biolégicamente. Teniendo en cuenta que las aguas residuales domésticas albergan
altos porcentajes de materia organica, que por lo general no es eliminada en su totalidad durante
el tratamiento; resulta pertinente y necesario desarrollar formas de tratamientos adicionales
como la biorremediacion, que permitan reducir la cantidad de materia organica y por ende la
DBOs de lasaguas residuales efluentes de Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR).
Ello contribuiria, entre otros aspectos, a que se propicie la disponibilidad de oxigeno que
requieren la flora y fauna de los cuerpos receptores para su normal desarrollo (Raffo y Ruiz,
2014).



En ese sentido, existen diversas investigaciones desarrolladas en el territorio nacional, las cuales
utilizan a las bacterias del género Pseudomonas para remover metales pesados o reducir los
niveles de compuestos nitrogenados, fosforo y materia organica del agua (Anaya, 2019; Mena
y Rafael, 2016 y Takahashi, 2018). Mas aun, en el &mbito internacional también se describen
estudios similares en el campo de la bioremediacion; ello demuestra la relevancia en cuanto a
la utilizacion de esta tecnologia, y corrobora el potencial de esta cepa bacteriana para ser
utilizada como agente depurador de las aguas residuales (Bedoya et al., 2019; Florez 2016 y
Pellizzari et al., 2015).

Por su parte, Chitiva y Dussan (2003) resaltan la pertinencia que tiene el inmovilizar las células
bacterianas de Pseudomonas putida durante los procesos de depuracién de las aguas residuales;
indicando que ello favorece al desarrollo de una alta concentracion bacteriana que permite una
mejor depuracion de las aguas residuales a tratar; ademas, la inmovilizacion celular propicia la
formacion de biofilm con lo cual los microorganismos adquieren una mayor tolerancia a
compuestos toxicos y a cambios bruscos de temperatura y pH. No obstante, a pesar de las
bondades que otorgan los medios de soporte durante la remocion de contaminantes, los autores
subrayan que el tipo de soporte y sus caracteristicas surten un importante rol, tanto en la
adaptacion y desarrollo de las poblaciones microbianas, como en la velocidad y eficacia a la

hora de reducir las cargas contaminantes.

Finalmente, teniendo en cuenta que la liberacién de aguas residuales de baja calidad o sin
tratamiento alguno supone un peligro ambiental y social latente, surge la necesidad de atender
esta problematica en aras de contribuir al desarrollo sostenible del pais. Por lo que, el presente
trabajo académico pretende dar una alternativa biotecnoldgica, evaluando el efecto de las
bacterias Pseudomonas putida ATCC 49128, para reducir la demanda bioquimica de oxigeno
de los efluentes de la PTAR Collique, lo cual supone informacion valiosa respecto al
conocimiento de este microorganismo como depurador de las aguas residuales domésticas en el

Per(.



OBJETIVOS

Objetivo general

Evaluar el efecto de Pseudomonas putida ATCC 49128 en la reduccién de la demanda

bioguimica de oxigeno de efluentes extraidos de la PTAR Collique.

Objetivos especificos

Estudiar la cinética de crecimiento de Pseudomonas putida ATCC 49128 en condiciones

de laboratorio.

o Comparar las caracteristicas fisicoquimicas que presenta el agua residual efluente de la
PTAR Collique, con los limites maximos permisibles para los efluentes de Plantas de

Tratamiento de Aguas Residuales Domeésticas 0 Municipales.

. Determinar la variacion de la demanda bioquimica de oxigeno de los efluentes de la PTAR
Collique por efecto de Pseudomonas putida ATCC 49128 inmovilizadas en espumas de

poliuretano.

o Evaluar el efecto sobre los parametros DQO, pH, conductividad eléctrica y temperatura
de los efluentes de la PT AR Collique, por influencia de Pseudomonas putida ATCC 49128

inmovilizadas en espumas de poliuretano.



CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes

Internacional

Florez (2016) desarroll6 un estudio de alcance descriptivo en el cual avalud la capacidad de
Pseudomonas putida, Pseudomonas mendocina y Hafnia alvei para reducir la DBOs y otros
parametros como la DQO vy los solidos totales suspendidos de residuos liquidos en una industria
dedicada a la produccién de lacteos en Manizales, Colombia. Como parte del disefio de la
investigacidn, el autor caracterizd las muestras de efluentes lacteos y aisl6 los microorganismos
en Caldo Nutritivo. Posteriormente, dispuso cinco tratamientos con tres repeticiones cada uno,
los cuales contenian 300 ml de efluente lacteo a tratar; tres de los tratamientos fueron inoculados
con cada una de las bacterias en mencion, mientras que un cuarto tratamiento consistio en la
mezcla de las tres cepas bacterianas y en un quinto tratamiento no se inoculdé ningun
microorganismo. Todas las muestras fueron aireadas mediante burbujeo durante 48 horas a
temperatura ambiente, para dicha tarea utilizaron recipientes beaker con capacidad de 600 ml.
Los resultados indicaron que, Pseudomonas putida obtuvo los valores mas altos en cuanto a la
remocion de los contaminantes; la DBOs fue reducida en un 87,45 %, la DQO en 65,55 %y los
SST en un 57,37 %. No obstante, la investigacion concluy6 que, pese a los altos niveles de
remocién provocados por dichos microorganismos, los efluentes no alcanzaron la calidad
exigida por la legislacion medioambiental, posiblemente por las altas cargas de contaminantes

organicos que poseian este tipo de aguas.

Botello et al. (2016) llevaron a cabo una investigacion en la cual evaluaron distintos polimeros

sintéticos como soportes de inmovilizacion microbiana, estableciendo su desempefio mediante



la reduccién de la carga organica de un agua residual sintética en Yopal, Colombia. El
procedimiento consistio en la seleccion y recorte de materiales sintéticos tales como; espumas
de poliuretano (EPU), caucho sintético (BD) y poliestireno expandido (EPS) en tamafios de 1
cmd, ademas del recorte de tereftalato de polietileno (PET) y polietileno (P) en tamafios de 0,2
cmd, los cuales fueron esterilizados. Los investigadores determinaron el tamafio poblacional de
los microorganismos en nimero de unidades formadoras de colonias por cada gramo de soporte
(UFC/qg); a la vez, evaluaron el desempefio de cada soporte sintético en funcion del grado de
remocién porcentual de materia organica alcanzado. Los resultados, analizados al 99 % de
representatividad mediante analisis las varianzas y la prueba de Tukey, mostraron que la espuma
de poliuretano y el caucho sintético fueron los soportes que permitieron una mayor proliferacion
de células bacterianas con valores de 4,6 x 10" UFC/g y 2,2 x 107 UFC/g respectivamente;
ademas, el soporte de espumas de poliuretano mostré un mejor desempefio debido a que propicio
la reduccion del 94,4 % de la DBOs y el 93,6 % de la DQO en los efluentes del agua residual

sintética.

En el trabajo abordado por Azoddein et al. (2015) estudiaron, a la cepa Pseudomonas putida y
el efecto que esta provoco en la degradacion de compuestos organicos y sélidos en suspension
de efluentes producidos durante el molido de palma aceitera en Pahang, Malasia. El estudio
contempl el uso de un biorreactor, el cual fue alimentado con caldo de mezcla a base de células
de Pseudomonas putida y agua residual previamente caracterizada, en proporciones de 1:9
respectivamente; ademas, mantuvieron una temperatura constante de 37 °C en el biorreactor e
inyectaron oxigeno a flujos de 0,5; 1,0 y 1,5 L/min durante las 24 horas que durd el experimento.
Los resultados mostraron influencia de Pseudomonas putida en la descontaminacion de las
muestras de agua; es asi que, los resultados mas sobresalientes fueron obtenidos a una velocidad
de aireacion de 1,0 L/min, con valores del 99,03 % (DBO), 46,73 % (DQO) y 71,88 % de
reduccion de sélidos totales en suspension; mientras que los valores de remocion porcentual
mas bajos fueron de 70,67 %y 31,82 % para la DBOs y DQO respectivamente, y a un nivel de
aireacion de 0,5 L/min. El estudio concluy6 que, el método biotecnoldgico adoptado, poseen el

potencial necesario para alcanzar una depuracion efectiva en efluentes industriales de este tipo.



Tirado et al. (2014), compararon la capacidad de tres cepas de Pseudomonas para reducir la
demanda bioquimica de oxigeno de los cinco dias (DBOs) de aguas procedentes de una ciénaga,
en Cartagena, Colombia. Los autores, como parte del disefio metodoldgico extrajeron tres
muestras compuestas de distintos puntos de la ciénaga (Z1, Z2 y Z3), e identificaron su
contenido bacteriano con el kit BBL Crystal Identification System — BD, previo aislamiento en
medio Cetrimide. Posteriormente, a 200 ml de muestra extraida de cada uno de los puntos de la
ciénaga, fueron agregadas concentraciones de 0,5 turbidez de Mc Farland de cada género
bacteriano identificado; ademas, los investigadores consideraron la evaluacion de muestras
blanco (agua destilada) y muestras testigo (combinacién de las tres muestras compuestas). Cada
una de las muestras fueron evaluadas segun el grado de remocidn de materia organica alcanzado,
determinado mediante el parametro de la DBOs. Los resultados, procesados estadisticamente en
el programa Prisma y mediante las pruebas “t” de Student y Komoronov Smirnov al 5 % de
significancia, aluden a que los generos bacterianos aislados fueron: Pseudomonas alcaligenes,
Burkhodelia cepacia y Pseudomonas aeruginosa; de las cuales en los puntos Z1 y Z3,
Pseudomonas aeruginosa logré una reduccion maxima de la DBOs con valores de 86,8 y 87,8
% respectivamente, mientras que Pseudomonas alcaligenes alcanz6 una remocion del 86,35 %
de la DBOs; entre tanto, Burkhodelia cepacia logré una disminucién del 98,9 % de la DBOs,
Finalmente, los autores concluyeron que los valores porcentuales de DBOs reducidos por cada
una de las cepas bacterianas, son estadisticamente iguales, por lo que cualquiera de estas podria

ser utilizadas con fines biotecnologicos.

Mansour et al. (2011) examinaron el comportamiento de Pseudomonas putida durante el
tratamiento de efluentes liquidos generados en la produccién de aceite de oliva en Monastir,
Tunez y evaluaron, desde un enfoque cuantitativo, el potencial biorremediador de dichas
bacterias. La metodologia adoptada implico, por un lado, la caracterizacion de los efluentes
muestra, tras la cual realizaron el cultivo de células de Pseudomonas putida en un medio de
crecimiento compuesto por levadura, peptona, glucosa y agua muestra en concentraciones de
10, 3, 5 y 5 ¢/L respectivamente, contenidos en matraces de 250 ml e incubados durante 48
horas a 30 °C con agitacion giratoria de 200 rpm. Posteriormente, centrifugaron 1700 g del

medio de cultivo durante diez minutos, para recolectar las células cultivadas y transferirlas a



matraces de 250 ml, los cuales albergaron muestras de agua al 33 % (v/v en agua esterilizada).
Por otro lado, para determinar la reduccion del grado de toxicidad del agua, utilizaron ratas
blancas de igual edad y peso, a las cuales les suministraron dosis Unicas de agua con y sin
tratamiento. Finalmente, pasadas las 48 horas que dur6 el experimento, con inyeccion de aire y
agitacion constante (200 rpm), realizaron la determinacién de la decoloracion, el contenido
fendlico, la DQO y la DBOs en muestras con y sin microorganismos de Pseudomonas putida,
al mismo tiempo sacrificaron a las ratas para identificar anormalidades en los cromosomas
celulares, rifiones, higado, etc. Los resultados, analizados segun la prueba de Duncan en el
programa Statistica edicién 99, a un p < 0,05; indicaron que los efluentes en estudio, con la
dilucién realizada, no limité el crecimiento de Pseudomonas putida, mismas que lograron
reducir la coloracién y el contenido fendlico del agua en un 75 y 66 % respectivamente, y
alcanzaron una disminucién del 85,3 % de la DQO y el 92,5 % de la DBOs; por otro lado, a
pesar de evidenciar la reduccion del contenido de fenoles, ninguna de las dosis administradas
mostraron un efecto toxico para las ratas. Ademas, el estudio concluy6 que la cepa bacteriana
Pseudomonas putida, presentd una alta eficiencia en la remocion de contaminantes aromaticos

presentes en este tipo de aguas residuales.

Wang et al. (2008) desarrollaron un estudio de alcance descriptivo, para determinar la remocion
de contaminantes organicos del agua utilizando microorganismos inmovilizados, aislados de
dos lagos en Wuhan, China. Como parte de la metodologia, los autores inocularon muestras de
agua diluidas en placas de agar y las aclimataron durante ocho semanas con agregados de nitrato
de amonio, hidrogeno dipotasico y glucosa. Por otro lado, realizaron la inmovilizacién
microbiana en un portador diatomita introducida por 30 minutos en un medio con
microorganismos aclimatados en suspensién a una temperatura de 30 °C; tras ello, los
microorganismos inmovilizados fueron afiadidos a 50 ml de muestra, para evaluar su nivel de
remocion de nitrogeno, fosforo y contaminantes organicos. Los resultados, de la correlacion
bacteriana fueron analizados mediante el ANOVA y mostraron que los aislados bacterianos mas
abundantes pertenecieron al género Pseudomonas; asi mismo, la remocién de la materia
organica, fosforo y nitrogeno alcanzados fue de 80,2; 81,6 y 86,8 % respectivamente a las 24

horas de exposicion, a una concentracion de microorganismos inmovilizados de 0,75-1 g/50 ml



y a un pH fluctuante entre 7 y 8. Finalmente, los autores concluyeron que las cepas bacterianas
pertenecientes al género Pseudomonas presentan una alta capacidad adaptativa y facilidad para

eliminar nitrogeno, fosforo y contaminantes organicos presentes en las muestras de agua.

Chitiva y Dussan (2003) evaluaron cuantitativamente tres matrices como fuentes de
inmovilizacion de Pseudomonas spp. y la velocidad con la que estos microorganismos
inmovilizados removian el fenol, en Bogota, Colombia. Como parte de la metodologia los
autores utilizaron tres matrices de inmovilizacién, las cuales fueron: cubos de poliuretano de 5
mm de lado (7 g), una matriz a base de perlas de alginato de sodio y una mezcla de alginato de
sodio y alcohol polivinilico en concentraciones porcentuales de 2 y 6 respectivamente; también
incluyeron, como parte del trabajo experimental, un medio sin matriz en el cual las celulas
bacterianas estuvieron libres. Todos los tratamientos recibieron 100 ml de un medio con
contenido de sales al minimo (MMS), el cual albergé 10 UFC/mI de Pseudomonas spp y 200
ppm de fenol. Finalmente, para determinar la capacidad de inmovilizacién bacteriana en las
matrices, mediante recuento en agar nutritivo, y la eficiencia de remocion del fenol, por medio
del método de la American Society for Testing and Materials 1996; fueron acondicionados
medios controles con las mismas caracteristicas de las unidades descritas, pero con ausencia de
microorganismos para efectos de comparacion. Los resultados, indicaron que el tratamiento con
matriz de espuma de poliuretano alcanzé una concentracion bacteriana de 4 x 108 UFC/ml y una
reduccién del fenol de hasta 80 ppm (60 %) a los siete dias de exposicion, siendo la matriz que
propici6 el mejor crecimiento bacteriano y la degradacion del contaminante con alta eficiencia
en comparacion a los demas tratamientos, incluyendo el tratamiento sin matriz. Finalmente, los
autores concluyeron que la inmovilizacidn bacteriana, sea por atrapamiento o adsorcion, supone
un factor clave para lograr una biorremediacién de los contaminantes del agua, con alta

eficiencia.



Nacional

Anaya (2019) desarroll6 una investigacion con el objetivo de evaluar la capacidad de
Pseudomonas putida para remover nitrégeno (N) y fosforo total (P) en aguas procedentes de un
humedal costero en Lima, Per(. La metodologia del estudio abord6 dos etapas bien definidas,
una de campo y otra de laboratorio; esta Gltima implico el desarrollo de ensayos experimentales,
los cuales estuvieron constituidos por cuatro biofiltros que albergaron un litro de muestra
sometida a diferentes concentraciones de Pseudomonas putida aisladas en esferas de alginato
de calcio. Tras ello, el investigador realizé un analisis de las muestras cada doce horas durante
tres dias, lo cual le permitié determinar el contenido de N y P en las muestras, y monitorear
otros parametros de interés como el pH y la conductividad eléctrica. Los resultados, analizados
mediante el ANOVA de una via a un nivel de significancia del 5 % mostraron que, a las 72
horas de exposicion, el tratamiento tres, constituido por 0,06 kg de alginato de calcio en forma
de pequenas esferas que alojaban a las células de Pseudomonas putida, obtuvo una mayor
efectividad en la reduccion porcentual de N 'y P con valores de 88,7 %y 49,2 % respectivamente.
En consecuencia, el estudio concluy6 que, en condiciones de laboratorio, la cepa bacteriana
Pseudomonas putida tiene la capacidad para remover N y P de este tipo de muestras de agua y

que los valores de pH se mantuvieron relativamente constantes entre 7,7 y 8.

En lo que respecta a las caracteristicas fisicoquimicas de las aguas residuales tratadas,
Montenegro (2016) desarroll6 una investigacion, en la cual determind diversos parametros en
aguas residuales efluentes, como parte de un estudio que tuvo como objetivo evaluar la
eficiencia de una PTAR de la localidad EI Parco en Amazonas, Per(. La metodologia adoptada
abarcé la toma de muestras, constituidas por afluentes y efluentes de la infraestructura de
tratamiento; las cuales fueron colectadas cada siete dias, durante doce semanas; a la vez, para
determinar los parametros de campo como pH, temperatura y conductividad eléctrica; el autor
siguio el protocolo de monitoreo aprobado por el Ministerio de Vivienda Construccion y
Saneamiento (2013) mediante la resolucion N° 273; mientras que los parametros de laboratorio,
tales como DBOs, DQO y SST fueron determinados segun los Métodos Normalizados para el

Andlisis de Aguas Potables y Residuales. Los resultados procesados en el programa Microsoft



Excel 2013, indicaron que los efluentes presentaron valores promedio de temperatura de 26,4
°C;pH 7,4;DBOs117,5mg/L, DQO 210 mg/L y 22,5 mg/L de SST, respectivamente. En cuanto
a la reduccion porcentual de los parametros, la PTAR redujo la DBOs en un 92,1 % ademas del
92,3 % de DQO y logr6 una remocion del 49,4 % de s6lidos totales en suspension. No obstante,
a pesar de los altos porcentajes de remocion alcanzados por la infraestructura de tratamiento, la
investigacion concluyé que se debieron reducir ain mas los valores de la DBOsy DQO, puesto
que fueron superiores a los niveles limite de contaminacion permitidos por la normativa

ambiental peruana.

Morillo y Guevara (2014) determinaron, cuantitativamente, el efecto producido por distintos
niveles de pH, y por la exposicion a diferentes grados de temperatura durante un proceso de
biorremediacion de cianuro de sodio (NaCN), utilizando la cepa bacteriana Pseudomonas sp.
como agente depurador, misma que fue aislada de lodos activados extraidos de la PTAR
Covicorti en Trujillo, Pert. La metodologia implicé la conformacidn de bioensayos, compuestos
por seis matraces Erlenmeyer con inéculos de Pseudomona sp., en razén de 1,3 x 10° cel/ml
disueltos en 0,1 L de solucion tampon carbonato y una concentracion determinada de NaCN.
Las mediciones de la concentracion residual de cianuro la realizaron por medio del método
titulométrico, cada 24 horas durante seis dias. Los resultados, procesados en el programa
estadistico SPSS v.20 y sometidos al ANOVA y prueba de Tukey, mostraron que Pseudomonas
sp., alcanz6 una maxima degradacién de NaCN a un nivel de pH de 9,5 con valores de 648 y
655 ppm a 32 y 36 °C respectivamente; mientras que la minima degradacion de NaCN fue
obtenida a un nivel pH mas alto (10,5) con valores de 312 y 203 ppm también a temperaturas
de 32 y 36 °C. Los investigadores concluyeron que el factor pH fue el mas relevante en los
procesos de biodegradaciéon llevados a cabo por Pseudmonas sp., puesto que, a un mismo nivel
de pH, las diferencias estadisticas observadas no presentaron significancia a pesar de ser

sometidos a distintos grados de temperatura.
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1.2. Bases tedricas especializadas

1.2.1. Aguas residuales

Todas las actividades humanas generan residuos, gran cantidad de los cuales son residuos
liquidos a los que denominamos aguas residuales; mas aun, en un contexto amplio podemos
identificar una enorme variedad de situaciones en las cuales el hombre hace uso del recurso
hidrico para cubrir sus necesidades; por lo que, inexorablemente, el agua utilizada adopta
caracteristicas distintas a las que poseia inicialmente; en consecuencia y dadas sus
caracteristicas altamente contaminantes, es necesario que dichas aguas reciban tratamiento antes

de ser vertidas al ambiente o ser reutilizadas (Ministerio del Ambiente [MINAM], 2012).

Por su parte, Raffo y Ruiz (2014) sefialan que “la contaminacion de las aguas es inevitable, ya
sea por las condiciones o fendmenos propios de la naturaleza o por la intervencion humana” (p.
74). No obstante, la contaminacion antropogenica resulta mas perjudicial debido a la
abrumadora cantidad y diversidad de contaminantes que aporta a las fuentes de agua. Tal
contaminacion es atribuible al desarrollo de actividades agricolas, industriales, energéticas y
sobre todo domésticas (pues aportan la mayor cantidad de aguas residuales), que alteran uno o
mas parametros del agua al introducir contaminantes de tipo fisico, bioldgico o quimico;
ademas, muchas de estas aguas albergan componentes toxicos como los metales pesados,
susceptibles a acumularse en los tejidos animales y vegetales consumibles por el ser humano,

provocando enfermedades o en el peor de los casos la muerte.
a.  Tipologia de las aguas residuales segun su origen
Respecto a la tipologia de las aguas residuales, Romero (2010) propone una diferenciacion de

estas teniendo en cuenta, como factor primordial, su origen. Debido a lo cual, podemos

diferenciar aguas residuales de tres tipos, como se muestra a continuacion.
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o Aguas residuales de origen domeéstico. Son aguas originadas por actividades
fisiolGgicas, generalmente en viviendas o espacios en los cuales se usa el agua para cubrir
necesidades de aseo, alimentacion, recreacion, etc. Ademas, dentro de las aguas residuales
domeésticas, es posible diferenciar a las aguas grises, proveniente de las duchas y lavaderos
y las aguas negras, provenientes de los inodoros las cuales albergan entre otros, materia

fecal, virus y orina.

. Aguas residuales de origen industrial. Corresponden a aquellos residuos liquidos
generados por el aparato industrial de distinto giro y &mbito, las cuales por lo general

albergan componentes quimicos, entre ellos metales pesados.

o Aguas residuales de origen municipal. Estas tltimas podrian incluir aguas aluviales y la
mezcla de aguas domésticas y aguas industriales; en un contexto ideal, estas Gltimas
deberian cumplir con los Valores Maximos Admisibles (VMA) antes de su descarga en el

sistema de drenaje publico.

Las aguas residuales de origen doméstico son las mas abundantes, y son las que albergan los
mayores porcentajes de materia organica, cerca del 75 % de sélidos de su composicion. Sin
embargo, las redes de drenaje y alcantarillado municipales, albergan también diversos
compuestos quimicos, aceites, detergentes, metales, etc., los cuales varian en cantidad y tipo
segun el aporte de las fuentes domésticas y no domésticas, muchas de las cuales introducen
cargas contaminantes elevadas que superan los valores maximos admisibles, es decir, que
sobrepasan los valores de contaminacion permitidos para el vertimiento a las alcantarillas; ello
conlleva a que las infraestructuras de tratamiento realicen un mayor esfuerzo para lograr una

adecuada depuracion de los residuos liquidos (Metcalf y Eddy, 1995).

b.  Las aguas residuales domésticas y sus caracteristicas

Cada agua residual doméstica tiene caracteristicas y composicion propia de acuerdo a la
poblacién que lo genera, por lo que el conocimiento de su naturaleza estaria supeditado a una

caracterizacion individualizada del agua residual de interés. No obstante, Romero (2010) en
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concordancia con Metcalf y Eddy (1995) indican que hay ciertas caracteristicas tipicas como

referencia de las aguas residuales domesticas; ello facilita el entendimiento sobre los parametros

a analizar y la magnitud con la que estos podrian manifestarse. Ademas, los autores subrayan

que conocer los componentes que caracterizan a un determinado residuo liquido supone el punto

de partida hacia la éptima depuracién de los mismos, ya que permiten distinguir su naturaleza

y optar por formas adecuadas de tratamiento. En ese sentido, en la Tabla 1 se revisan algunas

de las caracteristicas mas resaltantes que presentan las aguas residuales domeésticas, desde el

punto fisico, quimico y bioldgico.

Tabla 1

Principales caracteristicas de las aguas residuales domésticas

Caracteristica Descripcion

Fisicas

Quimicas

Bioldgicas

Olor, su intensidad varia segun el grado de sulfatos y carga organica albergada, mismos

gue al reducirse generan gases, los cuales son percibidos como olores desagradables.
Color, desde tonalidades de gris a negro, segun el nivel de descomposicion de las
sustancias contenidas y el tiempo transcurrido desde la generacién del agua residual.
Temperatura, es influenciada por el vertimiento de aguas con altas temperaturas, ello

propicia un incremento en las reacciones quimicas y disminuye la solubilidad del oxigeno.

Alcalinidad, varia entre 50 a 200 mg CaCQOa/L, lo cual indica que las aguas tienen cierta
capacidad buffer para amortiguar los acidos.

Carbohidratos, son muy comunes en este tipo de aguas e involucran a los azucares, fibras
de madera, almidén y celulosa; esta ultima posee el menor grado de solubilidad.
Proteinas, son constituidas por aminoécidos, los cuales aportan considerables cantidades
de nitrogeno al agua. Ademas, su descomposicion contribuye a la generacion de olores.
Nitrégeno y Fosforo, generalmente en concentraciones circundantes a 40 y 8 mg/L

respectivamente; suponen importantes fuentes de alimento para microorganismos y algas.

Bacterias, elemento clave en la purificacion de las aguas servidas; reducen la carga
carbonacea y demas contaminantes. Su Optimo desarrollo depende de pardmetros
ambientales como el pH.

Virus, abundan en los residuos liquidos de tipo domésticos, puesto que se hospedan, en
cantidades atingentes, en los seres humanos. Ademas, son capaces de resistir hasta 72

horas en un cuerpo de agua natural.
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Principales caracteristicas de las aguas residuales domésticas (continuacion)

Algas, establecen una relacion simbidtica con las bacterias, proporcionandolas oxigeno
y recibiendo a cambio CO2 como fuente de carbono. No obstante, su rapida proliferacion
podria ocasionar alteraciones en los niveles de pH y generacion de olores desagradables.
Hongos, en su mayoria saprofitos, contribuyen en los procesos de descomposicion de la
materia organica, regulan el ciclo del carbono y mantienen una relacion simbidtica con

las bacterias.

Fuente: Elaboracion propia, a partir de (Metcalf y Eddy, 1995; Romero, 2010).

1.2.2. Contaminacién ambiental por aguas residuales domésticas

El desequilibrio ecosistémico provocado por las aguas residuales es muy perceptible en cuerpos
de agua lénticos y ldticos receptores. Es asi que, las alteraciones que provocan las aguas
residuales domesticas en cursos de agua naturales como los rios y quebradas, se encuentran
relacionadas al incremento de la carga microbiana o la disminucién de oxigeno en el medio; esta
Gltima solo se restablece parcialmente a 38 km y totalmente a 135 km aguas abajo o 7 dias de
recorrido (Ramalho, 2003, p.22). En ese sentido, Orozco (2005) sostiene que los ambientes
acuaticos poseen mecanismos de autopurificacion y dilucion como principales herramientas
para hacer frente a la contaminacion. Lo cual implica que la incidencia negativa generada por
los residuos liquidos domésticos sobre los medios acuaticos naturales, solo es posible cuando
las cargas contaminantes de los efluentes son elevadas, rebasando las capacidades de
autodepuracion que poseen los medios acuaticos naturales, o cuando los volumenes de agua de
los cuerpos receptores son muy pequefios para diluirlos. Teniendo en cuenta estos aspectos, la
Tabla 2 expone las concentraciones tipicas de elementos perjudiciales que las aguas residuales

aportarian al ambiente, en caso estas no sean tratadas.

Ademas, cabe mencionar que las aguas residuales de origen domeéstico presentan considerables
cantidades de elementos carbonaceos que demandan oxigeno para ser degradados de forma
biolégica; al ocurrir estos procesos de degradacion, hay un agotamiento del oxigeno disuelto
requerido por la biota acuatica del medio, lo cual propicia la variacién de parametros como el

pH. En consecuencia, debido a la alteracion de los parametros en los cuerpos de agua naturales
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y al agotamiento de oxigeno a concentraciones menores a 4 g/m? se produce la muerte de peces,
y la aparicion de microorganismos anaerobios, con lo cual los cuerpos de agua receptores
tienden a convertirse en entornos anoxicos e inhabitables para muchos organismos superiores

autoctonos (Orozco, 2005).

Tabla 2
Concentraciones tipicas de contaminantes aportados por aguas residuales domésticas
Contaminante Concentracion Concentracion Concentracion Unidades
debil media fuerte

Sélidos totales 350 720 1200 mg/L
Sélidos disueltos 250 500 850 mg/L
Sélidos suspendidos 100 220 350 mg/L
Sélidos suspendidos fijos 20 55 75 mg/L
Sélidos suspendidos 5 10 20 mil/L
sedimentables

DBOs 110 220 400 mg/L
DQO 250 500 1000 mg/L
Nitrégeno total 20 40 85 mg/L
Nitrogeno organico 8 15 35 mg/L
Nitr6geno amoniacal 12 25 50 mg/L
Fosforo total 4 8 15 mg/L
Fdsforo organico 1 3 5 mg/L
Cloruros 30 50 100 mg/L
Grasas 50 100 150 mg/L
Escherichia.coli 10°-10’ 107-108 108-10° NMP/100ml

Fuente: Elaboracion propia, a partir de (Orozco, 2005; Romero, 2010).

1.2.3. Depuracién de las aguas residuales de origen doméstico

Depurar y reusar las aguas residuales de naturaleza domeéstica constituye una actividad
promovida por el gobierno como parte de las politicas publicas en materia de medio ambiente;
ello a fin de garantizar una calidad de vida digna para los individuos y la prevalencia de
ecosistemas funcionales y perdurables en el tiempo. En tal sentido, en el afio 2010 el Ministerio
del Ambiente promulgd los limites maximos permisibles (LMP) para los efluentes de plantas de
tratamiento de aguas residuales domésticas o municipales (PTAR) para el sector vivienda, por
Decreto Supremo N° 003-2010-MINAM. Dicha norma establece los niveles maximos de cargas
contaminantes que pueden albergar los efluentes de PTAR antes de su liberacion al ambiente o

sobre componentes acuaticos receptores, y que de superarse podrian causar dafios a la salud
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humana y contribuir en la ruptura del equilibrio ecoldgico; finalmente, la calidad de este tipo de

efluentes es determinada en base a siete parametros, los cuales se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3
Limites maximos permisibles (LMP) para efluentes de Plantas de Tratamiento de Aguas

Residuales Domeésticas o Municipales (PTAR)

Parametro LMP de efluentes para vertidos a Unidad
cuerpos de agua

Aceites y grasas 20 mg/L
Coliformes Termotolerantes 10000 NMP/100 ml
Demanda Bioquimica de Oxigeno 100 mg/L
Demanda Quimica de Oxigeno 200 mg/L
pH 6,5-85 Unidad
Sélidos Totales en Suspension 150 mi/L
Temperatura <35 °C

Fuente: (Decreto Supremo N° 003-2010-MINAM).

a.  Infraestructuras y procesos de purificacion de las aguas residuales

Las infraestructuras de purificacion de aguas residuales denominadas PTAR, estan constituidas
por sistemas secuenciales en las cuales se llevan a cabo procesos fisicos, biolégicos y quimicos
que permiten depurar las aguas residuales, sean estas de tipo doméstico, industrial o municipal
(Decreto Supremo N° 003-2010-MINAM). Por otro lado, Akpor y Muchie (2011) sostienen que
la implementacion de infraestructuras de tratamiento de residuos liquidos y por ende la
depuracion de estas aguas, es una actividad necesaria y de gran importancia por dos razones
principales; una de ellas es porque previene la degradacién de los recursos hidricos y el
ambiente; y la otra, porque supone una garantia para la salud individual y colectiva de las

personas.

En paises de Latinoamérica se tiende a tratar las aguas residuales por etapas; las cuales, como
expone la Tabla 4, por lo general son: etapa de tratamiento preliminar, primario, secundario y
etapa de tratamiento terciario 0 avanzado; ademas de las etapas adicionales de desinfeccion y

disposicion de lodos. Sin embargo, la seleccion del proceso de tratamiento dependera de las
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caracteristicas del cuerpo receptor, de la tipologia del efluente liquido a tratar o del uso al que
se destinarda el agua tratada (Rojas, 2002 y Ministerio de Vivienda Construccion y Saneamiento
[VIVIENDA], 2006). En este contexto, Metcalf y Eddy (1995), afirman que las etapas de
purificacion de aguas residuales implican operaciones y procesos unitarios, los cuales se
diferencian entre si por la predominancia de fendmenos fisicos en las operaciones, y fenémenos
bioldgicos y quimicos en los procesos. En las infraestructuras de tratamientos convencionales,
las operaciones y procesos unitarios son claramente distinguibles; es asi que, tal como se indica
en la Tabla 4, en las etapas de tratamiento preliminar y en parte de los tratamientos primarios
los fendbmenos mas importantes son de tipo fisico, dado que se llevan a cabo con el objetivo de
retener y sedimentar la mayor cantidad de solidos; por el contrario en las etapas de tratamiento
secundario y terciario los fendbmenos mas relevantes son de caracter quimico y biolégico, por la

intervencidn de microorganismos como las bacterias, algas e incluso hongos.

Tabla 4
Etapas de purificacion de las aguas residuales, objetivos e infraestructuras tradicionales
aplicables

Etapa Objetivo Infraestructura aplicable

Tratamiento

preliminar

Tratamiento

primario

Tratamiento

secundario

Tratamiento

terciario

Desinfeccion

Retener los sdlidos gruesos y material abrasivo del
agua, para evitar dafos a las infraestructuras de las

etapas de tratamiento posteriores.

Remover en parte la materia sedimentable.

Remover los elementos biodegradables y materia

suspendida que aun se encuentra en el agua.

Eliminar los microorganismos pat6genos, remover

los solidos no sedimentables y nutrientes, etc.

Eliminar virus, bacterias y demas agentes

patdgenos.

Trampas de grasa, cribas,
desarenadores, medidores,

repartidores de caudal, etc.

Tanques Imhoff, reactores

UASB, sedimentadores, etc.

Lagunas de estabilizacion,

filtros biologicos, lodos

activados, etc.

Lagunas de maduracion,

Osmosis inversa, etc.

Instalaciones de cloracién

17



Etapas de purificacion de las aguas residuales, objetivos e infraestructuras tradicionales aplicables

(continuacion)

Manejo de Estabilizar los lodos, mediante deshidratacién y la Lechos de secado, lagunas
lodos reduccion de las componentes volatil con de secado, etc.
caracteristicas organicas.
Fuente: Elaboracion propia, a partir de (Rojas, 2002; VIVIENDA, 2006).

1.2.4. Demanda bioguimica de oxigeno (DBO)

Segun Angel (1994), la demanda bioguimica de oxigeno (DBO) es un factor trascendental y uno
de los pardmetros por excelencia, empleados para determinar la contaminacion bioldgica
existente en las aguas residuales. Este parametro fue difundido por la British Comission of
Sewage Disposal y se empezd a determinar bajo ciertas pautas tales como; mantener un tiempo
de incubacion de cinco dias a una temperatura constante de 20 °C, debido al recorrido de los
rios y temperatura media del verano en Inglaterra. No obstante, con el paso del tiempo dichos
criterios se estandarizaron y actualmente se aplican en ensayos llevados a cabo en diversas partes
del mundo, pese a que las situaciones de recorrido y temperatura media de los cuerpos de agua

sean diferentes a los de Inglaterra.

Al respecto, Aznar (2000) hace énfasis en algunos aspectos que deben tomarse en cuenta para
la correcta determinacion y andlisis de la DBO, los cuales son: realizar diluciones de las
muestras de agua hasta 3 mg/L de DBO, dado que en muchas de las situaciones el oxigeno
consumido por la biota acuatica es mayor al existente en el medio; constatar la existencia de
microorganismos degradadores de la materia organica o introducir cultivos bacterianos en caso
los microorganismos estén ausentes de modo natural en las muestras de agua a analizar; y
finalmente verificar la evolucion de la DBO en funcion del tiempo, puesto que durante los
primeros dias de analisis suele ocurrir la descomposicion de la carga orgénica hidrocarbonada

y pasados los ocho dias suele producirse la eliminacion de carga organica nitrogenada.
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En este contexto, la vinculacion entre el tiempo y la variacion de la DBO se muestra en la Figura
1. Ello puede entenderse como disminucion del requerimiento de oxigeno por actividad bidtica
de una muestra de agua, en funcién del tiempo transcurrido. Dicha relacion sefiala que, a los
cinco dias de iniciado el ensayo, la DBO hidrocarbonada se consume aproximadamente en un
70 %; mientras que, a los ocho dias, la eliminacion de la materia organica hidrocarbonada decae
e inicia la oxidacion de los compuestos organicos nitrogenados, ello facilita el entendimiento
sobre el tipo de materia organica que se esta determinando en funcion del tiempo transcurrido.
En la Figura 1 también se aprecia que la DBO total de un determinado cuerpo de agua, se

determina en un lapso de tiempo aproximado de veinte dias.
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(D)
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[a)
20 — DBO Total
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Figura 1. Valoracién de la DBO en base al tiempo transcurrido. Fuente: Aznar (2000).

Por ende, el oxigeno demandado por la actividad bioquimica de los cinco primeros dias de
oxidacion, mas conocida como DBOs, nos permite estimar la carga organica hidrocarbonada
alojada en las muestras de agua. Por tal motivo, supone el método mas ampliamente usado por
entidades gubernamentales y en trabajos de investigacion, debido a sus multiples aplicaciones,

simplicidad y alto grado de representatividad que ofrecen sus resultados. Ademas, de la
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temperatura y periodo de incubacion establecidos, la DBOs se lleva a cabo en condiciones de
oscuridad y a un nivel de pH alrededor de 7,2 (Mayari et al., 2005; Raffo y Ruiz, 2014).

a.  Implicancia de la DBOs en la depuracion de las aguas residuales

Raffo y Ruiz (2014) mencionan que la DBOs indica el grado de contaminacion por materia
orgénica putrescible y por ende la calidad del agua residual doméstica; por lo que viene a ser
uno de los parametros mas relevantes en la purificacién de este tipo de aguas residuales. Mas
aun, permite estimar cuantitativamente el oxigeno disuelto consumido por la fauna microbiana
aerobia, en su esfuerza por aprovechar la materia organica albergada en el agua. En ese sentido,
cuanto mayor sea el contenido de sustancias putrescibles alojadas en el agua a tratar, mayor sera

el nivel de oxigeno requerido por la biota acuatica para su aprovechamiento.

Por otro lado, Ramalho (2003) advierte que el paradero final de los residuos liquidos, sean
tratadas o no, son los cuerpos de agua naturales o algiin componente ambiental que tiene una
cierta capacidad de tolerancia a la contaminacion, la cual no debe rebasarse. Por lo que, es
sumamente importante conocer el potencial de contaminacidén que poseen las aguas residuales
que se vierten al ambiente; he aqui la relevancia de determinar la DBOs durante y tras la
depuracion de las aguas residuales, a fin de evitar repercusiones negativas en los componentes
hidricos receptores como el agotamiento del oxigeno disuelto que poseen; dicho fendmeno se

observa en la Figura 2.

Mas aln, la Figura 2 describe la curva de disminucion del oxigeno disponible en un componente
acuatico receptor, ante la incorporacion de volimenes de agua residuales con elevados niveles
de carga contaminante putrescible en el corto tiempo; dicha descarga dinamiza la actividad
microbiana y se produce un abrupto incremento de la DBO. De manera que, a mayor distancia
entre el punto de vertimiento y el recorrido efectuado por el agua, el nivel de oxigeno disponible

en el medio acuatico se restablece.
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Figura 2. Curva de la DBO y oxigeno disuelto en un cuerpo de agua receptor. Fuente: Ramalho
(2003).

No obstante, pese a que la demanda bioguimica de oxigeno de los cinco dias (DBOs) viene a ser
el parametro més utilizado en el estudio de las aguas residuales, teniendo en cuenta el factor
tiempo, no es el unico. Al respecto Orozco (2005) denota que, determinar el requerimiento de
oxigeno en el agua en un tiempo superior a los cinco dias permite un conocimiento mas preciso
sobre el contenido de materia organica del agua residual estudiada; tal es el caso de la DBOy,
DBOyo 0 la demanda bioquimica de oxigeno determinada a los veinte dias (DBO2o). Sin
embargo, el factor tiempo limita seriamente la realizacion de estos analisis, por lo que la DBOs
representa la opcién mas adecuada; ademas, tiene una representatividad comprobada que
circunda el 70 %, ello implica que dicho valor porcentual de sustancias biodegradables son

aprovechadas durante este lapso de tiempo.

1.2.5. Otros parametros de interés en la depuracion de las aguas residuales

Demanda quimica de oxigeno (DQO)

A aquella proporcidn de oxigeno disuelto, necesaria para aprovechar los componentes organicos

alojados en el agua por medio de agentes quimicos, se le conoce como demanda quimica de

oxigeno (DQO). El agente quimico por excelencia en este tipo de analisis es el dicromato de
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potasio expuesto a altas temperaturas y en un medio con pH inferior a 7. Ademas, la DQO suele
ser mayor a la DBOs debido a que en las aguas residuales, por lo general, existe mayor cantidad
de compuestos oxidables quimicamente que aquellos susceptibles a ser oxidados
biolégicamente. Ello permite establecer una relacion entre ambos parametros, con lo cual es
posible inferir la naturaleza de los contaminantes del agua residual y el origen de esta (Raffo y
Ruiz, 2014).

Sélidos totales

Sigler y Bauder (2017) identifican a los solidos totales como la cuantificacion de metales,
minerales y sales que pueden estar presentes en un cuerpo de agua. Por su parte, Metcalf y Eddy
(1995) sostienen que, analiticamente los solidos totales de los desechos liquidos son todas las
sustancias no volatiles presentes en las mismas; ello implica a la materia sedimentable, en
suspension, disuelta y materia coloidal. Ademas, el vertimiento de aguas residuales con altos
contenidos de sélidos totales podria generar déficit de oxigeno en el medio y la acumulacion de
sedimentos, ademas de propiciar el desarrollo y proliferacion de organismos patdgenos; por otro
lado, dado que los sdlidos sedimentables suelen generar turbidez en el agua, la penetracion de
la luz se veria limitada y ello daria pie a una alteracion en el normal establecimiento de la flora

y fauna subacuaética.

Potencial de hidrégeno (pH)

Para Gomez et al. (2008), el pH es un factor sumamente influyente en la disponibilidad de
carbono y energia para las bacterias del género Pseudomonas, por lo que supone un factor
determinante en el proceso de biorremediacion con estos microorganismos; mismos que
requieren valores de pH cercanos a la neutralidad o en su defecto en el rango de 6 a 8, para
desarrollarse de manera optima. Por otro lado, el autor indica que a valores de pH mas alejados
de la neutralidad (pH 7), los procesos de biorremediacion son mas lentos e ineficientes;
adicionalmente, cabe destacar la incidencia que tiene la temperatura del agua con respecto al

pH, la cual en unrango de 0 a 40 °C resulta inversamente proporcional, por lo que el incremento
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de la temperatura incita al incremento del factor de disociacion del agua y por ende a la

disminucion de los valores de pH.

Temperatura

La temperatura influye directamente en la disponibilidad de oxigeno en los entornos acuaticos
residuales; es por ello que, para el desarrollo de microorganismos aerobios se debe mantener un
control sobre este parametro, dado que cuando el nivel térmico del agua se intensifica, la
solubilidad del oxigeno disminuye y las reacciones quimicas se incrementan, trayendo como
consecuencia una falta de oxigeno en el medio. Por otro lado, la temperatura influye en la
rapidez con la que se dan las reacciones quimicas en el medio acuatico; asi, a niveles térmicos
por encima de los 50 °C o inferiores a 15 °C la actividad microbiana decae, lo cual implica una
reduccion en el proceso de depuracion biologica (Metcalf y Eddy, 1995). Ello guarda
concordancia con lo descrito por Aznar (2000), quien indica que el alza en el nivel térmico del
agua contribuye, por un lado, a que los sélidos sean mas faciles de disolver y por otro, a que la
solubilidad de los gases disminuya. Adicionalmente, el autor sostiene que la actividad bioldgica
en el agua se duplica o disminuye en la misma proporcion por cada 10 °C de variacion en este
parametro; no obstante, advierte que, a determinados valores extremos, la temperatura puede

suponer una fuerte limitante para el desarrollo de determinados organismos acuaticos.

Coliformes termotolerantes

Acosta et al. (2008) sefialan que actualmente resulta excesivamente dificil y costoso determinar
la presencia de todos los microorganismos patogenos presentes en las fuentes de agua, por ende,
se usan microorganismos altamente representativos de la contaminaciéon denominados
“Coliformes Termotolerantes”. En ese sentido, la presencia y concentracion de estas bacterias
en un determinado cuerpo de agua, supone un indicativo muy relevante de una posible
contaminacion con residuos fecales humanos, ya que el tracto intestinal humano es su principal
habitat.
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Resulta paraddjico que aquellos microorganismos que habitan en el ser humano puedan causarle
dafio. Sin embargo, como lo menciona Feachem et al. (1983), la afectacion del hombre por
bacterias coliformes es una realidad, puesto que gran cantidad de las enfermedades
gastrointestinales que sufre el hombre, son originadas por estas bacterias. Por ende, en términos
sanitarios, la ausencia de estas bacterias en aguas destinadas al uso agricola o al consumo

humano supone una garantia de la calidad de estas.

1.2.6. Las bacterias y sus caracteristicas

Louis Pasteur y Robert Koch fueron los pioneros en sugerir que ciertas enfermedades del
hombre se producian por microorganismos, abriendo la posibilidad para el estudio microbiano
y su desarrollo posterior hasta nuestros dias (Lacal, 2008). En cuanto a las bacterias, el autor
sostiene que son microorganismos procariotas unicelulares con tamafios de entre 0,5 a 5
micrémetros; no obstante, existen contadas excepciones en cuanto al tamafio de las células
bacterianas, como es el caso de Thiomargarita namibiensis, considerada la bacteria mas grande,
con un tamafio de 500 micrometros. Ademas, entre las caracteristicas mas relevantes que
presentan las bacterias, tenemos: la carencia de membrana nuclear, lo cual propicia que el
material genético se encuentre enrollado sobre si mismo; por otro lado, y a diferencia de las
células eucariotas, las bacterias presentan peptidoglicano en la capa celular que las envuelve y

se multiplican por biparticion, mecanismo que implica una reproduccion asexual.

El dominio bacteria involucra a una extensa variedad de organismos procariotas; muchos de los
cuales suelen ser microrganismos no patégenos, aunque también los hay aquellos que causan
enfermedades, tal es el caso de Escherichia coli. En ese sentido, Madigan et al. (2009) indica
que el phylum proteobacteria alberga la mayor cantidad de procariotas del dominio bacteria, ello
se ve representado en la Figura 3; ademas, los autores resaltan a algunas especies de bacterias
por su particularidad metabdlica, como las quimiolitotrofas y fotétrofas, y a aquellas especies
que poseen una notoria capacidad para biodegradar compuestos organicos o toxicos, como es el
caso de las Pseudomonas; mismas que tienen un nicho ecoldgico muy extenso, dado que se las

puede encontrar en agua, suelo, plantas y animales.
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Figura 3. Representacion del arbol filogenético del dominio bacteria, se resalta la division
proteobacteria, la cual alberga el mayor nimero de especies. Fuente: Madigan et al. (2009).

Ahora bien, debido a que las bacterias son extremadamente diversas, Pirez y Mota (2006)
indican que uno de los métodos mas usados para diferenciarlas y clasificarlas es la tincion Gram.
Esta técnica, ademas de posibilitar la identificacion bacteriana, su agrupamiento y forma,
permite diferenciar a aquellas bacterias con pared celular gruesa (Gram positivas que se tifien
de azul violeta), de aquellas con pared celular delgada (Gram negativa que se tifien de rojo).
Ademas, los autores mencionan que las diferentes especies bacterianas, ya sean Gram positivas
0 negativas, tienen estructuras comunes o permanentes tales como el ADN, la pared celular, la
membrana celular o los ribosomas; al mismo tiempo poseen ciertas estructuras celulares
variables, es decir, estructuras que se presentan en algunas bacterias, pero no en todas, ello
debido a posibles ventajas selectivas o de resistencia particulares que han desarrollado respecto
a otras. Al respecto, Madigan et al. (2009) acotan que un estudio minucioso de las superficies
celulares revela notables diferencias entre la textura de las células Gram negativas y Gram

positivas, tal como se representa en la Figura 4.
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Figura 4. Representacion esquematica de las paredes celulares: A. Gram positivas y B. Gram
negativas. Fuente: Madigan et al. (2009).

En cuanto a la apariencia fisica bacteriana se refiere, Torres y Zuluaga (2009) agrupan a las
bacterias en tres grupos morfologicos identificables como esféricas o cocos, en forma de
bastoncillos y en formas helicoidales; los cuales, a su vez, se diversifican segun el tipo de
agrupamiento que presentan, ello se denota en la Figura 5. Al respecto, Villee (2003) sostiene
que la clasificacion bacteriana mas afectiva y precisa se realiza teniendo en cuenta las
caracteristicas bioquimicas y fisioldgicas, mas que las caracteristicas morfoldgicas, ya que
muchas bacterias con formas totalmente similares pueden ser de tipos o especies distintas. No
obstante, la autora hace énfasis en que las caracteristicas morfologicas, han sido desde siempre
y son una herramienta eficaz a la hora de identificar y aproximarse en el estudio de una
determinada especie bacteriana, ademas de representar una practica cientifica econdémica y

técnicamente mas accesibles.

Asi, la Figura 5 muestra de manera general las tres apariencias morfoldgicas bacterianas; de las
cuales podemos distinguir, por un lado; a las bacterias con forma esférica, que segin su
agrupamiento pueden ser cocos, diplococos, estreptococos, micrococos o sarcinas; por otro lado,
estan las bacterias con forma bacilar o de bastoncillos a las cuales se les denomina bacilos;

mientras que aquellas que presentan forma fisica helicoidal son los espirilos o espiroquetas.
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Figura 5. Apariencia fisica y agrupamientos bacterianos. Fuente: Torres y Zuluaga (2009).

Otras caracteristicas de las bacterias descritas por Stanier et al. (1996) y Villee (2003) que son
de interés para la presente investigacion, aluden a que estos microorganismos poseen un sistema
de membrana unitario con un espesor de entre 2 a 3 nm, por medio del cual puede realizar
intercambios genéticos con otras bacterias; también mencionan que muchos de estos
microorganismos tienen la capacidad de moverse gracias a los flagelos con los que cuentan. En
lo concerniente a la reproduccion bacteriana, los autores sefialan que es de tipo asexual y por
fision binaria, lo cual implica la duplicacidn del ADN en regiones nucleares para posteriormente
dividirse; dichos acontecimientos se dan a una rapidez extremadamente alta en las bacterias,

tanto que en condiciones favorables una sola puede dar origen a 250 000 celulas en seis horas.

1.2.7. El género Pseudomonas

Las bacterias Pseudomonas son microorganismos Gram negativos de morfologia bacilar. Se
desarrollan de manera éptima en presencia de oxigeno, no obstante; se ha reportado la presencia
de estas bacterias en espacios carentes de oxigeno; por lo que, a falta de este elemento utilizan
el nitrato en sus procesos metabolicos. Ademas, estas bacterias reaccionan positivamente a las
pruebas de catalasa y oxidasa. Otra de las caracteristicas mas resaltantes de las Pseudomonas, y
en la que la bibliografia hace énfasis, es en su especial capacidad para aprovechar hasta cien
(100) compuestos distintos como fuentes de carbono y energia, catalogandola como un
microorganismo generalista y por ende con mayor poder adaptativo que otras bacterias (Lacal,
2008). En cuanto a la taxonomia del género Pseudomonas, Palleroni et al. (1973) realizaron
una homologacion de acidos nucleicos de cepas de Pseudomonas, lo que les permiti6 agrupar

diversas especies de este género en un grupo segun el grado de similitud del ARN de cada
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especie entre si. Solo por mencionar algunas, el grupo estaba compuesto por las siguientes
especies: (a) P. putida, P. aeruginosa, P. fluorescens, P. stutzeri, P. mendocina, P. alcaligenes,

P, pseudoalcaligenes, P, angulata, P. mucidolens, etc.

No obstante, un estudio mas detallado fue llevado a cabo por Lopes et al. (2019), en la cual
investigaron a las Pseudomonas y las diferencias que presentaban entre si, desde el punto de
vista metabdlico y genémico, ademas de tener en cuenta la procedencia de cada especie. En ese
sentido, los investigadores lograron agrupar un total de quinientos dieciocho (518) cepas, de las
cuales resaltan el grupo de las Pseudomonas putida, ya que estas mostraron diferencias
gendmicas, pero sobre todo mostraron diferencias metabdlicas asociadas a su procedencia; por
lo que, aquellas que proceden del suelo tendrian una mayor capacidad para degradar compuestos
aromaticos y residuos de pesticidas, a diferencia de aquellas bacterias provenientes de la
rizosfera de la cafia de azucar, las cuales influirian en el desarrollo de la planta, estableciendo,

incluso, una interaccion de tipo simbidtica (planta — microorganismo).

En tal sentido, la Figura 6 muestra el arbol filogenético de maxima similitud, en la cual se
establecen quince tipos de cepas asociadas a las Pseudomonas putida provenientes del suelo
(color rojo), ademés de las cepas de referencia (color negro) y las cepas provenientes de la
rizosfera (color verde). En base a ello, resulta evidente que el género Pseudomonas, como
muchos otros generes bacterianos, presentan una alta variedad de especies, cada una con
caracteristicas particulares e importantes en el ambito de la biotecnologia ambiental (Loh y Cao,
2008).
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Figura 6. A. 518 cepas de Pseudomonas en Ocho grupos. B. Acercamiento al grupo de las Pseudomonas putida (grupo de color rojo):
Fuente: Lopes et al. (2019).

29



a.  Pseudomonas putida

La especie Pseudomonas putida, es un microorganismo bacteriano Gram negativo perteneciente
a la familia Pseudomonaceae y a la clase de las y proteobacterias; su taxonomia se detalla en la
Tabla 5. Autores como Flérez (2016) sugieren que las Pseudomonas putida son
microorganismos saprofitos del suelo, que tiene la capacidad de habitar diversos espacios y
soportar condiciones ambientales cambiantes. Por otro lado, presentan una morfologia bacilar y
cuentan con flagelos, los cuales le permiten moverse. La célula bacteriana P. putida es un
microorganismo aerobio con una longitud entre 1 y 2 micrémetros y un didmetro maximo de
0,8 micras (Nifio, 2009).

Tabla 5

Taxonomia de Pseudomonas putida
Clasificacién Descripcion
Dominio Bacteria
Filo Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria
Orden Pseudomonadales
Familia Pseudomonaceae
Género Pseudomonas
Especie Pseudomonas putida

Fuente: Madigan et al. (2009) y Lacal (2008).

o Caracteristicas de importancia biotecnologica de Pseudomonas putida

Lacal (2008) califica a la bacteria Pseudomonas putida como muy versatil, puesto que requiere
muy poca cantidad de nutrientes para su desarrollo, soporta amplios rangos de temperatura y pH
y tiene la capacidad de formar biopeliculas. Ademas, su rango de accion es muy amplio, ya que
se la puede encontrar en el agua, suelo e incluso en plantas y animales; ademas, su tendencia a
aprovechar cualquier fuente de carbono disponible la convierten en un organismo ideal para
remover los compuestos carbonatados de las aguas residuales. En esa linea, Loh y Cao (2008)
consideran a las bacterias Pseudomonas putida como microorganismos con alto potencial
biotecnoldgico, debido a que no presentan caracteristicas patdgenas para plantas y animales, a

diferencia de otras cepas de este género como Pseudomonas aeruginosa, mas aun tienen la
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capacidad de adaptarse en entornos adversos y catabolizar compuestos contaminantes. Esto
guarda relacion con estudios de protedmica efectuados sobre Pseudomonas putida, los cuales
revelan que estos microorganismos sufren cambios en su fisiologia celular y a nivel proteico
cuando son expuestas a contaminantes o perturbaciones ambientales, al mismo tiempo que
desarrollan proteinas y rutas catabolicas que le permiten adaptarse y crecer en ambientes
adversos (Obeso, 2017).

El metabolismo que desarrolla Pseudomonas putida es propio de células complejas, por lo que
este macroproceso se puede dividir de manera general en procesos catabdlicos, para degradar
compuestos aromaticos o desechos organicos albergados, por ejemplo, en los desechos liquidos;
y procesos anabdlicos, en los que sintetizan otros compuestos como proteinas o aminoacidos
los cuales favorecen su crecimiento y desarrollo. No obstante, los procesos anabolicos y
catabdlicos no serian posibles sin la presencia de enzimas, las cuales aceleran las reacciones,
actuando de manera especifica sobre las sustancias. Por ende, debido a la importante labor que
desempefian las enzimas en el desarrollo bacteriano, cabe mencionar algunos factores
ambientales que inciden directamente en dicha actividad; por un lado esta la temperatura y el
pH, los cuales a determinados valores podrian ocasionar una desnaturalizacion de las enzimas;
por otro lado esta la concentracion de sustrato en el medio, lo cual regula la actividad enzimatica,
y finalmente esta la presencia de inhibidores, algunos de los cuales pueden ser metales pesados
como el mercurio o el arsénico, que interrumpen el funcionamiento enzimatico llegando a

provocar, en algunos casos, la muerte de las células (Tortora et al., 2007).

Al respecto, en la Figura 7 se muestran microfotografias de la apariencia que tienen las bacterias
Pseudomonas putida cuando son expuestas a ambientes adversos; en cada una de ellas es posible
diferenciar el grado de conexion existente entre célula y célula. Asi, en “A” se observa que las
bacterias se encuentran sueltas y no habria una aparente conexion entre ellas; por el contrario,
en “B” se muestra la presencia de estructuras microtubulares que conectan a las células entre si,
incluso la morfologia de las células se muestra mas alargadas. Este fendmeno, segun Obeso

(2017), se lleva a cabo durante la formacion de biofilm por parte de las Pseudomonas, cuando
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se encuentran sometidas a condiciones metabdlicas complejas; lo cual en definitiva supone un

mecanismo de adaptacion y supervivencia.

Figura 7. Microfotografia de Pseudomonas putida. A: Cepa de P. putida expuesta a un cierto

nivel de ampicilina. B: Cepa de P.putida expuesta a altos niveles de antibidticos. Fuente: Obeso
(2017).

1.2.8. La biorremediaciéon como alternativa biotecnolégica

Garzon et al. (2017) refiere que la biotecnologia ambiental o biorremediacién es, en nuestros
dias, la alternativa biotecnoldgica mas prometedora de cara a alcanzar el desarrollo sostenible;
puesto que implica la utilizacién de organismos vivos y su potencial metabolico para la
remediacion de espacios contaminados. A diferencia de los procesos de descontaminacion
convencionales en los que se suele generar material residual, la biorremediacion hace posible
reducir la toxicidad o eliminar por completo los contaminantes, generando muy poca y en

ocasiones nula cantidad de nuevos residuos.

A su vez, para Ome y Zafra (2018), la depuracion de las aguas residuales no esta exenta a la
biorremediacion; mas aun, los procesos bioldgicos que fundamentan la depuracion de las aguas
residuales, sobre todo domésticas, son llevados a cabo por microorganismos. No obstante, 1os
investigadores advierten que la capacidad depuradora de estos microorganismos dependera, en
gran medida, del control de los parametros ambientales, los cuales deben favorecer el desarrollo

de los agentes degradadores mencionados.
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En ese sentido, cabe indicar que los mecanismos de biorremediacién aplicables en la depuracion
de las aguas residuales, mas ampliamente descritos en la bibliografia cientifica son tres, y son
abordados por Salinas et al. (2008) como depuracion natural, bioestimulacion y
bioaumentacion. Este ultimo implica la adicion de microorganismos o0 enzimas, en altas
concentraciones, sobre las aguas residuales para su descontaminacion; dichos microorganismos
0 bacterias usadas en estos procesos, pueden ser aislados de los mismos componentes
ambientales a tratar. Por otro lado, Reyes et al. (2018) indican que los procesos de
biorremediacion por bioaumentacidn pueden verse potenciados con la inmovilizacion reversible

o irreversible de las células bacterianas.

a.  Biorremediacion por bioaumentacion de bacterias libres e inmovilizadas

Garzon y Barragan (2008) sostienen gque los mecanismos de biorremediacion de los residuos
liquidos por bioaumentacion, pueden realizarse mediante la inoculacion de bacterias libres o la
inmovilizacién de las mismas en determinadas matrices; sin embargo, la primera opcion resulta
menos efectiva en comparacion a la segunda, por una serie de razones tales como; la
vulnerabilidad de las células bacterianas a los cambios de temperatura, pH, oxigenacion o a la
presencia de contaminantes toxicos; también por la dificultad que representa recuperar el
material bioldgico tras su aplicacion, lo cual ocasiona perdida de la biomasa. Estas afirmaciones
concuerdan con lo sefialado por Reyes et al. (2018), quienes ademas sugieren la introduccion
de matrices que permitan la inmovilizacion y el desarrollo de mayor masa microbiana, con el
objeto de dinamizar la actividad metab6lica y proporcionar a los microorganismos mayor

resistencia ante condiciones ambientales desfavorables.

1.2.9. Inmovilizacion bacteriana en los procesos de biorremediacion

a. Mecanismos de inmovilizacién bacteriana

En cuanto a los mecanismos de inmovilizacion bacteriana, Silveira et al. (2013) reportan que,

segun la técnica por la cual se propicia la concentracion microbiana, estas pueden ser:

inmovilizacion pasiva, lo cual implica una adhesion de los microorganismos en la superficie de
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las matrices, o inmovilizacién activa, en la cual las bacterias son fijadas con floculantes o
encapsuladas en geles como el alginato. Ademas, los autores hacen énfasis en la reversibilidad
de ambos mecanismos, sefialando que la inmovilizacion activa propicia una condicion
irreversible por el atrapamiento de las células dentro del soporte creando una barrera protectora
para la misma; mientras que la inmovilizacion pasiva supone una condicion reversible para los
microorganismos, ya que estos pueden desprenderse de la superficie del sustrato en el que se

encuentren adheridos.

Inmovilizacién pasiva

Garzon y Barragan (2008) mencionan que durante el proceso de inmovilizacion pasiva, sobre la
superficies de las matrices, tienden a generarse sustancias poliméricas extracelulares, las cuales
en gran proporcion son proteinas, exopolisacaridos y acidos nucleicos; dichas estructuras junto
con el agua suponen alrededor del 75 a 85 % de lo que se conoce como biopelicula o biofilm,
mientras que el porcentaje restante lo componen las células vivas que se van renovando
constantemente para formar nuevos conglomerados. Los autores, precisan que el proceso de
formacion de las biopeliculas se puede resumir en cuatro pasos distinguibles en la Figura 8:
primero, los microrganismos se adhieren a la superficie de la matriz por medio de sus estructuras
celulares; segundo, crecimiento celular y generacion de polimeros extracelulares; tercero,
crecimiento de la biopelicula; y cuarto, las células se desprenden de la biopelicula para colonizar

nuevos espacios.

Figura 8. Proceso de formacion de biofilm. Fuente: Garzon y Barragan (2008).
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Inmovilizacién activa

Respecto a la inmovilizacion activa, Garzon y Barragan (2008) resaltan; por un lado, el uso de
agentes floculantes, los cuales atrapan microorganismos en suspension, dentro de los cuales
pueden encontrarse aquellos que por sus rasgos fenotipicos no tienden a adherirse en las
superficies; y por otro lado, indican que es usual el atrapamiento en geles de polimeros naturales
o sintéticos, que posibilitan el encapsulamiento de gran cantidad de microorganismos y permiten

el paso de nutrientes para su desarrollo.

b.  Soportes utilizados en la inmovilizacion bacteriana

Para Reyes et al., (2018), los soportes o matrices utilizados en la inmovilizacion bacteriana son
muy diversos y se los puede diferenciar, de manera muy general, en dos grupos: por un lado,
estan aquellos soportes biodegradables, los cuales pueden ser residuos organicos,
agroindustriales o fibras vegetales y, por otro lado, se encuentran las matrices no biodegradables
0 de muy poca biodegradacion, como los vidrios, plasticos, polimeros sintéticos, rocas, etc. No
obstante, dada la variedad de matrices que podrian usarse para la inmovilizacién bacteriana,
resulta necesario prestar atencion a los tipos de matrices y sus caracteristicas, ya que estas juegan
un rol de suma importancia para alcanzar una inmovilizacion bacteriana efectiva; es asi que,
para su eleccion se deben tener en cuenta a aquellos soportes que ofrezcan mayores ventajas en
cuanto a: alta porosidad, de tal modo que permitan el intercambio de materia y energia para el
desarrollo microbiano; amplia superficie de adhesion; estabilidad fisica y quimica, que haga
frente a ambientes diversos y no reaccione a compuestos que podrian encontrarse en los medios

experimentales o naturales (Garzén y Barragan, 2008).

Una de las matrices sintéticas que proporciona varios de las ventajas respecto a otras, al
momento de la inmovilizacién bacteriana, son las espumas de poliuretano; al respecto, la Figura
9 permite advertir el mecanismo de inmovilizacién pasiva generado en esta matriz; en la cual,
las células bacterianas se adhieren a la superficie de la espuma y dan cabida a un complejo

celular capaz de producir exopolimeros. Por otro lado, la biodegradabilidad y porosidad de las
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espumas de poliuretano propician, entre otras, una eficiente generacién de biomasa bacteriana
(Reyes et al., 2018).

Figura 9. Fotografia de biopelicula formada en espuma de poliuretano, tomada mediante
microscopia electrénica de barrido ambiental. Fuente: Reyes et al. (2018).
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CAPITULO II: MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio de la investigacion

El presente trabajo es de tipo experimental, con un alcance explicativo, puesto que busca dar a
conocer los efectos que tienen diferentes concentraciones de células de Pseudomonas putida
ATCC 49128 sobre la demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) de aguas residuales efluentes, y
los posibles factores que propician dichos efectos. A la vez, el estudio es abordado con un
enfoque cuantitativo, dado que implica la mensuracién de variables apoyados por métodos
estadisticos; finalmente cabe mencionar que el presente trabajo tiene un corte transversal, dado

que la colecta de muestras fue llevada a cabo en una fecha tnica (Hernandez et al., 2014).

2.1.1. Lugar y fecha

El estudio implicé, por un lado, el desarrollo de trabajo en campo, llevado a cabo el dia 27 de
mayo del afio 2021; dicha actividad tuvo como finalidad, el recojo de muestras y la medicién de
los parametros de campo. Las muestras fueron colectadas en la infraestructura de salida de la
Planta de Tratamiento de Aguas Residuales (PTAR) Collique; ubicada, politicamente, en la
interseccion de las avenidas Revolucién y Francisco de Zela en la localidad de Collique, distrito
de Comas, provincia de Lima, Per(; y geograficamente, en la costa central del Per con
coordenadas UTM WGS 84: 8682238 N y 281087 E, zona 18 sur; tal como se muestra en la
Figura 11. Por otro lado, entre el 3 de mayo y el 7 de junio de 2021, se desarrollaron los trabajos
experimentales y de laboratorio en las instalaciones del Laboratorio de Microbiologia y
Biotecnologia de la Universidad Catolica Sedes Sapientiae (UCSS), emplazado en el cuarto piso
del pabelléon G3 del local Gonzales Prada de la UCSS, en el distrito de Los Olivos, provincia de
Lima, Per. Con coordenadas geograficas UTM WGS 84: 8673034,5 Ny 274848,2 E, zona 18

Sur.
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2.1.2. Materiales

Material biolégico

El material bioldgico utilizado en la investigacion fue la cepa bacteriana Pseudomonas putida
ATCC 49128, derivada de la coleccion de cepas de la American Type Culture Collection ATCC,
importada y comercializada por la empresa Gen Lab del Perdl S.A.C, misma que se presenta en
la Figura 11. EI manejo y almacenamiento del material biol6gico, fue llevado a cabo segun los
lineamientos de la hoja de seguridad del producto, ello implico la conservacion en frio (entre 2

y 8 °C) hasta su utilizacion.

Figura 11. Cepa liofilizada de Pseudomonas putida derivada de ATCC 49128. A: Cepa en
empaque KWIK STIK™., B: Ampolla en formato KWIK STIK™,
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Materiales de campo

Etiquetas para muestras de agua residual, cinta adhesiva transparente, plumon indeleble, frascos
de plastico, cooler, ice pack, vaso de vidrio de 250 ml, piseta, agua destilada, mandil, guantes

de nitrilo.

Materiales de laboratorio

Frascos winkler de 300 ml, vasos de precipitado de 250 ml, tubos Corning de 15 ml, placas Petri
90 mm, asa bacteriol6gica, micropipetas de 10 — 100 uL y de 100 — 1000 uL, espumas de
poliuretano, puntas de micropipeta de 1000 uL, matraces Erlenmeyer de 250 ml y 500 ml,
microtubos de 2 ml, pipetas volumétricas de 10 ml, laminas portaobjetos, mechero de alcohol,

espatula drigalsky, probetas de 100 ml y 500 ml, gradilla.

Equipos

Multiparametro portatil HANNA modelo HI 9813-6.
. Multiparametro portatil HACH modelo HQ40d.

. Espectrofotdmetro UV-Visible.

. Camara de flujo laminar con suministro de aire vertical.
. GPS Garmin 60.

o Colorimetro portatil DR900 de la marca HACH.

. Termorreactor marca Rocker modelo CR-25.

. Microscopio Optico binocular Labor-Tech 910.

o Balanza analitica digital.

. Contador de colonias digital modelo FJ-3.

. Motor de aire de 4 salidas BIGBOY 10200.

. Refrigeradora.

. Autoclave vertical.

. Vortex.

° Incubadora.
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. Horno microondas.

Reactivos

o Sulfato de magnesio 7-hidrato (MgSOa4.7H20).

. Cloruro de calcio (CaCly).

. Cloruro férrico 6-hidrato (FeCls.6H20).

o Fosfato monopotasico anhidro (KH2PO,).

. Fosfato dipotasico anhidro (KoHPO4).

. Fosfato de sodio dibasico 7-hidrato (NazHPO4.7H;0).
. Cloruro de amonio (NH4CI).

J Soluciones buffer de pH 4y pH 7.

o Viales de digestion con solucion preparada para DQO.
J Cristal violeta.

o Reactivo de lugol.

J Alcohol acetona.

J Safranina.

. Aceite de inmersién.

Medios de cultivo

o Agar base Pseudomonas de la marca HIMEDIA REF M085-500G.
o Caldo tripticasa de soya de la marca CONDA.
o Pectona bacteriologica de la marca HIMEDIA REF RM001-500G.

Otros

Agua destilada, manguera para bomba de aire, alcohol liquido, algodon blanco, bolsas de

polipropileno para laboratorio, parafilm, glicerina liquida, papel aluminio, papel kraft.
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2.1.3. Descripcion del experimento
Para alcanzar los objetivos propuestos, la ejecucion del estudio fue llevado a cabo en dos etapas
bien definidas, una etapa de campo y otra de laboratorio, las cuales se detallan de manera

esquematica en las Figuras 12 y 13 respectivamente.

a) Etapade campo

ETAPA DE CAMPO ]

Obtencion de permiso Preparacion de
para el recojo de materiales y equipos
muestras
Identificacion y }

demarcacion del
punto de muestreo

Desarrollo del

muestreo siguiendo el }

protocolo de monitoreo

)

Obtencién de las
muestras de agua para
el laboratorio

Determinacion de los
pardmetros de campo

_pH ~
-Temperatura Ethue_ta}do, .
acondicionamiento y
-Conductividad transporte de las muestras
eléctrica J

Figura 12. Descripcion esquematica del procedimiento efectuado en la etapa de campo.
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La Figura 12 describe, esquematicamente, las principales actividades llevadas a cabo durante la
etapa de campo, desde la obtencion del permiso para el acceso a la infraestructura de
tratamiento, hasta el recojo y transporte de muestras al laboratorio. A continuacion, se detalla
cada uno de los procedimientos realizados, los cuales se llevaron a cabo siguiendo el Protocolo
de Monitoreo de los Efluentes de las Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales Domésticas
0 Municipales (en adelante Protocolo de Monitoreo), aprobado mediante Resolucion Ministerial
N° 273 (Ministerio de Vivienda, Construccion y Saneamiento [VIVIENDA], 2013).

o Preparacion de materiales y equipos para el muestreo

La fase de premonitoreo implicé la preparacion de materiales y equipos necesarios para el
desarrollo del muestreo (dichos materiales se enumeraron en la seccion 2.1.2 del presente
documento); los cuales se adquirieron y prepararon con antelacion a la jornada de campo;
ademas, se realizo la verificacion del funcionamiento del multiparametro HANNA modelo HI
9813-6, con las soluciones de calibracion propias del equipo para pH 4, pH 7 y para
conductividad eléctrica 1400 uS/cm. Por otro lado, se gestion6 el permiso para el acceso a las
instalaciones de la PTAR Collique, mismo que fue concedido por la Sub Gerencia de Areas

Verdes de la Municipalidad Distrital de Comas.

. Ubicacion y registro del punto de muestreo

El punto en el cual se colectaron las muestras estuvo ubicado en la pendltima de las 12 cAmaras
que conforman la estructura de tratamiento de la PTAR Collique, distrito de Comas, provincia
y departamento de Lima, tal como se observa en la Figura 13. La eleccion de dicho punto en la
camara 11 y no exactamente en la estructura de salida de la PTAR se debi6 a que en la ultima
camara (cdmara numero 12) se efectuaba la cloracion del agua residual tratada, lo cual
dificultaria el desarrollo de los trabajos experimentales. Es asi que, haciendo uso del GPS
Garmin 60, el punto en el cual se realizo la colecta de muestras fue demarcado en las
coordenadas UTM WGS 84: 8682238 Ny 281087 E, zona 18 sur.
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Figura 13. Punto de muestreo, penultima cAmara de la infraestructura de tratamiento.

. Recojo de muestras y determinacion de los parametros de campo

El muestreo se efectud segin el Protocolo de Monitoreo de la Calidad de los Efluentes de PTAR.
Por lo que, en un primer momento se extrajo una alicuota de agua, del punto previamente
demarcado, en un vaso de precipitados de 250 ml y se determinaron los niveles de pH,
temperatura y conductividad eléctrica; tal como se aprecia en la Figura 14. Tras ello se procedio
a enjuagar los envases de plastico de primer uso y llenarlas con agua muestra situada en la parte
central de la cdmara de tratamiento. El volumen de muestra colectada fue de 7 litros, contenidos

en 4 envases plasticos.

Figura 14. Medicion de los parametros de campo. A: Limpieza del electrodo tras cada medicion.
B: Determinacion de la conductividad eléctrica con equipo ANNA modelo HI 9813-6
previamente calibrado.
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o Etiquetado y preservacion de las muestras

Una vez colectadas las muestras de efluente liquido, fueron rotuladas segun el formato de
etiqueta del Anexo V del Protocolo de Monitoreo de la Calidad de los Efluentes de las Plantas
de Tratamiento de las Aguas Residuales Domésticas; Figura 15. Posteriormente, durante el
traslado al laboratorio se desarroll6 preservacion fisica utilizando un cooler con ice pack para

mantener las muestras a bajas temperaturas (VIVIENDA, 2013).

Figura 15. Etiquetado de muestras.

b) Etapa de laboratorio

Esta etapa consistio, por un lado, en la obtencion y activacién de la cepa bacteriana
Pseudomonas putida 49128, asi como de la determinacion de su crecimiento; por otro lado, se
determinaron los parametros de interés en los efluentes provenientes de la PTAR Collique, al
mismo tiempo que se acondicionaron las unidades experimentales y el espacio que estas
ocuparian. Una vez que estos trabajos se llevaron a cabo, se procedié a desarrollar el trabajo
experimental, inoculando las muestras de agua residual con las células bacterianas de
Pseudomonas putida. Finalmente, tras haber realizado el seguimiento respectivo durante los

cinco dias que dur6 el experimento, se procedio a determinar los parametros de interés. Cada
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una de las actividades clave que forman parte de esta etapa, se mencionan de manera

esquematica en la Figura 16 y posteriormente se desarrollan con mayor detalle.

[ ETAPA DE LABORATORIO ]

Obtencion y Caracterizacion Acondicionamiento
activacion de la cepa fisicoquimica de las de las unidades
P. putida muestras de agua experimentales

residual efluente

Parametros
Determinacion del -DQO

tamario poblacional y -DBOs

cinética de crecimiento

Desarrollo del
experimento

Determinacién de la L Monitoreo diario,
. Inoculacion de la cepa . .
concentracion durante cinco dias (pH,

bacteriana a utilizar de P.putida en las °T, conductividad
. muestras de agua o
en el experimento eléctrica)

/-DQO I Determinacion de los ]
-DBO:s parametros tras el
-pH tratamiento J
-Conductividad
eléctrica

\-Temneratura

Figura 16. Descripcion del procedimiento efectuado en la etapa de laboratorio.
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. Activacion de la cepa Pseudomonas putida ATCC 49128®

La cepa bacteriana fue activada en medio solido, usando Agar Base Pseudomonas como sustrato
de cultivo, debido a que es un medio que permite el 6ptimo crecimiento de este microorganismo
(Johnsen y Nielsen, 1999). Cabe sefialar que el agar en polvo usado en el presente estudio fue
de la marca Himedia REF M085-500G.

La preparacion del medio de cultivo implico el uso de agar, glicerol y agua destilada en
proporciones de 24,2 g; 5 ml y 500 ml; los cuales fueron mezclados en matraces Erlenmeyer y
calentados en horno microondas para lograr su homogenizacion. Tras ello se realizd la
esterilizacion de materiales y medios de cultivo en autoclave, durante un periodo de 15 minutos,
a nivel térmico de 121 °C y a 15 libras de presion. Posteriormente, el medio de cultivo fue
vertido en placas Petri, y dejado en reposo hasta su enfriamiento; dicho procedimiento es

esquematizado en la Figura 17 (Aquiahuatl et al., 2012).

A lavez, la cepa bacteriana Pseudomonas putida ATCC 49128 fue retirada del refrigerador para
propiciar su equilibrio a temperatura ambiente. Luego, la inoculacion de la cepa en el sustrato
de cultivo sélido fue llevada a cabo siguiendo el instructivo de los empaques KWIK-STIK™, el
cual se resume en los siguientes pasos: (a) se liberd el liquido hidratante situado en la parte
superior de la ampolla; (b) tras ello se realizo la trituracion del sedimento que contenia la cepa,
alojado en la parte inferior de la ampolla; (c) posteriormente, se presion0 la parte inferior de la
ampolla para lograr la saturacion del hisopo y (d) una vez que el hisopo estuvo saturado, se
realizo la siembra del microorganismo por el método de estria simple en el medio de cultivo
solido. Finalmente, las placas Petri de 90 mm, que albergaban a la cepa inoculada en medio
solido, fueron rotuladas y puestas a incubar a 30 °C durante 48 horas, como se muestra en la

Figura 18.
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Mezclar 24.2 g de agar con 5 ml de
glicerol y 500 ml de agua destilada.

Calentar la mezcla

Autoclavar los medios de cultivo y

materiales Verter el medio de cultivo en las

1 placas de Petri y dejar enfriar

Propiciar el equilibrio a temperatura
Inocular las placas de Petri con la cepa ambiente de la cepa empacada
de Pseudomonas putida ATCC 49128 |

Rotular e incubar las placas durante 48
horas a 30 °C

Activacion de Pseudomonas Putida ATCC 49128

Figura 17. Flujograma de actividades para la activacion de la cepa Pseudomonas putida ATCC
49128. Fuente: Elaboracion propia, a partir de (Aquiahuatl et al., 2012).

Figura 18. Activacion de Pseudomonas putida ATCC 49128. A: Inoculacion de la cepa en
medio de cultivo sélido. B: Aparicion de colonias tras 48 horas de incubacion a 30 °C.
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. Determinacion de la cinética de crecimiento de Pseudomonas putida ATCC 49128

Una vez que la poblacion bacteriana de Pseudomonas putida ATCC 49128 activada en medio
solido, fue lo suficientemente notoria; se realizo la tincién Gram para descartar contaminacion
alguna. Habiendo verificado la pureza de la cepa, se procedi6 a realizar el conteo de colonias y
determinar la cinética de crecimiento; para tal fin se adopt6 el método de dilucion y siembra en
placa, el cual implico realizar diluciones seriadas y la posterior siembra en placas de Petri
previamente preparadas; ademas, de manera complementaria se aplico el método turbidimétrico,
haciendo uso del equipo espectrofotometro para medir los niveles de absorbancia en los medios
de cultivo liquido con y sin indculo bacteriano (Aquiahuatl, y Pérez, 2004; Aquiahuatl et al.,
2012 y Bustos, 2017).

Para el desarrollo de los métodos utilizados en el presente estudio, fue necesario propiciar el
crecimiento de la cepa bacteriana en un medio liquido. En ese sentido, haciendo uso de dos (2)
matraces Erlenmeyer con capacidad volumétrica de 250 ml, se prepararon 150 ml de medio de
cultivo liquido, el cual estuvo constituido por caldo tripticasa de soya y agua destilada, en
proporciones de 30 g por cada 1000 ml respectivamente. Las mezclas fueron calentadas en horno
microondas hasta lograr su homogenizacion y posteriormente fueron esterilizadas en autoclave.
A continuacion, haciendo uso de un asa bacterioldgica debidamente esterilizada se tom6 una
asada de bacterias Pseudomonas putida previamente activadas en placas Petri, para ser
depositadas en un matraz con medio de cultivo liquido, el cual se encontraba a una temperatura
alrededor de los 30 °C. Por lo que se tenia un matraz con 150 ml de medio liquido inoculado
con la cepa P. putida y un segundo matraz con contenido de 150 ml de medio sin indculo, el
cual fue utilizado como “medio blanco” para las mediciones de l0s niveles de absorbancia en el

espectrofotometro.

Finalmente, una hora después de que el matraz con medio liquido fue inoculado con cepa
bacteriana y puesto a incubar a 30 °C, se procedio a extraer la primera muestra para medir su

nivel de absorbancia y realizar la dilucion y siembra en Placa; tras ello, los procedimientos
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propios de cada método fueron desarrollados cada 60 minutos por un lapso continuo de 11 horas.
Cabe precisar que, para el desarrollo de las diluciones seriadas se agregd 100 uL. de medio
liquido inoculado con Pseudomonas putida, en un microtubo con 900 puL de agua pectonada
estéril; dicho procedimiento fue realizado de manera seriada hasta obtener una dilucién de 10”7
en las tres primeras horas; mientras que desde la cuarta a la sexta hora, las diluciones fueron
hasta 108; asi, entre la séptima y novena hora se realizaron diluciones hasta 10-°; y finalmente,
las muestras tomadas a la hora 10 y 11 fueron diluidas hasta 10-%°. Tras efectuarse las diluciones,
se tomaron 100 pL de cada uno de los microtubos que contenian las tres Gltimas diluciones y se
inocularon por duplicado en placas Petri; posteriormente, con el uso de una espatula drigalsky
estéril, el indculo fue extendido en la superficie del medié solido y puesto incubar a 30 °C por
24 horas. Tras ello, se realiz6 el conteo directo en UFC/mI (Aquiahuatl, y Pérez, 2004; Bustos,
2017).

Por otro lado, la medicion del nivel de absorbancia de las muestras tomadas cada hora implico;
en un primer momento, verter 1 ml del medio de cultivo sin indculo “medio blanco”, en la cubeta
del espectrofotometro y realizar la medicion para regular el nivel de transmitancia (100 %) y
absorbancia (0.000) a un periodo espacial de 600 nm. En un segundo momento, se procedio a
medir el nivel de absorbancia de 1 ml de medio de cultivé inoculado con la cepa bacteriana, ello
se esquematiza en la Figura 20. De este modo, el crecimiento poblacional P. putida incrementd

el grado de turbidez y por ende los niveles de absorbancia (Figura 19).

Figura 19. A: Medios de cultivo “blanco” y medio inoculado con Pseudomonas putida ATCC.
B: Diluciones seriadas a muestra extraida del medio liquido con in6culo bacteriano. C: Placas
Petri en incubacion a 30 °C.
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Método Turbidimétrico Espectrofotometro

UV-Visible
Estufa Toma de muestras cada hora,
medio inoculado y “medio 1ml, de_cada
blanco” medio
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Figura 20. Representacion grafica de los trabajos realizados como parte de los métodos
turbidimétrico y de dilucion y siembra en placa. Fuente: Elaboracion propia, a partir de (Bustos, 2017).

Con los datos recabados se calcularon los siguientes parametros cinéticos, mismos que
caracterizan el crecimiento de Pseudomonas putida: tasa maxima de crecimiento, el tiempo de

duplicacién y capacidad de carga (Sanchez, 2018).

Tasa maxima de crecimiento:

Nt = Noe!
Donde:
Nt: Poblacion final w: Tasa de crecimiento exponencial
No: Poblacién inicial t: Tiempo transcurrido

e: Constante neperiano

51




Tiempo de duplicacion (td):

Ln (2
p_ @
r
Donde:
r: Tasa de crecimiento exponencial
Capacidad de carga (k):
K

K
1-(1-gg)e— nt
Donde:
Nt: Poblacion en el tiempo t
w: Tasa maxima de crecimiento
k: Capacidad de carga del cultivo
. Caracterizacion fisicoquimica de las muestras
Los efluentes provenientes de la PTAR Collique, fueron caracterizados en base a la
determinacion de los parametros demanda bioquimica de oxigeno (DBOs) y demanda quimica
de oxigeno (DQO), ademas, se tuvieron en cuenta los parametros determinados en campo
(conductividad eléctrica, pH y temperatura).

. Determinacién de los parametros de estudio

La medicion de cada uno de los pardmetros citados anteriormente, se llevaron a cabo haciendo

uso de equipos, materiales y reactivos sugeridos en los “Métodos Normalizados para el Analisis
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de Aguas Potables y Residuales” (APHA et al., 1992). Dichos procedimientos se describen a

continuacion:

Demanda bioquimica de oxigeno (DBOs)

La determinacion de este parametro conllevé el uso de frascos Winkler de 300 ml, los cuales
albergaron la muestra a un volumen deseado y permitieron expulsar con exactitud el excedente
de la misma, gracias a los tapones de vidrio esmerilado que poseen. El procedimiento completo
implico el desarrollo de los siguientes pasos: (a) se prepararon los reactivos a ser utilizados en
el agua de dilucién, dichos reactivos estuvieron constituidos por una solucién de tampén
fosfatada (8,5 g KH2POg4; 21,75 g KoHPO4; 33,4 g Na;HPO4.7H20; 1,7 g NH4Cl diluidosen 1 L
de agua destilada), y tres soluciones con contenido de nutrientes (22,5 g MgSO4.7H0; 27,5 g
CaCl,y 0,25 g FeCls.6H20 diluidos cada uno en 1 L de agua destilada); (b) con los cuatro
reactivos preparados y almacenados en frascos de color &mbar, se efectudé la combinacién con
agua destilada en proporciones de 1 ml de cada reactivo, por cada litro de agua destilada,
constituyendo asi el agua de dilucion, misma que fue sometida a aireacion durante 1 hora, como
se muestra en la Figura 21; (c) posteriormente, volimenes determinados de agua muestra fueron
pipeteados en los frascos Winkler segun los porcentajes de dilucién deseados, tras ello se
completd el volumen maximo del frasco con agua de dilucidn, se tapd y se agit6 para lograr su
homogenizacion; (d) seguidamente, se midi6 el oxigeno disuelto (OD) de cada frasco,
valiéndose del método de electrodo de membrana, para ello se utilizé el equipo multiparametro
HACH modelo HQ40d con sonda de oxigeno disuelto; (e) finalmente, se completé el volumen
de muestra desplazado con agua de dilucién y se puso a incubar a 20 °C en condiciones de

oscuridad, durante 5 dias. Tras ello se calcul6 la DBOs aplicando la formula siguiente:

DBOs mg/L = (OD iniciat — ODfial) / P

Donde:

OD: Oxigeno disuelto.

P: Proporcion decimal del volumen de muestra utilizada.
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Figura 21. A: Aireacion del agua de dilucion. B: medicion del Oxigeno Disuelto (OD) en los
frascos winkler, con equipo HACH modelo HQ40d debidamente calibrado.

Demanda quimica de oxigeno (DQO)

Dicho parametro fue determinado por el método colorimétrico, en el cual fueron utilizados el
colorimetro portatil DR900 de la marca HACH Yy el termorreactor marca Rocker modelo CR-
25. En ese sentido, tal como se muestra en la Figura 22, el ensayo se efectud de la siguiente
manera: (a) se adquirieron viales con solucién preparada de la empresa SQA Solucione
Quimicas Ambientales SAC, los cuales contenian 1,5 ml de solucion digestora (K2Cr207, H2SO4
y HgSO4) y 3,5 ml de solucion acida (H2SOs y Ag2SO4) para cada vial, tal como lo sugiere
(APHA et al., 1992); (b) posteriormente, tras agregar 2,5 ml de agua muestra en los viales con
solucion preparada, estos fueron tapados y removidos suavemente para homogenizar su
contenido; (c) paso siguiente, los viales preparados y con contenido de agua muestra, fueron
calentados por un lapso de 2 horas a 150 °C en el termorreactor, junto a otros viales que
unicamente contenia solucion preparada “medio blanco”; (d) tras ello, los viales se dejaron
enfriar en posicion de reposo por 3 horas; (e) finalmente, y haciendo uso del “medio blanco” se
midieron los niveles de DQO en mg/L, haciendo uso del colorimetro portatil HACH modelo
DR900.
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Figura 22. A: Vertido de 2,5 ml de agua muestra en cada vial. B: Viales de DQO con intervalos
de 2-80 mg/L (ubicados adelante) y 20-800 mg/L (ubicados atras), antes del proceso de
termorreaccion.

pH

Para determinar el pH de las muestras, se utilizo el multiparametro HANNA modelo HI 9813-
6; el cual fue calibrado antes de cada fecha de medicion haciendo uso de las soluciones buffer
de pH 4 y 7, propios del equipo. Ademas, cabe mencionar que se utilizd agua destilada para la

limpieza del electrodo de membrana entre cada medicién.

Conductividad eléctrica

La determinacién de este pardmetro se llevd a cabo por electrometria, haciendo uso del
multiparametro tipo HI 9813-6 de la marca HANNA. Tras cada medicidn se tuvo en cuenta la
limpieza del electrodo con agua destilada.

Temperatura

Para medir el nivel térmico de las muestras en campo y en laboratorio, también se uso el
multiparametro tipo HI 9813-4 de la marca HANNA.

55



o Acondicionamiento de las unidades experimentales

Las unidades experimentales se muestran en la Figura 23, estas estuvieron conformadas por 12
matraces Erlenmeyer de 250 ml, los cuales fueron lavados y esterilizados para su uso etiquetado
y proceder con el desarrollo del experimento; del mismo modo los cubos de espumas de
poliuretano utilizados en el ensayo, fueron lavados tres veces, secados en horno microondas y
esterilizados en autoclave a 121 °C y 15 psi de presion (Reyes et al., 2018).

Figura 23. Acondicionamiento de las unidades experimentales (lavado y esterilizacion de
materiales).

. Ejecucidn del experimento

El experimento dio inicio con la inoculacién de células de Pseudomonas putida ATCC 49128®
en razén de 1 x 108 UFC/ml correspondiente a la tercera hora de crecimiento, y en volimenes
de medio liquido determinados para cada tratamiento; el T1 fue inoculado con 1 ml, el T2 con
1,5 mly el T3 con 2 ml, de tal modo que, una vez dispuestos en el medio de tratamiento
supongan concentraciones de 1 x 108 1,5 x 108 y 2 x 108 UFC/ml, respectivamente.
Previamente, el agua extraida para las muestras y los cubos de espumas de poliuretano habian
sido dispuestos en los matraces Erlenmeyer de 250 ml, conformando asi el material
experimental de la investigacion. El experimento tuvo una duracion de 5 dias, durante los cuales

se realizaron mediciones diarias de los parametros pH, conductividad eléctrica y temperatura,
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haciendo uso del equipo multipardmetro ANNA modelo HI 9813-4. Cabe precisar que el ensayo
se ejecutd a un nivel de temperatura homogéneo de 30 °C y en aerobios, Gnicamente con tapones
de algodon; ademas, no se le proporciondé movimiento ni aeracion mecanica, COmo se muestra
en la Figura 24. Transcurridos los 5 dias de tratamiento, se determinaron los parametros DBOs
y DQO, asi como los otros tres parametros de seguimiento (pH, conductividad eléctrica y
temperatura); ello permitio evaluar el efecto producido por Pseudomonas putida ATCC 49128

sobre los parametros en estudio (Morillo y Guevara, 2014).

Figura 24. Unidades experimentales dispuestas de manera aleatoria.

2.1.4. Tratamientos

La presente investigacion dispuso de tres tratamientos (T1, T2 y T3), mas un tratamiento control
0 testigo TO denotados en la Tabla 6; cada tratamientos se trabajé por triplicado y su disefio
implicé una misma cuantia volumétrica de muestra a depurar y una misma proporcion de
espumas de poliuretano como matriz de inmovilizacion; en ese sentido, la Unica fuente de
variacion fueron las distintas concentraciones de Pseudomonas putida ATCC 49128 dispuestas
en cada tratamiento; es asi que en el T1 se agregd 1 ml de medio liquido, lo cual permitio obtener
una concentracion de 1 x 108 UFC/ml; mientras que en T2 se agregd 1,5 ml y en T3 fueron
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adicionados 2 ml, propiciando una concentraciones de 1,5 x 108 UFC/ml y 2 x 108 UFC/ml
respectivamente. Cabe mencionar que, a diferencia de los tratamientos anteriormente descritos,
en el tratamiento control TO se reemplazo el agua muestra por agua destilada estéril, a la vez

que la concentracion bacteriana inoculada en el medio liquido, fue de 1,5 x 108 UFC/m.

Tabla 6

Descripcion de los tratamientos experimentales

Tratamiento* Descripcion
TO (control) AD + EP + Pseudomonas putida 1,5 x 108 UFC/ml
T1 AE + EP + Pseudomonas putida 1,0 x 108 UFC/ml
T2 AE + EP + Pseudomonas putida 1,5 x 108 UFC/ml
T3 AE + EP + Pseudomonas putida 2,0 x 108 UFC/ml

Fuente: Elaboracién propia, a partir de (Chitiva y Dussan, 2003; Morillo y Guevara, 2014).
*: AE: 150 ml de agua residual efluente; EP: 1 g de espuma de poliuretano cortada en cubos de
5 mm de lado; AD: agua destilada.

2.1.5. Unidades experimentales

Las unidades de experimentacion fueron 12 matraces Erlenmeyer de 250 ml; por un lado, 9
matraces contuvieron 150 ml de agua residual efluente, 1 g de espumas de poliuretano cortadas
en cubos de 5 mm de lado y diferentes concentraciones de Pseudomonas putida ATCC 49128
en UFC/ml; por otro lado, cada uno de los 3 matraces restantes albergaron 150 ml de agua
destilada, 1 g de espumas de poliuretano cortado en las proporciones anteriormente descritas y

una determinada concentracion de células bacterianas viables (Morillo y Guevara, 2014).

Cabe indicar que el experimento se desarrollé en condiciones aerobias; no obstante, el orificio
de entrada de los matraces Erlenmeyer fueron cubiertos por capuchones de algodon blanco para
evitar algun tipo de contaminacion; adicionalmente, cada una de las unidades experimentales se

sometieron a las mismas condiciones ambientales y de temperatura constante (30 °C). Como se
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muestra en la Figura 25, la disposicion de los tratamientos en las unidades experimentales se

realizd de manera aleatoria, atendiendo los lineamientos del Disefio Completamente al Azar

(DCA).
T1-R1 T3-R2 T3-R3 T3-R1
T2-R1 T1-R2 T2-R3 T0-R3
TO-R2 T2 -R2 TO-R1 T1-R3

Figura 25. Disposicién aleatoria de las unidades experimentales.

2.1.6. Identificacion de variables y su mensuracion

Las variables en estudio se evaluaron tomando como base al efecto producido por las distintas

concentraciones de Pseudomonas putida ATCC 49128® aplicadas, y la variacion de los

parametros sefialados en la Tabla 7.

Tabla 7

Variables y su mensuracion

Variable Mensuracion * Unidad de medida
Pseudomonas putida

ATCC 49128 Dilucién y siembra en placa UFC/mi

DBOs Electrodo de membrana mg/L

DQO Método Colorimétrico mg/L

pH Método electrométrico Intervalo de pH

Temperatura Método tradicional °C
Conductividad Electrométrico en agua uS/cm

eléctrica

Fuente: Elaboracion propia, a partir de APHA et al. (1992).

*: La mensuracion de cada una de las variables se detalla en el apartado 2.1.3. Inciso b) Etapa

de laboratorio.
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2.1.7. Disefio estadistico del experimento

El presente estudio fue desarrollado bajo un disefio completamente al azar (DCA), el cual
contempld una Unica fuente de variacion (distintas concentraciones de Pseudomonas putida
ATCC 49128), ello permitié comparar los tratamientos de manera efectiva, dada las condiciones
controladas bajo las cuales se desarroll6 el experimento. En tal sentido, el DCA se estructura
segun el Modelo Aditivo Lineal (MAL), el cual, ademas de tener en cuenta una tnica fuente de
variacién conocida, considera el efecto y el error experimental, tal como lo sefiala (Di Rienzo
etal., 2005).

Yi=u +1ti+e

Donde:

Yi = Observacion del i-ésimo tratamiento
w = Pardmetro, efecto medio
ti= Efecto del tratamiento i

ei = Discrepancia o error experimental en el tratamiento i

2.1.8. Andlisis estadistico de datos

Con la consigna de desarrollar un correcto tratamiento y analisis estadistico de la informacion
recabada, se recurrié al programa SPSS v.25., como procedimiento inicial, se verifico la
normalidad de los resultados mediante el test de Shapiro — Wilk, dado que el tamafio de la
muestra fue inferior a cincuenta datos; también se evalud la homogeneidad de las varianzas a
través de la prueba de Levene. Tras ello, se verifico el posible efecto producido por los
tratamientos, sobre cada parametro en estudio, por medio del andlisis de varianza de un factor
(ANOVA); mas aun, la prueba de Tukey permitio comparar entre si, las medias de cada
tratamiento. Cabe precisar que las pruebas efectuadas se trabajaron a un 5 % de significancia (o
=0,05).
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3.1. Cinética de crecimiento de Pseudomonas putida ATCC 49128 en condiciones de

CAPITULO I11: RESULTADOS

laboratorio

El crecimiento de Pseudomonas putida ATCC 49128 fue determinado cada 60 minutos, por un
lapso de 11 horas ininterrumpidas. Para ello, se inoculd una asada de la cepa bacteriana en 150
ml de caldo tripticasa de soya (hora cero) y se puso en incubacién a 30 °C; pasada la primera

hora, se dio inicio a las mediciones por espectrofotometria y por dilucidén y siembra en placa,

los resultados se muestran en la Figura 26.

UFC/ml

Figura 26. Perfil cinético de crecimiento de Pseudomonas putida ATCC 49128, cuantificado
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Con las concentraciones bacterianas determinadas durante 11 horas consecutivas en UFC/ml, se
calcularon los parametros cinéticos que caracterizan el crecimiento de la cepa; dichos

parametros fueron propuestos por Sanchez (2018), los resultados se exponen en la Tabla 8.

Tabla 8
Parametros cinéticos de crecimiento de Pseudomonas putida calculados en el presente estudio
Parametro Resultado
Tasa maxima de crecimiento u (horas ) 0,35
Tiempo de duplicacién tq (horas) 1,98
Capacidad de carga k (UFC.ml?) 10,91 x 10%°

Fuente: Elaboracion propia, a partir de Sanchez (2018).

3.2. Caracteristicas fisicoquimicas de los efluentes de la PTAR Collique, en contraste con
los LMP para efluentes de Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales Domésticas

0 Municipales

Las caracteristicas fisicoquimicas de los efluentes al momento del muestreo, se verificaron en
base a cinco (5) parametros mostrados en la Tabla 9; tres de los cuales fueron determinados en

campo (pH, temperatura y conductividad eléctrica) y dos en laboratorio (DBOs y DQO).

Tabla 9
Caracteristicas fisicoquimicas iniciales del agua residual efluente de la PTAR Collique
Parametro Unidad Resultado
DBOs mg/L 61,58 £ 0,675
DQO mg/L 91,00 + 0,200
pH Unidad de pH 7,3+0,00
Temperatura °C 22,8+0,10
Conductividad eléctrica uS/cm 1210 £0,00

Fuente: Elaboracién propia.
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Los resultados indican que la DBOs fue de 61,58 £ 0,675 mg/L, mientras que la DQO se
encontré en un nivel medio de 91,00 mg/L con un desvio tipico de + 0,200; ademas, los valores
de pH, conductividad eléctrica y temperatura fueron de 7,3; 1210 uS/cm y 22,8 £+ 0,1 °C,

respectivamente; ello se ilustra en la Figura 27.

LMP f i 100

=
>
1S
1)
o
a 61,58
AR ODQO mg/L AR
ODQO mg/L LMP
oDBO5 mg/L AR
y LMP i OoDBO5 mg/L LMP
> 200
1S
o
a 91
AR
0 50 100 150 200

Figura 27. Contraste entre los resultados de DBOs y DQO de los efluentes de la PTAR Collique
(AR) vy los valores establecidos en los LMP para efluentes de PTAR (Decreto Supremo N° 003-
2010-MINAM).

Por otro lado, el valor de pH determinado en los efluentes de la PTAR Collique, fue de 7,3
unidades de pH. Mientras que para el pardmetro temperatura, las muestras de agua de la PTAR
Collique presentaron un valor 22,8 °C, en campo. En ese sentido, dichos resultados son
mostrados junto a los valores establecidos en los LMP para este tipo de efluentes y se

representan en la Figura 28.
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Figura 28. Contraste entre los resultados de pH y temperatura de los efluentes de la PTAR
Collique (AR) y los valores establecidos en los LMP para efluentes de PTAR (Decreto Supremo
N° 003-2010-MINAM).

3.3. Variacion de la demanda bioquimica de oxigeno de los efluentes de la PTAR Collique
por efecto de Pseudomonas putida ATCC 49128® inmovilizadas en espumas de

poliuretano

Las muestras de efluente, provenientes de la PTAR Collique, fueron sometidas a tres
tratamientos durante 5 dias; cada tratamiento fue inoculado con diferentes volumenes de medio
liquido, el cual albergd una concentracién conocida de Pseudomonas putida ATCC 49128. La
Figura 29, permite observar los resultados de los valores de DBOs al momento de la toma de
muestras e inicio del experimento (dia 1), y la variacion de dicho pardmetro al final del

experimento (dia 5), por cada tratamiento.

En ese sentido, todos los tratamientos muestran una reduccidn en los valores de la DBOs, siendo
T1 el tratamiento en el cual se produce la mayor variacién, pasando de 61,58 + 0,675 mg/L a
27,84 £ 0,761 mg/L de DBOs en promedio, lo cual supone una reduccion del 54,8 %; por otro

lado, el tratamiento T3 sufrio la menor variacion, dado que la DBOs al final del experimento
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fue de 34,88 £ 0,793 en promedio, por lo que alcanzd una reduccion del 43,4 %, respecto al
valor de la DBOs inicial (Tabla 10).
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Figura 29. Variacion de los valores de DBOs en mg/L al inicio y final del experimento.
Tabla 10

Resultados de los valores promedio y desviacion estandar (+ DS) de la DBOs en mg/L al inicio

(dia 1) y al final (dia 5) del experimento

Tiempo (Dias)

Tratamientos Dial Dia5
61,58 £ 0,675 27,47
T1 61,58 + 0,675 28,71
61,58 £ 0,675 27,33

Promedio 61,58 + 0,675 27,84 +0,761
61,58 £ 0,675 30,75
T2 61,58 + 0,675 29,06
61,58 £ 0,675 29,56

Promedio 61,58 + 0,675 29,79 +0,871
61,58 + 0,675 35,13
T3 61,58 +£0,675 35,53
61,58 + 0,675 34,00

Promedio 61,58 + 0,675 34,88 £ 0,793
0,00 8,82
TO (control) 0,00 8,28
0,00 8,40

Promedio 0,00 8,50 + 0,282

Fuente: Elaboracion propia.
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La normalidad de los datos y uniformidad de las varianzas fueron verificadas mediante las
pruebas de Shapiro-Wilk y Levene, respectivamente; tal como se muestra en el Apendice 1.
Ademas, se aplico el Analisis de Varianza (ANOVA) de un factor, mostrado en el Apéndice 2,
el mismo que permiti6 observar diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (diferentes concentraciones iniciales de células de Pseudomonas putida) respecto
a la variacion de los valores de DBOs (p = 0,000). Adicionalmente, los valores medios de DBOs
en cada tratamiento, fueron comparados por medio de la prueba de Tukey a un 5 % de
significancia (a = 0,05); encontrandose que cada una de las medias de los tratamientos (T1, T2,
T3 y TO) presentan significativas diferencias entre si, siendo T1 y T2 los tratamientos que
presentaron valores medios de DBOs mas bajos, frente al valor inicial (27,84 £ 0,761 mg/L y
29,79 £+ 0,871) respectivamente, evidenciando una mayor efectividad en la reduccion del
parametro. Por otro lado, a diferencia de los demas tratamientos que redujeron los niveles de

DBOs, el tratamiento control TO mostro un incremento de este en 8,50 £ 0,282 mg/L.

. Remocion porcentual de la DBOs en cada tratamiento

En lo que respecta a los porcentajes de reduccion de la DBOs, el diagrama de cajas mostrado en
la Figura 30, indica una distribucion diferenciada entre la remocion porcentual de DBOs
alcanzados por T1y T2, el cual asciende a 54,79 £ 1,23 y 51,62 + 1,41 % respectivamente; mas
aun, la diferenciacion es mas marcada respecto a T3, tratamiento que alcanz6 una remocion de
solo 43,35 + 1,29 %.

Ademas, es factible apreciar que la variabilidad de la DBOs es menor en T1 y T2 a medida que
se alcanza un nivel de remocion mayor; por el contrario, T3 muestra una menor variabilidad de
datos a medida que la remocion porcentual es menor. Finalmente, como se denota en la Figura

30, ningun tratamiento reporta valores atipicos ni extremos.
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Figura 30. Reduccion porcentual de la DBOs alcanzado por cada tratamiento tras el
experimento.

Continuando con el analisis estadistico respecto a la remocion porcentual de DBOs alcanzado
tras el ensayo experimental, se tiene que los tratamientos T1y T2 lograron una mayor reduccién
de la DBOs con valores promedio de 54,79 +1,23 %y 51,62 + 1,41 % respectivamente; mientras
que T3 solo alcanzo6 una reduccion del 43,35 + 1,29 %, a pesar de que fue el tratamiento que
alberg6 el mayor numero de células bacterianas de Pseudomonas putida ATCC 49128®. Al
analizar las varianzas, se constataron diferencias entre los porcentajes de reduccién de DBOs
alcanzados por cada tratamiento a un nivel significativo (p < 0,05); en tanto, el test de Tukey
agrupa a los porcentajes medios de reduccion alcanzados por los tratamientos T1 y T2, por lo
que estadisticamente son iguales; no asi a la media porcentual de reduccién de DBOs alcanzado
por T3y los demas tratamientos, evidenciando clara diferencia estadistica, tal como se muestra

en el Apéndice 5.
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3.4. Efectos sobre la DQO, pH, conductividad eléctrica y temperatura, de los efluentes de
la PTAR Collique, por influencia de Pseudomonas putida ATCC 49128®

inmovilizadas en espumas de poliuretano

a) Demanda quimica de oxigeno (DQO)

En principio, los efluentes de la PT AR Collique presentaron un nivel promedio de 91,00 + 0,200
mg/L de DQO. Tras el ensayo, los valores de DQO experimentaron una reduccion en todos los
tratamientos a excepcion del tratamiento control TO, en el cual se produjo un aumento en los
niveles de DQO respecto al valor inicial de cero. En contraste, los tratamientos que alcanzaron
una mayor reduccion en los niveles de DQO fueron T1y T2, quienes pasaron de albergar 91,00
+ 0,200 mg/L de DQO en el primer dia de tratamiento, a contener niveles de 43,37 £ 0,568 mg/L
y 45,90 £ 0,360 mg/L de DQO el término del experimento, respectivamente. Por otro lado, el
T3 fue el tratamiento que experiment6 la menor reduccion en los valores de DQO pasando de
91,00 £ 0,200 mg/L en el primer dia de tratamiento a 53,00 £ 0,300 mg/L en el dia cinco, ello
supuso solo una reduccion del 41,7 % de la DQO. Las variaciones de los niveles de DQO

alcanzados por cada tratamiento se muestran en la Figura 31.
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Figura 31. Niveles promedio de la DQO en mg/L, al inicio y final del experimento.
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La prueba de Shapiro-Wilk indica que los niveles de DQO mostrados en la Tabla 11, presentan
una distribucion normal (p > 0,05); mas aun, los resultados del test de Levene conun (p= 0,574
> o= 0,05), evidencia un cumplimiento satisfactorio del supuesto “varianzas son homogéeneas”,
tal como se indica en el Apéndice 6. En ese sentido, al analizar los resultados de ANOVA se
tiene que, los niveles de DQO reducidos, por efecto de los tratamientos, presentan diferencias
estadisticas significativas entre si (p < 0,05). Asi mismo, al comparar los valores medios de
reduccién de DQO por cada tratamiento, haciendo uso de la prueba de Tukey al 5 % de
significancia, mostrado en el Apéndice 8, se concluye que dichas medias son distintas entre si y
que por tanto no hay similitud estadistica entre ellos; siendo T1 el tratamiento con menor valor
promedio de DQO al final del ensayo 43,37 + 0,568 mg/L, y, en consecuencia, el tratamiento

que logré una mayor efectividad a la hora de reducir la DQO.

Tabla 11
Resultados de los valores promedio y desviacion estandar (+ DS) de la DQO en mg/L al inicio

(dia 1) y al final (dia 5) del experimento

Tratamientos Tiempo (Dias)

Dia 1l Dia5
91,00 £ 0,200 44,00
T1 91,00 £ 0,200 43,20
91,00 £ 0,200 4290

Promedio 91,00 £ 0,200 43,37 + 0,568
91,00 £ 0,200 4560
T2 91,00 + 0,200 45,80
91,00 £ 0,200 46,30

Promedio 91,00 £ 0,200 45,90 + 0,360
91,00 £ 0,200 52,70
T3 91,00 £ 0,200 53,00
91,00 £ 0,200 53,30

Promedio 91,00 £ 0,200 53,00 £ 0,300
0,00 11,40
TO (control) 0,00 11,70
0,00 10,90

Promedio 0,00 11,33 £ 0,403

Fuente: Elaboracion propia.

69



. Remocion porcentual de la DQO en cada tratamiento

Los porcentajes de remocion de la DQO alcanzados por cada tratamiento, indican una notable
diferenciacion entre si, como lo expone el diagrama de cajas de la Figura 32; T1y T2 alcanzaron
mayores niveles de remocion porcentual, mientras que T3 fue el tratamiento que logré remover
la menor cantidad de DQO. Ademas, en todos los tratamientos se observa muy poca variacion

de datos respecto a la mediana, sin presentar valores atipicos ni extremos.

Asi, la Figura 32 muestra la reduccion de la DQO resultante, expresado en valores porcentuales
(%), sugieren que T1 alcanzo la mayor reduccion de la DQO con 52,34 £ 0,62 % al final del
tratamiento (dia 5), mientras que los tratamientos T2 y T3 lograron una reduccion del 49,56 +
0,39 % y 41,75 + 0,33 % respectivamente. Los porcentajes de remocion de DQO alcanzados
presentan diferencias estadisticas significativas, en por lo menos uno de los tratamientos, segin
el andlisis de varianza mostrado en el Apéndice 9. Complementariamente, la prueba de Tukey
al 5 % de significancia, revela que la media de los porcentajes de DQO removidos en cada uno
de los tratamientos, presentan diferencias significativas entre si y, por tanto, cada tratamiento
surtio un efecto diferenciado en la disminucion de las concentraciones medias de DQO, siento

T1 el mas efectivo.
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Figura 32. Reduccion porcentual de la DQO alcanzado por cada tratamiento tras el experimento.
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b) pH

Los resultados del analisis de pH, determinados diariamente durante los cinco dias que duro el
experimento, muestran que los niveles del potencial de hidrogeno en los tratamientos (T1, T2y
T3) fluctud entre 7,46 + 0,057 y 8,23 + 0,057 en promedio; mientras que los valores de pH en
el tratamiento control (TO) se movieron entre 6,60 = 0,100 y 7,33 £ 0,057 en promedio. Todos
los tratamientos presentaron el menor valor de pH al inicio del ensayo (dia 1), y mantuvieron
un incremento constante hasta alcanzar su maximo valor de pH en el dia 4; asimismo, todos los
tratamientos experimentan una caida en sus niveles de pH hacia el final del ensayo (dia 5), tal

como se observa en la Figura 33.
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Figura 33. Niveles promedio de pH en las muestras de cada tratamiento, medidos diariamente
durante el experimento.
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La prueba de Shapiro-Wilk indica que los datos de pH mostrados en la Tabla 12, presentan una
distribucion normal con un (p valor > 0,05); ademas, con un (p valor = 0,707 > a = 0,05) se
cumplio con el supuesto de que las varianzas son homogéneas, tras aplicar la prueba de Levene
detallado en el Apéndice 11. En ese sentido, los resultados obtenidos por el ANOVA sugieren
discrepancias estadisticas de nivel significativo en los valores de pH de al menos uno de los
tratamientos. Por lo que, al analizar los resultados valiéndose del test de Tukey a un 95 % de
confiabilidad, se tiene que; los niveles medios del tratamiento control TO divergen
estadisticamente de los promedios de pH alcanzados por T1, T2 y T3; ademas, estos ultimos no
presentan diferencias estadisticamente significativas entre si, tal como se muestra en el
Apéndice 13. En base a lo sefialado, es posible afirmar que los niveles de pH presentes en TO
son los mas bajos y mas cercanos a la neutralidad a diferencia de los demas tratamientos, que

presentan valores de pH estadisticamente iguales y siempre por encima de 7.

Tabla 12
Resultados de los niveles promedio y desviacién estandar (£ DS) de pH determinados de

manera diaria, durante los cinco dias que duré el experimento

Tratamientos Tiempo (Dias)
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia 5
75 79 8,0 8,2 79
T1 7,6 8,0 8,2 8,2 8,0
7,7 8,1 8,0 8,3 8,0
Promedio 7,60+0,100 8,00+0,100 8,07+0,115 8,23+0,057 7,97 +0,057
75 79 8,1 8,2 8,1
T2 74 79 8,1 8,1 8,0
75 78 79 8,1 8,0
Promedio 7,46 £0,0567 786+0,057 8,03+0,115 8,13+0,057 8,03+0,057
75 79 8,0 8,2 8,1
T3 75 8,0 8,1 8,2 8,1
74 78 79 8,1 8,0
Promedio 7,47 £0,057 790+0,100 8,00+£0,100 8,17+0,057 8,07 £0,057
6,7 6,9 7,2 74 73
TO (control) 6,5 6,9 7,1 7,3 7,2
6,6 6,9 7,2 73 71
Promedio 6,60+£0,100 6,90+000 7,17+0,057 7,33+0,057 7,20+0,100

Fuente: Elaboracion propia.
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c) Temperatura

Los resultados de los valores promedio de temperatura determinados diariamente durante los
cinco dias que dur6 el ensayo, mostrados en la Tabla 13, fluctuaron entre 25,36 + 0,115 °C,
siendo el valor mas bajo el correspondiente al tratamiento control TO en el Gltimo dia de
medicion y 27,47 + 0,115 °C, el valor mas alto registrado en T2 durante el primer dia de
medicion. Todos los tratamientos, incluyendo el tratamiento control (T0), muestran una
tendencia a la baja en los valores de temperatura entre el inicio (dia 1) y el final del experimento
(dia 5); a excepcidn de dos de los tratamientos que muestran un ligero incremento en sus valores
de temperatura, tal es el caso de T2 que pasa de 26,87 £ 0,057 °C en promedio durante el dia
dos, a 26,90 + 0,100 °C al dia tres; asi mismo, se registran incrementos de temperatura en T3,
los cuales van de 26,73 + 0,057 °C en el dia dos a 26,83 + 0,115 °C durante el dia 3 y luego a

26,93 £ 0,152 al dia cuatro del ensayo, tal como se ilustra en la Figura 34.
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Figura 34. Niveles promedio de Temperatura (°C) en cada tratamiento, medidos de manera
diaria durante el experimento.
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El ANOVA de una via aplicado, determina el valor de (p = 0,149 > o = 0,05), indicando la
igualdad estadistica de manera significativa entre los valores promedios de temperatura de los
tratamientos, Apéndice 15. Mas aun, la prueba de Tukey aplicada a un nivel de confiabilidad
del 95 %, agrupa a los valores medios de temperatura de todos los tratamientos en un mismo
subgrupo, lo cual implica que; si bien a simple vista se observan ciertas diferencias entre los
grados de temperatura promedio de T1, T2, T3y TO (Tabla 13); estadisticamente, dichos valores
son iguales. En ese sentido, vale decir, que los tratamientos aplicados no influyeron en la
variacion de la temperatura del medio experimental, toda vez que dicho parametro fue

controlado a un nivel ambiental constante de 30 °C, para lo cual se us6 una estufa.

Tabla 13
Resultados de los grados promedio y desviacion estandar (£ DS) de la temperatura (°C),

medidos diariamente, durante el experimento

Tratamientos Tiempo (Dias)

Dia 1l Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5
274 27,0 26,3 26,1 255
T1 27,2 27,0 26,8 26,7 26,0
27,3 26,9 26,5 26,6 25,9

Promedio 27,30+0,100 26,97 +£0,057 26,53+0,251 26,47 +0,321 25,80 + 0,264
274 26,9 27,0 27,0 26,3
T2 27,6 26,8 26,9 26,7 26,1
274 26,9 26,8 26,9 26,4

Promedio 2747+0,115 26,87 +0,057 26,90+ 0,100 26,87 +0,152 26,26 + 0,152
275 26,7 26,9 26,9 25,8
T3 27,3 26,8 26,7 27,1 25,7
27,3 26,7 26,9 26,8 25,7

Promedio 27,37 +0,115 26,73+0,057 26,83+0,115 26,93+0,152 25,73 +0,057
26,9 26,6 26,5 26,6 25,3
TO (control) 27,2 26,7 26,6 26,4 255
274 26,5 26,5 26,3 25,3

Promedio 27,17+0,251 26,60+0,100 26,53 +0,057 26,43 +0,152 25,36 +0,115

Fuente: Elaboracion propia.

d) Conductividad eléctrica

Los resultados del parametro conductividad eléctrica, muestran una fluctuacién muy marcada
de los tratamientos T1, T2 y T3 con valores que estan entre 1306,66 + 28,86 uS/cm como valor

minimo, correspondiente al tratamiento T1 en el dia cinco de mediciony 1503,33 £5,77 uS/cm
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como valor maximo, para al primer dia de medicion del tratamiento T3. Ademas, en la Figura
35 se observa una variacion similar entre los tratamientos T2 y T3, dado que ambos
experimentan una reduccion en los niveles de conductividad eléctrica, pasando de 1446,67 +
15,27 uS/cmy 1503,33 £ 5,77 uS/cm en el dia uno, a 1390,00 + 40,00 uS/cm y 1386,66 + 65,06
uS/cm en el dia dos, respectivamente; del mismo modo se observa un incremento constante para
ambos tratamientos hacia los dias tres y cuatro del ensayo, y finalmente una caida hacia el final
del experimento. Entre tanto, el tratamiento T1 muestra un incremento constante en sus niveles
de conductividad eléctrica que van de 1346,66 + 20,81 uS/cm en el dia uno, a 1396,66 + 47,25
uS/cm en el cuarto dia de tratamiento, con una Unica reduccién del parametro hacia el final del
ensayo (dia 5). Por otro lado, el tratamiento TO (control) muestra un incremento constante de
los niveles de conductividad eléctrica de inicio a fin del ensayo, can valores que van desde
240,00 + 10,00 pS/cm a 320,00 + 10,00 pS/cm.
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Figura 35. Niveles promedio de conductividad eléctrica (uS/cm) en cada tratamiento, medidos
diariamente durante el experimento.

La normalidad de los datos de conductividad eléctrica mostrados en la Tabla 14, fue corroborada

mediante la prueba de Shapiro-Wilk (p valor > 0,05). No obstante, la prueba de Levene detallado
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en el Apéndice 17, indica que hay una baja homogeneidad en las varianzas de los tratamientos
para el pardmetro conductividad eléctrica (p valor = 0,043 < a = 0,05). Por otro lado, los
resultados del ANOVA a un 95 % de confiabilidad, sugiere que hay significativa disparidad
entre los niveles promedio de conductividad eléctrica de por lo menos uno de los tratamientos
(p < 0,05). Por lo que, la prueba de Tukey, detallada en el Apéndice 19, contribuy6 a esclarecer
dichas diferencias; evidenciando una asociacion significativa entre los tratamientos T2 'y T3 con
valores promedio de conductividad eléctrica mas elevados que los demas tratamientos; entre
tanto, los tratamientos T1 y TO son mostrados en subgrupos independientes, por lo que tendrian
diferencias estadisticas significativas entre si y con los otros dos tratamientos; siendo TO el
tratamiento con los niveles de conductividad eléctrica mas bajos. Finalmente, teniendo en cuenta
los niveles de CE al inicio y al final de tratamiento, se tiene que; los tratamientos T2 y T3
experimentaron una reduccion del 9,09 % de CE en promedio, el tratamiento T1 sufrié una
reduccion de 2,97 %; por el contrario, el tratamiento TO mostro un incremento en los niveles de

conductividad eléctrica del 25 % al final del experimento.

Tabla 14
Resultados de los valores promedio y desviacion estandar (+ DS) de la conductividad eléctrica

(uS/cm), medidos diariamente, durante el experimento

Tratamientos Tiempo (Dias)
Dial Dia 2 Dia 3 Dia 4 Dia5
1340 1360 1390 1450 1340
T1 1370 1340 1350 1380 1290
1330 1340 1350 1360 1290
Promedio 1346,66+20,81 1346,67+11,55 1363,33+23,09 1396,66+47,25 1306,66+28,86
1430 1390 1400 1430 1340
T2 1460 1430 1440 1470 1360
1450 1350 1390 1440 1400
Promedio 1446,67+15,27 1390,00+40,00 1410,00+26,45 1446,66+20,81 1366,66+30,55
1510 1320 1410 1520 1410
T3 1500 1450 1460 1480 1400
1500 1390 1440 1500 1380
Promedio 1503,33+5,77 1386,66+65,06 1436,66+25,16 1500,00+20,00 1396,66+15,27
250 280 300 320 320
TO (control) 230 270 280 310 310
240 260 270 290 330

Promedio 240,00+10,00  270,00+10,00  283,33+15,27  306,66+15,27  320,00+10,00

Fuente: Elaboracién propia
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CAPITULO IV: DISCUSIONES

4.1. Cinética de crecimiento de Pseudomonas putida ATCC 49128 en condiciones de

laboratorio

En la presente investigacion, la cepa bacteriana de Pseudomonas putida ATCC 49128 inoculada
en medio liquido, alcanz6 una concentracion de 11 x 10*® UFC/ml a las 11 horas de crecimiento;
con una tasa de variacion positiva (u) de 0,35 hora, y una duplicacién poblacional en 1,98
horas; lo cual supone un crecimiento superior al reportado en investigaciones como las de Anaya
(2019) y Takahashi (2018), en las que utilizaron el mismo medio de cultivo liquido y
condiciones de laboratorio (aerobiosis, temperatura controlada y conteo bacteriano con
frecuencia horaria); dichos investigadores reportan una concentracién de Pseudomonas putida
ATCC 49128 de 33 x 10" UFC/ml y 14 x 107 UFC/ml respectivamente, a las 11 horas de
crecimiento; no obstante, el estudio realizado por Takahashi implico un periodo de adaptacion
a metales pesados, lo cual pudo retrasar el crecimiento bacteriano en las primeras 8 horas. En
ese sentido, al analizar las posibles causas que dan pie a una diferenciacion entre los parametros
cinéticos de crecimiento de Pseudomonas putida del presente estudio, respecto a otras
investigaciones, se advierte que; durante la inoculacion inicial de la cepa, se introdujo un nimero
indeterminado de células bacterianas en el medio de cultivo liquido; toda vez que dicho
procedimiento se fundamenta en el uso de un asa bacterioldgica para el traslado de un grupo de
bacterias previamente activadas en medio s6lido, hacia el medio de cultivo liquido; en
consecuencia, el nimero indeterminado de células bacterianas inoculadas, pudo dar cabida a la

diferenciacién en el crecimiento bacteriano.

Ademas, al comparar los parametros cinéticos de crecimiento de Pseudomonas putida ATCC
del presente estudio y de otras investigaciones abordadas por Takahashi (2018), Anaya (2019)
y Quinteros (2018), mediante un analisis de varianza, se tiene que; existen diferencias
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estadisticas significativas (p valor < 0,05) las cuales se detallan en el Apéndice 20. No obstante,
los pardmetros cinéticos de la presente investigacion, aparecen dentro del espectro de valores
de crecimiento reportados en otras investigaciones, lo cual denota una similitud en tendencia y
velocidad de crecimiento Optimo de Pseudomonas putida ATCC, tal como se muestra en el
Apéndice 25. Ante ello, resulta evidente que esta cepa bacteriana muestra un crecimiento
exponencial diferenciado aun en condiciones ambientales y nutricionales similares. En este
contexto, se concluye que el crecimiento mostrado por Pseudomonas putida ATCC 49128 en la
presente investigacion es optimo, dado la alta concentracion bacteriana alcanzada en un lapso
de tiempo corto (11 x 10%° UFC/ml a las 11 horas); ademas, de que los parametros cinéticos de
crecimiento calculados, aparecen dentro del rango de valores de crecimiento 6ptimos reportados

en otras investigaciones.

4.2. Caracteristicas fisicoquimicas de los efluentes de la PTAR Collique, en contraste con
los LMP para efluentes de Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales Domésticas

0 Municipales

El contraste entre los valores paramétricos determinados en los efluentes de la PTAR Collique,
con la normativa ambiental vigente para este tipo de efluentes indica que; todos los parametros
cumplen con los niveles establecidos en los Limites Maximos Permisibles para Efluentes de
Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales Domésticas o Municipales (Decreto Supremo N°
003-2010-MINAM). Asi, el resultado de la concentracion media de la DBOs fue de 61,58 + 0,67
mg/L (38,42 % menos que el LMP), DQO de 91 + 0,20 mg/L (54,5 % por debajo del nivel
establecido en la norma), y un nivel de pH de 7,3 y temperatura de 22,8 + 0,10 °C. En esa linea,
Sanchez (2019), tras evaluar la calidad de los efluentes de PTAR, reporta similares resultados
con valores de concentraciones inferiores a los LMP en un 52,4 % para la DBOs y 56 % para la
DQO. En el otro extremo, SUNASS (2016) indica que al afio 2013, de 252 PTAR evaluadas, el
21 % de estas incumplieron el pardmetro DBOs, mientras que 48 % de las 290 PTAR evaluadas
presentaron incumplimientos de los LMP para el parametro DQO. También, investigaciones
como las de Montenegro (2016), y Cedron y Cribilleros (2017) valoraron los efluentes de PTAR
en cuanto a su calidad, reportando concentraciones de DQO superiores a lo establecido en la

normativa en un 5y 78 % respectivamente.
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En este contexto, se hace evidente una variedad de casos en los cuales; por un lado, hay
infraestructuras de tratamiento de aguas residuales deficientes y que no logran garantizar
efluentes de calidad; mientras que, por otro lado, se tienen infraestructuras que realizan una
adecuada depuracién de las aguas servidas, como es el caso de la PTAR Collique. Teniendo en
cuenta que el agua residual analizada en el presente estudio, es reutilizada para regadio de areas
verdes en el distrito de Comas, tal como lo sefiala Carbonel (2020); y haciendo la salvedad de
que se trata de agua residual efluente de PTAR y no de aguas en calidad de cuerpo receptor,
cabe la posibilidad de comparar los resultados de conductividad eléctrica obtenidos, con lo
establecido en la Categoria 3 de los ECA- agua (Aguas destinadas al riego de vegetales y bebida
de animales), toda vez que dicha comparacion ya fue realizada por Farfan (2015). En tal sentido,
tanto el nivel de conductividad eléctrica inicial de las muestras de agua (1210 uS/cm), como los
valores de conductividad eléctrica alcanzados tras el experimento (entre 1300 y 1500 uS/cm) se
encuentran muy por debajo de lo establecido en la categoria 3 del ECA-agua (2500 uS/cm). En
tal sentido, se concluye que los efluentes de la PTAR Collique, presentan caracteristicas
fisicoquimicas acordes a la normativa ambiental vigente; por lo que, no supondrian riesgo
alguno en lo social y ambiental segin los parametros DBOs, DQO, pH, temperatura y

conductividad eléctrica, evaluados en el presente estudio.

4.3. Variacion de la demanda bioquimica de oxigeno y de la DQO de los efluentes de la
PTAR Collique por efecto de Pseudomonas putida ATCC 49128 inmovilizadas en espumas

de poliuretano

La bibliografia describe de manera amplia el uso de Pseudomonas putida en la depuracion
efectiva de diversos tipos de efluentes; estudios como los de Mansour et al. (2011), para tratar
residuos liquidos generados en el trajin productivo de la elaboracion de aceite de oliva; o
investigaciones que buscan depurar efluentes generados durante el aprovechamiento de palma
aceitera, llevada a cabo por Azoddein et al. (2015). Mas aln, las células bacterianas de P. putida
también han sido utilizadas para biorremediar desechos liquidos que albergan metales de alta
densidad como el plomo, cromo o cadmio, obteniendo resultados muy favorables (Maytay Vela,
2015; Takahashi, 2018). Sin embargo, no se conocen investigaciones que contemplen el uso de

Pseudomonas putida para mejorar, de manera especifica, la calidad de los efluentes de PTAR;
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las cuales, en muchos casos suponen un peligro para la salud humana y para la perdurabilidad
de los ecosistemas, dados los incumplimientos a los niveles umbrales de contaminacion
estipulados en la normativa ambiental (Montenegro, 2016). Pese a ello, tanto en la bibliografia
mencionada, como en el presente trabajo, se evalla el efecto producido por la cepa
Pseudomonas putida como agente biorremediador, en base al grado de variacion de parametros
fisicoquimicos como la DBOs 0 DQO; ademas, de tener en cuenta su influencia en los niveles

de pH y conductividad eléctrica.

En ese sentido, los resultados obtenidos en el presente estudio precisan que la cepa bacteriana
Pseudomonas putida ATCC 49128 redujo la DBOs en un 54,79 % en promedio, y alcanz6 una
remocion maxima del 52,34 % de laDQO, los cuales suponen valores de remocion significativos
(p < 0,05); ello se fundamenta en la flexibilidad metabdlica de la cepa y la capacidad que posee
para capturar iones y compuestos de carbono mediante polimeros estructurales y extracelulares
(Marrero et al., 2010). Del mismo modo, resultados reportados por Flérez (2016); el cual, tras
aplicar Pseudomonas putida en la purificacion de efluentes provenientes de una empresa
dedicada a la produccién de lacteos, muestran porcentajes de remocion de 87,45 % y 65,55 %
para la DBOsy DQO, respectivamente. A su vez, Wang et al. (2008) utilizaron a la cepa
bacteriana Pseudomonas putida para depurar muestras de agua provenientes de un Lago en
China, obteniendo un nivel de remocidn muy significativo (p < 0,01), con un promedio de 80,2
% de reduccion de la DBOs. Si bien, las investigaciones mencionadas alcanzan altos porcentajes
de reduccién de DBOs y DQO, resulta importante resaltar algunas diferencias metodologicas
empleadas en dichas investigaciones respecto al presente estudio, lo cual podrian explicar las

diferencias encontradas en los niveles de reduccion de estos parametros.

Es asi que, los aspectos metodologicos mas resaltantes en cada una de las investigaciones son;
por un lado, Flérez (2016) introdujo aireacion por burbujeo durante el tratamiento; mientras que
Wang et al. (2008) desarrollé el experimento aplicando movimiento a 100 rpm; ademas, ambos
trabajos se desarrollaron en un periodo de tiempo corto, 48 y 24 horas respectivamente. Ello

guarda relacion con la investigacion de Mansour et al. (2011) quien al aplicar aireacion y
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agitacion constante (200 rpm) en un ensayo para depurar efluentes liquidos originados durante
la elaboracion de aceite de oliva, utilizando Pseudomonas putida, logro disminuir la DBOs en
un 92,5 % y la DQO en un nivel de 85,3 %, considerada estadisticamente muy significativa para
el estudio (p < 0,01). Finalmente, se concluye que Pseudomonas putida ATCC 49128 es una
bacteria con alto potencial biotecnoldgico, puesto que reduce significativamente (p < 0,05) la
DBOs y DQO de aguas residuales efluentes de PTAR, con porcentajes de remocion de 54,79 %
y 52,34 % respectivamente; ademas, cabe mencionar que la oxigenaciéon y el movimiento
aplicado en los procesos de biorremediacién con esta cepa, contribuirian de manera sustancial

a obtener rendimientos aln mas satisfactorios respecto a la remocién de dichos parametros.

Otro de los factores que favoreceria el proceso de biorremediacion por Pseudomonas putida, es
la inmovilizacion bacteriana. Al respecto, Chitiva y Dusan (2003), indican que el uso de
espumas de poliuretano (EPU) como medio de inmovilizacion, propicia el rapido crecimiento
bacteriano, a tal punto de formar biofilm distinguible en el medio, y con ello hacer posible una
mayor remocion de las cargas contaminantes del agua residual. En esa linea, el presente estudio
acogio a las espumas de poliuretano (EPU) como medio de inmovilizacion pasiva; sin embargo,
no fue posible aplicar microscopia de alta resolucién que permita advertir alguna generacion de
biofilm sobre la matriz. No obstante, investigaciones como las de Botello et al. (2016)
demuestran que la espuma de poliuretano (EPU) es uno de los polimeros con mayor capacidad
de inmovilizacion bacteriana; permitiendo, ademas, una remocién de materia organica hasta en
un 94 %. Ello coincide con lo reportado por Reyes et al. (2018) quienes evaluaron la
inmovilizacién bacteriana en matrices organicas y sintéticas; obteniendo como resultado que la
mayor cantidad de biomasa bacteriana inmovilizada se llevé a cabo por encapsulamiento en
alginato de sodio y por adsorcion en poliuretano liviano en forma de espuma, la cual propicio
la generacion de 256,8 mg de biomasa bacteriana por g de matriz. Por lo que, teniendo en
cuenta la significancia de los resultados alcanzados por el presente trabajo; se concluye que la
inmovilizacién por adsorcion en cubos de espumas de poliuretano, favorece el desarrollo y
proliferacion de Pseudomonas putida ATCC 49128, contribuyendo, ademas, a que los procesos
de aprovechamiento de la DBOs y DQO sean mas efectivos, tal como lo sugieren los autores

citados.
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Al comparar la eficiencia de remocién alcanzada por los tratamientos del presente estudio, se
tiene que; el tratamiento uno (T1) con un menor nimero de células bacterianas de Pseudomonas
putida ATCC 49128 agregadas al inicio del experimento (1 x 108 UFC/ml), obtuvo niveles de
remocién mas altos de la DBOs y DQO (54,79 % y 52,34 %) respectivamente, a diferencia de
(T2) y sobre todo del tratamiento (T3) quien alberg6 el mayor nimero de células bacterianas al
inicio del ensayo (2 x 108 UFC/ml) pero obtuvo los niveles de remocion porcentual mas bajos
(43,35 % de DBOs y 41,75 % de DQO); evidenciando una proporcionalidad inversa entre la
concentracion bacteriana y los niveles de reduccion logrados. En contraste, investigaciones
como las de Miranda (2018) o Botello et al. (2016) sugieren que una concentracion bacteriana
mas elevada en el medio, permite alcanzar niveles de descontaminacion mas altos y
satisfactorios. No obstante, dichos estudios se efectuaron en intervalos de tiempo cortos o con
flujos continuos de carga organica; 40 horas de tratamiento en el caso de Miranda (2019) y flujos
de 2,7 kg DQO m3d en el caso de Botello et al. (2016); dichos factores podrian contribuir al
aseguramiento en la disponibilidad continua de alimento en el medio de tratamiento de tal

manera que las células bacterianas no alcancen la fase estacionaria o de muerte.

Por su parte, Azoddein et al. (2015) determinaron las fases de crecimiento de Pseudomonas
putida en un medio liquido con agitacion y en un biorreactor destinado a tratar aguas residuales
provenientes de la produccion de palma aceitera, encontrando similitud entre las fases de
crecimiento de ambos medios; mas aun, los autores muestran que, a partir de las 48 horas de
tratamiento, la cepa bacteriana experimenta la fase de muerte dada la falta de nutrientes. En base
a lo revisado, tenemos que el acelerado crecimiento que mostré6 Pseudomonas putida ATCC
49128 en el medio de cultivo liquido, supondria un comportamiento similar en el medio
experimental; ademas, el extenso periodo de tratamiento (cinco dias) y la poca disponibilidad
de materia organica en el medio (61,58 mg/L de DBOs al inicio del ensayo), son factores que
habrian contribuido a que la cepa bacteriana experimente una amplia fase de muerte, dando
cabida a una acumulacién de desechos y productos metabdlicos secundarios que limitan la
biorremediacion y que generan nueva materia organica en descomposicion (Florez, 2016).

Dicho fendmeno resulta congruente con los niveles de DBOs més altos reportados en T3,
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tratamiento con una concentracién de Pseudomonas putida ATCC 49128 mas elevada al inicio

del ensayo.

4.4. Efectos sobre el pH, conductividad eléctrica y temperatura, de los efluentes de la
PTAR Collique, por influencia de Pseudomonas putida ATCC 49128® inmovilizadas

en espumas de poliuretano

pH

En lo que refiere a la variacion en los niveles de pH, la presente investigacion obtuvo resultados
con fluctuaciones entre 7,46 + 0,057 y 8,23 = 0,057 en promedio para los tres tratamientos
aplicados, los cuales segun la prueba de Tukey no presentan disparidad significativa entre si; a
diferencia del tratamiento control que presentd diferencia estadistica respecto a los demas
tratamientos, con una fluctuacién de pH entre 6,60 + 0,100 y 7,33 £ 0,057. En todos los casos
se evidencid una tendencia ascendente hasta el cuarto dia de ensayo y una disminucion del pH
hacia el final del mismo (dia 5). En ese sentido, Pimentel et al. (2018) durante el desarrollo de
un experimento para depurar residuos liquidos de origen domeéstico haciendo uso de bacterias
del género Pseudomonas, obtuvieron como resultado una variacion ascendente del pH entre 7,1
a 7,6; por otro lado, Flérez (2016), reporta una fluctuacion mas amplia en los niveles de pH
(entre 5y 7,5), en la cual se observa un rapido descenso al inicio del ensayo y un ligero
incremento de los valores de pH al final del mismo; en este caso, la amplia variacion de pH
pudo verse influenciada por los bajos niveles de pH inicial que presentaron las muestras de agua

a tratar (efluentes lacteos), tal como lo indica el autor.

Como se ha visto en las investigaciones citadas, es usual observar un incremento o disminucion
de los niveles de pH durante los procesos de biorremediacion con Pseudomonas putida o alguna
especie de este género; dado que durante la degradacion de los compuestos organicos, como
parte del proceso de mineralizacién del carbono, esta cepa tiende a generar polimeros
extracelulares y dioxido de carbono (COy,), los cuales influirian en la variacion de los niveles de

pH; ademas, Nikel y Lorenzo (2018) sefialan que el cambio de temperatura e intercambio de
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gases disueltos en el medio experimental, también son factores influyentes en la variacion de
los niveles de pH, sobre todo en volumenes de agua pequefios y por ende con baja capacidad de

amortiguacion.

En ese sentido, los tratamientos del presente estudio mostraron niveles de pH con poca variacion
y, a pesar de que se evidenciaron disimilitudes de tipo significativas entre tres de los tratamientos
y el control (p < 0,05), todos mostraron fluctuaciones de pH entre 6 a 8, rango recomendado
para maximizar los procesos de biorremediacion con Pseudomonas putida (Gomez et al., 2008).
Adicionalmente, el referido autor indica que los procesos de biorremediacion son mas efectivos
a niveles de pH cercanos a la neutralidad (pH 7), ya que de lo contrario dichos procesos se
vuelven més lentos y en consecuencia menos eficientes. Por su parte, Morillo y Guevara (2014)
refuerzan esta idea, dado que en su investigacion evaltan el grado de remocién del cianuro por
efecto de Pseudomonas, sometidas a distintos niveles de temperaturas y pH, concluyendo que
el mayor porcentaje de remocion fue alcanzado a un nivel de pH mas bajo (9,5), a diferencia de
los otros dos tratamientos con pH de 10 y 10,5. Por lo que, se concluye que los niveles de pH
de la presente investigacion, experimentaron poca variabilidad (con fluctuaciones entre 6,6 y
8,2), encontrandose entre los niveles Optimos para el proceso de biorremediacion con
Pseudomonas putida; lo cual habria favorecido en la disminucién significativa de las cargas

contaminantes de los efluentes alcanzados.

Conductividad eléctrica

La conductividad eléctrica (CE) de los tratamientos (T1, T2 y T3) fluctuaron entre 1300 uS/cm
y 1500 pS/cm; T2 y T3 albergaron los mayores niveles de CE sin mostrar diferencias
significativas entre si, segln la prueba de Tukey aplicada; en cambio T1 presento diferencias
significativas con todos los tratamientos, al igual que el tratamiento control (TO0), el cual albergd
los niveles de CE mas bajos, entre 240 y 320 uS/cm. Esta marcada diferencia pudo deberse a
que la CE inicial del efluente, sometida a los primeros tres tratamientos, fue de 1210 puS/cm;
mientras que la CE inicial del tratamiento TO (control) fue nula, dado que se utilizé agua

destilada en reemplazo de agua residual efluente. Por otro lado, teniendo en cuenta los niveles
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de CE al inicio y al final del ensayo, se evidencid una reduccién promedio de 9,09 % para los
tratamientos T2 y T3; a su vez, el tratamiento T1 experimentd una reduccion de 2,97 %; por el
contrario, el tratamiento control TO mostré un incremento en los niveles de conductividad
eléctrica del 25 % al final del experimento. Resultados con tendencia similar son reportados por
Pimentel et al. (2018), quienes al tratar aguas residuales con bacterias del género Pseudomonas
por un periodo de cinco dias, obtuvieron una reduccién significativa de la conductividad
eléctrica (p <0,05), con valores que fueron de 748 a 385 uS/cm, lo cual representa una reduccién
del 48,53 %.

Considerando lo indicado por Solis et al. (2018), que la conductividad eléctrica, es un indicador
indirecto de la dureza del agua y del contenido de sales que esta alberga; el presente estudio no
alcanzdé una remocion porcentual considerable de este parametro, debido a la posible
interferencia de algin elemento traza no determinado en el medio experimental, lo cual podria
haber mermado la captacion de iones por parte de la célula bacteriana, Higham et al. (1985); no
obstante, si se evidencié disparidad estadistica entre los tratamientos (p < 0,05). Finalmente,
cabe mencionar que los niveles de CE determinados, cumplen con la normativa ambiental
vigente, Categoria 3 de los ECA- agua (Aguas destinadas al riego de vegetales y bebida de
animales) dada por Decreto Supremo N° 004-2017-MINAM; puesto que dicha norma establece

un valor de 2500 uS/cm como nivel limite de CE.

Temperatura

La temperatura es un factor ambiental de mucha relevancia en los procesos de biorremediacion
con bacterias del genero Pseudomonas; en ese sentido, Gomez et al. (2008) mencionan que con
una variacion de la temperatura en 10 °C, el proceso de biorremedidn puede llegar a duplicarse;
mas aun, el autor sugiere que dichos procesos deben llevarse a cabo en un rango de 30 a 35 °C
dadas las caracteristicas mesofilas de la cepa bacteriana, ya que pasados los 40 °C podria
producirse una desnaturalizacion de las células, provocando una disminucion en la
biodegradacion. Al respecto, en el presente ensayo se consideré un nivel de temperatura

uniforme de 30 °C (Botello et al., 2016; Morillo y Guevara, 2014); pese a ello, de la medicion
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diaria a las muestras de agua en el medio experimental, se obtuvo como resultado una
fluctuacion de temperatura entre 25,36 £ 0,11 y 27,47 £ 0,11 °C en promedio, no existiendo
diferencias estadisticas significativas entre si (p = 0,149 > a.= 0,05). Por lo que, se concluye que
los niveles de temperatura mantenidos en el presente estudio, contribuyeron en el proceso de

biorremediacion alcanzado.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES

Dadas las condiciones de laboratorio descritas en el presente estudio, y la remocion
maxima de la DBOs alcanzada de 54,79 %, se concluye que el efecto producido por
Pseudomonas putida ATCC 49128 en la reduccién de la DBOs de efluentes de PTAR
Collique, fue significativo.

La cepa bacteriana Pseudomonas putida ATCC 49128 muestra un crecimiento 6ptimo,
alcanzando una concentracion de 11 x 10 UFC/ml en las primeras 11 horas; ademas, de
que los pardmetros cinéticos de crecimiento determinados, se encuentran dentro del

espectro de valores sefialados por otras investigaciones.

Los efluentes de la PTAR Collique, presenta caracteristicas fisicoquimicas acordes a la
normativa ambiental vigente, dado que ninguno de los parametros supera los LMP para
los efluentes de Plantas de Tratamiento de Aguas Residuales Domésticas o Municipales,
establecido por Decreto supremo N° 003-2010-MINAM; por lo que, no supondrian un

riesgo social y ambiental de acuerdo a los parametros evaluados en el presente estudio.

La cepa Pseudomonas putida ATCC 49128, es una bacteria con alto potencial
biotecnologico, puesto que redujo significativamente la DBOs y DQO de los efluentes de
PTAR, con porcentajes de 54,79y 52,34 % respectivamente. Cabe indicar que, el proceso
de biorremediacion se llevd a cabo sin aplicar aireacién ni movimiento; ello sumado a los
factores como el extenso periodo de tratamiento (5 dias) y la poca disponibilidad de
materia organica aprovechable como fuente de carbono en el medio experimental (61
mg/L), habrian limitado de manera sustancial la capacidad depuradora de la cepa

bacteriana.
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La cepa bacteriana Pseudomonas putida ATCC 49128 influy6 en la variacion de los
niveles de pH, fluctuaciones entre 6,6 y 8,2, y conductividad eléctrica, valores en el orden
de 1300 y 1500 uS/cm; encontrandose dentro del rango optimo para los procesos de
biorremediacion, y sin superar los valores establecidos en la normativa ambiental vigente.
Por otro lado, los niveles de temperatura fluctuante entre 25,3 y 27,3 °C, contribuyendo
de manera efectiva en la remocion de la DBOs y DQO; por lo que, el control y monitoreo
de este parametro es determinante en los procesos de biorremediacion de las aguas

residuales, utilizando Pseudomonas putida ATCC 49128.
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CAPITULO VI: RECOMENDACIONES

En caso se estudie el crecimiento de Pseudomonas putida mediante el método de dilucion
y siembra en placa, se recomienda realizar diluciones hasta el orden de 101° como minimo,

dado el rapido crecimiento que tiene la cepa bacteriana.

Teniendo en cuenta las diferencias metodoldgicas del presente estudio respecto a otras
investigaciones, se recomienda aplicar movimiento y aireacion en los procesos de
biorremediacion con Pseudomonas putida, para depurar efluentes de PTAR; ya que dichos

factores podrian potenciar la capacidad depuradora de la cepa.

También se recomienda estimular la capacidad depuradora de Pseudomonas putida en
tiempos de tratamiento mas cortos (entre 48 y 72 horas), y sobre muestras de agua residual
que alberguen cargas contaminantes mas elevadas; de tal forma que se propicie una alta

disponibilidad de materia organica aprovechable en el medio.

Dados los sobresalientes resultados obtenidos en el presente estudio, asi como los
reportados en otras investigaciones; se recomienda realizar inmovilizacion por adsorcién
de Pseudomonas putida en espuma de poliuretano, para el tratamiento de aguas residuales;
puesto que, entre otros, contribuye al rapido crecimiento y adaptacion de la cepa

bacteriana, haciendo posible una mayor remocidn de las cargas contaminantes del agua.

Finalmente, se recomienda evaluar parametros adicionales, tales como solidos totales en
suspension, Coliformes termotolerantes, nitratos y fosfatos, lo cual permitiria tener un
panorama mas amplio respecto a la calidad de los efluentes de PTAR vy la efectividad de

la cepa Pseudomonas putida utilizada como agente biorremediador.
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TERMINOLOGIA

Bacteria. Microorganismos procariotas que conforman el dominio Bacteria y que se diferencias

de los microorganismos del dominio Archaea (Madigan et al., 2009).

Biorremediacion. También denominada “biotecnologia ambiental”, comprende el uso de
microrganismos vivos, como las bacterias, hongos y/o plantas o sus encimas, para restaurar el

ambiente (Garzon et al., 2017).

Cepa bacteriana. Son denominados como tal, aquel grupo de células bacterianas de la misma
especie, dichos aislados bacterianos suelen ser preservados en centros especializados

denominados “ceparios” (Gutiérrez-Jiménez, 2015).

Contaminacion. Es la presencia de compuestos, organismos o formas de energia; que en
tiempos, concentraciones y condiciones determinadas, alteran el equilibrio de determinados

ambientes o deterioran los recursos naturales (Albert, 2011).

Demanda bioguimica de oxigeno. Parametro que permite determinar la cantidad de oxigeno
requerido por los microorganismos para degradar la materia organica presente en una muestra
de agua (Raffo y Ruiz, 2014).

Efluente. Aguas residuales que son descargadas al ambiente, las cuales debe contener una
concentracion maxima de contaminantes medidos segin los limites maximos permisibles
(MINAM, 2012).

Inmovilizacion bacteriana. Es la fijacion y/o agrupamiento de células bacterianas en un

determinado sustrato; la cual se puede dar por atrapamiento o por adsorcion (Botello et al.,
2016).
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Limite maximo permisible. Referencia de la concentracidn o grado limite de contaminacién
que alberga una emision y que al ser excedida podria ocasionar dafios a la salud humana y al
ambiente (MINAM, 2010).

Material de soporte. Es aquel material usado como fuente de adsorcién, el cual permite la

formacion de biopeliculas microbianas (Botello et al., 2016).
Planta de tratamiento de aguas residuales. Infraestructura que propicia el desarrollo de
procesos y operaciones unitarias que permiten depurar las aguas residuales (Metcalf y Eddy,

1995).

Poliuretano. Es un polimero quimicamente inerte y de alta porosidad, el cual permite la

adhesion microbiana e incluso de componentes organicos (Martinez y Garcia, 2012).
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APENDICES

Apéndice 1. Pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza para los resultados de

reduccién de la DBOs

Pruebas de normalidad

Shapiro-Wilk
Tratamiento Estadistico gl Sig.
C 0,907 3 0,407
T1 0,825 3 0,176
DBO:s T2 0,947 3 0,558
T3 0,929 3 0,487

a.  Correccion de significacion de Lilliefors. Fuente: Elaboracion propia.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico gll gl2 Sig.
de Levene
Se basa en la media 1,434 3 8 0,303
Se basa en la mediana 0,294 3 8 0,829
DBOs Se basa en la mediana 0,294 3 6,327 0,829
y con gl ajustado
Se basa en la media 1,291 3 8 0,342
recortada

Fuente: Elaboracion propia.

Apéndice 2. Analisis de varianza de una via para los resultados de la DBO5

ANOVA
Suma de gl Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 1202,191 3 400,730 785,489 0,000
Dentro de grupos 4,081 8 0,510
Total 1206,272 11

El resultado indica que al menos una de las medias (tratamientos) es diferente; en otras
palabras, hay diferencia estadistica significativa entre al menos uno de los tratamientos:
Ver la regla de decision. (P = sig < 0,05). Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 3. Prueba de Tukey para los resultados de la DBO5
HSD Tukey? (DBOs)

Subconjunto para alfa = 0.05

Tratamiento N 1 2 3 4
4 3 8,5000
1 3 27,8367
2 3 29,7900
3 3 34,8867
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000. Fuente:
Elaboracion propia.

Apéndice 4. Andlisis de varianza para los resultados de DBOs en porcentaje (%)

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 209,447 2 104,723 60,515 0,000
Dentro de grupos 10,383 6 1,731
Total 219,830 8

Hay diferencia significativa entre al menos uno de los tratamientos: Ver la regla de
decision. (P = sig < 0,05). Fuente: Elaboracion propia.

Apéndice 5. Prueba de Tukey para los resultados de DBOs en porcentaje (%)
HSD Tukey? (% DBOs)

TRATAMIENTO Subconjunto para alfa = 0,05
N 1 2
3 3 43,3500
2 3 51,6233
1 3 54,7933
Sig. 1,000 0,058

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 3,000. Fuente: Elaboracion
propia.
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Apéndice 6. Pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza para los resultados de la DQO

Pruebas de normalidad

Tratamiento Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
C 0,980 3 0,726
DQO T1 0,936 3 0,510
T2 0,942 3 0,537
T3 1,000 3 1,000

a. Correccion de significacion de Lilliefors. Fuente: Elaboracion propia.

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadistico gll gl2 Sig.
de Levene
Se basa en la media 0,707 3 8 0,574
Se basa en la mediana 0,194 3 8 0,897
DQO Se basa en la medianay 0,194 3 5,753 0,896
con gl ajustado
Se basa en la media 0,659 3 8 0,600
recortada

Fuente: Elaboracién propia.

Apeéndice 7. Anélisis de varianza de una via para los resultados de la DQO

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 3080,047 3 1026,682 5811,409 0,000
Dentro de grupos 1,413 8 0,177
Total 3081,460 11

Existe diferencia significativa entre al menos uno de los tratamientos: Ver la regla de
decision. (P = sig < 0,05). Fuente: Elaboracion propia.

Apéndice 8. Prueba de Tukey para los resultados de la DQO

HSD Tukey? (DQO)
TRATAMIENTO N Subconjunto para alfa = 0,05
1 2 3 4
4 3 11,3333
1 3 43,3667
2 3 45,9000
3 3 53,0000
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000. Fuente:
Elaboracion propia.
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Apéndice 9. Andlisis de varianza para los resultados de DQO en porcentaje (%)

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 180,683 2 90,342 412,246 0,000
Dentro de grupos 1,315 6 0,219
Total 181,998 8

Existe diferencia significativa entre al menos uno de los tratamientos: Ver la regla de
decision. (P =sig < 0,05). Fuente: Elaboracion propia.

Apéndice 10. Prueba de Tukey para los resultados de DQO en porcentaje (%)
HSD Tukey? (% DQO)

Tratamiento Subconjunto para alfa = 0.05
N 1 2 3
3 3 41,7600
2 3 49,5600
1 3 52,3467
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000. Fuente:
Elaboracidn propia.

Apéndice 11. Pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza para los resultados de pH

Pruebas de normalidad

Shapiro-Wilk
Tratamientos o .
Estadistico gl Sig.
C 0,913 15 0,150
pH Tl 0,918 15 0,183
T2 0,842 15 0,013
T3 0,847 15 0,016

Fuente: Elaboracién propia.

Prueba de homogeneidad de varianza

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 0,466 3 56 0,707
Se basa en la mediana 0,286 3 56 0,835
PH  Se basa en la mediana y con gl 0,286 3 54,778 0,835
ajustado
Se basa en la media recortada 0,452 3 56 0,717

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 12. Analisis de varianza de una via para los resultados de pH

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 9,015 3 3,005 46,249 0,000
Dentro de grupos 3,639 56 0,065
Total 12,654 59

El resultado indica que por lo menos una de las medias (tratamientos) es diferente; en
otras palabras, hay diferencia significativa entre al menos uno de los tratamientos: Ver la
regla de decision. (P = sig < 0,05). Fuente: Elaboracién propia.

Apéndice 13. Prueba de Tukey para los resultados del pH

HSD Tukey? (pH)
Subconjunto para alfa = 0,05
Tratamientos N 1 2

4 15 7,0400

2 15 7,9067
3 15 7,9200
1 15 7,9733

Sig. 1,000 0,890

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 15,000. Fuente:
Elaboracidn propia.

Apeéndice 14. Pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza para los resultados de

temperatura
Pruebas de normalidad
_ Shapiro-Wilk
Tratamientos Estadistico gl Sig.

1 0,963 15 0,743

2 0,946 15 0,457
Temperatura °C 3 0,855 15 0,021

4 0,881 15 0,049
a. Correccion de significacion de Lilliefors. Fuente: Elaboracion

propia.
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Prueba de homogeneidad de varianza

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 0,755 3 56 0,524
Se basa en la mediana 0,578 3 56 0,632
Temperatura °C  Se basa en la mediana y con 0,578 3 49,382 0,632
gl ajustado
Se basa en la media 0,729 3 56 0,539
recortada

Fuente: Elaboracion propia.

Apéndice 15. Analisis de varianza de una via para los resultados de temperatura

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 1,633 3 0,544 1,848 0,149
Dentro de grupos 16,495 56 0,295
Total 18,127 59

El resultado indica que ninguna de las medias (tratamientos) es diferente; en otras
palabras, no hay diferencia significativa entre al menos uno de los tratamientos: Ver la
regla de decision. (P = sig > 0,05). Fuente: Elaboracion propia.

Apéndice 16. Prueba de Tukey para los resultados de temperatura
HSD Tukey? (Temperatura)

Subconjunto para alfa = 0,05

Tratamientos N 1
4 15 26,4200
1 15 26,6133
3 15 26,7200
2 15 26,8733
Sig. 0,113

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 17. Pruebas de normalidad y homogeneidad de varianza para los resultados de

conductividad eléctrica

Pruebas de normalidad

Tratamientos Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
1 0,911 15 0,142
Conductividad 2 0,940 15 0,381
eléctrica 3 0,936 15 0,331
4 0,961 15 0,704
a. Correccion de significacion de Lilliefors. Fuente: Elaboracion
propia.
Prueba de homogeneidad de varianzas
Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.
Se basa en la media 2,897 3 56 0,043
Se basa en la mediana 2,326 3 56 0,084
Conductividad Se basa en la mediana y 2,326 3 49,498 0,086
eléctrica con gl ajustado
Se basa en la media 2,826 3 56 0,047

recortada
Fuente: Elaboracion propia.

Apeéndice 18. Analisis de varianza de una via para los resultados de conductividad eléctrica

ANOVA
Suma de Media
cuadrados gl cuadrética F Sig.
Entre grupos 14150285,000 3 4716761,667 2520,086 0,000
Dentro de grupos 104813,333 56 1871,667
Total 14255098,333 59

El resultado indica que por lo menos una de las medias (tratamientos) es diferente; en otras
palabras, hay diferencia significativa entre al menos uno de los tratamientos: Ver la regla de
decision. (P = sig < 0,05). Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 19. Prueba de Tukey para los resultados de conductividad eléctrica

HSD Tukey? (Conductividad eléctrica)

Tratamientos

Subconjunto para alfa = 0,05

N 1 2 3
4 15 284,0000
1 15 1352,0000
2 15 1412,00
3 15 144466
Sig. 1,000 1,000 0,176

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 15,000. Fuente: Elaboracion

propia.

Apéndice 20. Analisis de Varianza para los parametros cinéticos de crecimiento de

Pseudomonas putida

ANOVA
Origen de Sumade Grados Promedio de F Probabilidad Valor
las cuadrados de los cuadrados critico

variaciones libertad para F
Entre grupos  0,38746667 0,193733333 1162,4 1,37342E-11 4,2564
Dentro de 0,0015 0,000166667
los grupos
Total 0,38896667 11

El resultado indica que por lo menos una de las medias (tratamientos) es diferente; en otras
palabras, hay diferencia significativa entre al menos uno de los tratamientos: Ver la regla de
decision. (F critico < F). Fuente: Elaboracion propia.

Apéndice 21. Valores de Oxigeno (OD) disuelto obtenidos en la determinacion de la DBOs tras

el tratamiento (Dia 5)

Unidad P (OD) (OD) OD (D1 - DBO:s Unidad %
experimental DIAO DIAS D5) Remocion

T1-R1 0,075 8,57 6,51 2,06 27,47 mg/L 55,41
T1-R2 0,07 8,52 6,51 2,01 28,71 mg/L 53,39
T1-R3 0,075 8,54 6,49 2,05 27,33 mg/L 55,63
T2-R1 0,08 8,31 5,85 2,46 30,75 mg/L 50,08
T2-R2 0,085 8,21 5,74 2,47 29,06 mg/L 52,83
T2-R3 0,09 8,22 5,56 2,66 29,56 mg/L 52,02
T3-R1 0,08 8,1 5,29 2,81 35,13 mg/L 42,98
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T3-R2
T3-R3
C-R1
C-R2
C-R3

0,085
0,085
0,228
0,25
0,25

8,23
8,22
7,62
7,35
7,25

521
5,33
5,61
5,28
5,15

3,02
2,89
2,01
2,07
2,1

35,53
34,00
8,82
8,28
8,40

mg/L
mg/L
mg/L
mg/L
mg/L

42,32
4481

Fuente: Elaboracion propia.

Apéndice 22. Valores de DQO obtenidos tras el tratamiento, y porcentajes de remocion que

representan
Unidad DQO caracterizacion  DQO (Dia Unidad % de Remocion
experimental (Dia 1) 5) de DQO

T1-R1 91 44 mg/ L 51,65
T1-R2 91 43,2 mg/ L 52,53
T1-R3 91 429 mg/ L 52,86
T2-R1 91 45,6 mg/ L 49,89
T2-R2 91 45,8 mg/ L 49,67
T2-R3 91 46,3 mg/ L 49,12
T3-R1 91 52,7 mg/ L 42,09
T3-R2 91 53 mg/ L 41,76
T3-R3 91 53,3 mg/ L 41,43
C-R1 0 11,4 mg/ L -
C-R2 0 11,7 mg/ L -
C-R3 0 10,9 mg/ L -

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 23. Parametros determinados diariamente durante los 5 dias que durd el experimento

Fecha: 28/05/2021

Fecha: 29/05/2021

Fecha: 30/05/2021

Fecha: 31/05/2021

Fecha: 01/06/2021

Unidad Parametro Parametro Parametro Parametro Parametro
experimental Cond. Cond. Cond. Cond. Cond.
PH Tem. Elec. PH Tem. Elec. PH Tem. Elec. PH Tem. Elec. PH Tem. Elec.
°C pS/cm °C pS/cm °C pS/cm °C pS/em °C pS/cm
T1-R1 75 274 1340 7.9 27 1360 8 26,3 1390 82 261 1450 79 255 1340
T1-R2 76 27,2 1370 8 27 1340 82 2638 1350 82 26.7 1380 8 26 1290
T1-R3 77 273 1330 81 269 1340 8 26,5 1350 83 266 1360 8 25,9 1290
T2-R1 75 274 1430 79 269 1390 8,1 27 1400 8,2 27 1430 81 263 1340
T2-R2 74 276 1460 79 268 1430 81 269 1440 81 267 1470 8 26,1 1360
T2-R3 75 274 1450 78 269 1350 79 268 1390 81 269 1440 8 26,4 1400
T3-R1 75 275 1510 79 26,7 1320 8 26,9 1410 82 269 1520 81 258 1410
T3-R2 75 273 1500 8 26,8 1450 81 26,7 1460 82 271 1480 81 257 1400
T3-R3 74 2773 1500 78 26,7 1390 79 269 1440 81 268 1500 8 25,7 1380
C-R1 6,7 269 250 69 26,6 280 72 265 300 74 266 320 73 253 320
C-R2 65 27,2 230 69 26,7 270 71 26,6 280 73 264 310 72 255 310
C-R3 6,6 274 240 69 265 260 72 265 270 73 263 290 71 253 330

Fuente: Elaboracién propia.
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Apéndice 24. Resultados de los niveles de absorbancia obtenidos por el crecimiento de
Pseudomonas putida ATCC 49128; dichas mediciones fueron efectuadas con el

Espectrofotometro UV-Visible cada 60 minutos durante 11 horas continuas

Hora Nivel de Absorbancia
0
0,020
0,032
0,037
0,045
0,062
0,081
0,117
0,150
0,200

10 0,218
11 0,250
Fuente: Elaboracidn propia.

O©CooO~NOoOOUTh~WNEFEO

0.3
0.25
0.25
0.2

[72]
2 0.15

0.1

0.05

Tiempo (Horas)

Fuente: Elaboracion propia.
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Apéndice 25. Comparacién de pruebas de crecimiento de Pseudomonas putida ATCC

Autor Tasa maxima de Tiempo de
crecimiento (hora!)  duplicacién (horas)
Presente estudio 0,35 1,98
Takahashi (2018) 0,14 4,93
Anaya (2019) 0,059 11,74
Quinteros (2018) 0,58 3,71

Fuente: Elaboracion propia
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Apéndice 26. Registro fotografico de la investigacion

Cepa de Pseudomonas putida ATCC 49128 activada y

Agar base Pseudomonas preservada a baja temperatura

Morfologia bacilar de Pseudomonas putida ATCC 49128 observada al microscopio, tras la tincién Gram.

Esterilizacion de materiales en autoclave. Micropipetas con agua pectonada para las diluciones.
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Calentamiento del agar base Pseudomonas antes del
plaqueo.

Medio de cultivo solido en placas de Petri.

Conteo de unidades formadoras de colonias (UFC)

A
|

haciendo uso del contador de colonias digital FJ-3.

A

Medicion de parametros (pH, temperatura y
conductividad eléctrica) en unidades experimentales
del Tratamiento control (TO).

Medicion de parametros (pH, temperatura y
conductividad eléctrica) en unidades experimentales del
Tratamiento uno (T1).
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Tubos de digestion para DQO, con un rango
de 20-800 mg/L

(at
o - P“’SE‘)”Y
R4 - °\— (\"
V-

Calentamiento de tubos de digestion de DQO en
termorreactor Rocker modelo CR-25

Determinacion de Oxigeno Disuelto (OD) en frascos

Multiparametro HACH HQ40d, con sonda de Oxigeno
Disuelto (OD)

Winkler, con equipo HACH

—

Preparacién de solucion fosfatada (reactivo utilizado
en la preparacion del agua de dilucion para DBOs).

Preparacién de soluciones nutritivas (reactivos utilizados
en la preparacion del agua de dilucion para DBOs).
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Medicidn de niveles de absorbancia en el
espectrofotometro UV-visible.

Determinacién de parametros de campo con el
multipardmetro HANNA modelo HI 9813-6.

Activacion de la cepa Pseudomonas putida ATCC

49128, en medio sélido.

Incubacién de medios de cultivo sélido, inoculados con

Pseudomonas putida.
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