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Resumen

El proceso de evaluar la eficiencia de la bacteria Bacillus subtilis, en el tratamiento
de aguas residuales del colector 3000, el cual se llevo a cabo mediante un biofiltro,
con la finalidad de dar tratamiento a la concentracion de nitratos presentes en estas
aguas residuales. Este proyecto aporta con investigaciones en cuanto al estudio de
diversos géneros bacterianos, para el tratamiento de los contaminantes organicos
e inorganicos, en sus diversas formas gas, liquido o sdlido, brindando soluciones

rentables y sobre todo preservando el cuidado ambiental.

El objetivo del siguiente trabajo de investigacién es: Determinar la eficiencia del
bacilo SP inmovilizado en alginato de sodio para el tratamiento de aguas residuales
del colector 3000. Para el cual, se inicid con la extraccion de las muestras para
realizar el trabajo de siembra, procediendo con la extraccion de la cepa bacteriana
del bacilo subtilis, la misma que se reprodujo e inmovilizo con la finalidad de tratar

los nitratos presentes en las aguas residuales.

Las variables que se evaluaron son Eficiencia del Bacilos subtilis inmovilizado en

alginato de sodio y el Tratamiento de aguas residuales.
Los resultados obtenidos demostraron la eficiencia de los bacilos subtilis
inmovilizado en alginato de sodio, logro disminuir la concentracion de los nitratos en

un 87.6% durante el lapso de cinco semanas. En cuanto el analisis estadistico se

llevé a cabo con el programa spss, a través de la correlacion.

Palabras claves: Eficiencia, aguas residuales
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ABSTRACT

The process of evaluating the efficiency of the bacterium Bacillus subtilis, in the
treatment of wastewater of the collector 3000, which was carried out by means of a
biofilter, in order to treat the concentration of nitrates present in these wastewater.
This project provides research into the study of various bacterial genera, for the
treatment of organic and inorganic pollutants, in their various forms, gas, liquid or

solid, providing cost-effective solutions and above all, preserving environmental care.

The objective of the following research work is to: Determine the efficiency of SP
bacillus immobilized in sodium alginate for the treatment of sewage of collector 3000.
For which, it began with the extraction of the samples to perform the seeding work,
proceeding with the extraction of the bacterial strain of bacillus subtilis, which was

reproduced and immobilized in order to treat the nitrates present inwastewater.

The variables evaluated were Efficacy of Bacillus subtilis immobilized in sodium
alginate and Wastewater treatment.

The results obtained showed the efficiency of the bacilli subtilis immobilized in
sodium alginate, achieving to decrease the concentration of nitrates in 87.6% during

the period of five weeks. As soon as the statistical analysis was carried out with the

spss program, through the correlation.

Keywords: Efficiency, Raw sewage
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l. INTRODUCCION.

Hoy en dia, en una era globalizada en donde la tendencia por disminuir los
impactos ambientales, que afectan a nuestro entorno natural y por ende al hombre,
el sostenimiento de la calidad y tratamientos de los contaminantes que afectan de
manera directa o indirecta a los recursos naturales; son prioridad de todo gobierno
o identidad, que debe ser atendida con completa urgencia. Segun MINAM (2010),
en la actualidad los métodos de tratamiento dentro de cualquier actividad productiva,
en la cual el subproducto sea un contaminante, debe de cumplir con los limites
maximos permisibles antes de ser liberados a un cuerpo receptor.

Torres (2015, p. 12), destaca el uso de la biotecnologia o utilizacion de métodos y
procesos mediante el empleo de agentes microbianos, con el objetivo de
transformar aquellas sustancias contaminantes, parece ser la forma méas apropiada,
esto se debe a su eficiencia y rendimiento, ademas de su bajo impacto en la
naturaleza, esto a su vez implica nuevos descubrimientos de la genética microbiana
y sus aportes en temas de descontaminacién. En la actualidad el empleo de
microorganismos en temas ambientales, han aportado una serie de beneficios al
tratamiento de diversos contaminantes. De acuerdo con SEIJO (2013), contribuye
a fortalecer la teoria de que la especie Rhizobium, aporta de manera directa a
reduccion de los compuestos nitrogenados complejos a elementos esenciales
simples.

Este proyecto esté basado en evaluar la eficiencia del bacilos subtilis inmovilizado,
para el tratamiento de aguas del colector 3000, el cual evalla la eficiencia de esta
bacteria en el tratamiento de aguas contaminadas, con este proyecto también se
quiere dar a conocer la efectividad que se tiene inmovilizando los bacilos subtilis, a
través de un lecho filtrante dentro de nuestro biofiltro. De igual manera la
implementacion de este proyecto aportara con cambios de mejora en el sistema
actual de tratamiento de las aguas residuales, teniendo como impulso la
biotecnologia, la cual podamos optar por el empleo de bacterias o algas. Asi mismo
brindaremos a fortalecer las igualdades sociales, culturales y econdmicas de la

sociedad brindando trabajo, educacion y sobre todo la proteccién ambiental.

13



El objetivo de este proyecto de investigacion es evaluar la eficiencia del bacilo
subtilis inmovilizado en alginato de sodio en el tratamiento de aguas residuales del

colector 3000. En el cual se comprobara la eficacia de este microorganismo,

teniendo en cuenta su rendimiento. Para ello la toma de muestra es no probabilistica
por conveniencia; se empleara el paquete estadistico SPSS; para el analisis de los
datos. Este proyecto pertenece a un modelo Pre - experimental de dimension
longitudinal. Por otro lado, los objetivos especificos con los que se cuentan son: el
analisis de las caracteristicas fisico — quimicas de las aguas, aislamiento del bacilo,
la inmovilizacion del bacilo sp, disefio de un biofiltro y por dltimo determinar el
rendimiento del bacilo sp para el tratamiento de las aguas residuales del colector
3000.

14



1.1.

Realidad problematica:

Las aguas residuales contienen dentro de su estructura material organico,
asi como también numerosos compuestos que son vertidos dependiendo la
actividad en la cual ha sido empleada, el tratamiento que se le otorgue
dependera de las caracteristicas que esta presente (universidad de granada,
2011). Por lo que es importante determinar los contaminantes y el proceso
adecuado para su tratamiento. Dentro de la normativa peruana vigente, nos
menciona que las descargas de estos efluentes en los cuerpos receptores,
deben cumplir con los parametros permisibles (MINAM, 2010); con el fin de
no significar un peligro nocivo a la salud y a la conservacion de los recursos

naturales.

Las aguas residuales con alta concentracién en compuestos organicos,
contribuye de manera directa a la proliferacién de bacterias, debido a la gran
cantidad de nutrientes que poseen, los mismos requeridos para el
metabolismo microbiano (Benintende y otros, 2009). Por lo que es
fundamental la reduccion de estas sustancias, con el objetivo de controlar el
crecimiento desmedido de estos agentes patdégenos, presentes en estos
efluentes, a esto se suma, los diversos factores ambientales que brindan las

condiciones necesarias para la proliferacion.

Los efectos de la contaminacion del agua en la salud, actia como vehiculo
de infecciones o punto de transmisioén directa, a través del riego de los
campos de cultivo con aguas residuales que son vertidas directamente sin
gue hayan recibido algun tipo de tratamiento, asimismo, las especies de
moluscos que se pueden encontrar acumulan polivirus, que son
microorganismos altamente infecciosos e incluso letales para la salud
humana. (UNICAN, 2011).

Segun PAHO (2010), nos menciona cuan importante es manejar los

recursos hidricos adecuadamente, teniendo en cuenta los riesgos con

15



respecto al consumo del agua, la contaminacién puede ser por: descargas
aisladas o la contaminacién generalizada, ya sea de origen industrial,
agricola o urbana, y como esto influye en la calidad de la misma; con el

objetivo de no extender la contaminacion en los cuerpos receptores.

Las aguas residuales provenientes de las redes domiciliarias o de
cualquier otro punto de descarga, concentran gran cantidad de compuestos
organicos, siendo fuente principal de bacterias, virus, protozoos y otros
organismos que transmiten enfermedades como el cOlera, tifus,
gastroenteritis diversas, hepatitis, etc. (UNICAN, 2011). Por ello la
importancia de reducir la carga microbiana y el desarrollo de nuevas
tecnologias con el fin de reducir los impactos ambientales y a la salud
humana. Por tal motivo las aguas residuales deben cumplir con ciertos

procedimientos y controles de calidad.

Betancor y otros (2008), establece que las mutaciones son producto de
los errores de la replicacion del ADN, que proporcionan cambios en el
genoma bacteriano; que con frecuencia afectan directamente a la morfologia,
logrando cambios considerables, como la resistencia a antibiéticos. Por ello
el empleo y modificacién de las caracteristicas de las bacterias, con fines
ambientales, estan basados a estudiar estos tipos de alteraciones que
puedan resultar beneficioso para el tratamiento de las aguas residuales,

como medida alternativa y eficiente para nuestro ambiente.
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1.2.

Trabajos previos:

Chéavez M. (2009), en La revista cientifica titulada: "Agua: *Cuando la sequia
nos alcance. lll. Acciones Mexicanas”, hace empleo de bacterias anaerdbicas
provenientes de fondos de rios, lagos, fosas sépticas, zonas semi —
pantanosas, como alternativa para el tratamiento de aguas residuales,
permite tener un ahorro del 40% en la instalacién y 60% en la operaciéon de
las plantas tratadoras. En método consiste, en un tanque que reuna las
caracteristicas de las zonas de operacion ya sea de metal o concreto con
una profundidad de 5 o 6 metros de fondo, en donde el agua ingresa a traves
de en un flujo ascendente, este disefio esta dividido en tres partes, en la parte
inicial se contiene los agentes bioldgicos los cuales se nutren de la materia
organica presente en el efluente. En la siguiente etapa, los sélidos que no

logran eliminarse regresan a la parte inicial.

Navarro, Hernandez, Gamarra y Escalante H. (2007), en su revista cientifica
titulada "Disefio de un biofiltro para disminuir la concentracion de H2S de
un reactor anaerébico de flujo pistdbn (RAP)”, en el cual presentaron
propuestas para la reduccion de H2S presente en el efluente
del Reactor Anaerobio de Flujo a Piston (RAP), por el cual se implementé un
tratamiento empleando bacterias del género Thiobacillus. En la primera etapa
se aislé la cepa, en el siguiente proceso se identificd el rendimiento en cuanto
a la capacidad de remocion de sulfuros presentes en el efluente del RAP. Las
mediciones obtenidas fueron a escala de laboratorio en donde se logré
formar una biopelicula del genero bacteriano empleado sobre guadua,
obteniendo una capacidad de remocion del 99% de los sulfuros totales

tiempo de dos horas.

17



Varela M. (2006), en su trabajo de titulacion “inmovilizacion de
microorganismos degradadores de cianuro para preparacion de biofiltro”,
indica que el lecho microbiano comprende una altura de ocho centimetros en
la parte interior del tanque, como resultado de la degradacion de cianuro
aplicando la zeolita y el carbon activado a través de biofiltros se obtiene un
69.25% en la degradacion aplicando un flujo equivalente a 0,4 ml/min/cm2,
asi mismo empleando el segundo método se logré alcanzar un 73,5% en la

degradacion con un flujo igual a 1,4 ml/min/cm2

18



1.3. Marco conceptual:

131. El tratamiento de aguas residuales

Abarca una serie de procesos en el cual las aguas son tratadas de manera fisica,
quimica y bioldgica, con la finalidad de reducir o eliminar los contaminantes
presentes en el agua. El objetivo de tratar las aguas residuales es obtener un agua
de caracteristicas aptas o que no causen dafios en el ambiente y un residuo sélido
gue pueda ser empleado en otras actividades ya sea como materia prima o algun
subproducto (UPM, 2011).

Segun SINIA (2010), clasifica los siguientes niveles de tratamiento de aguas
residuales:

e Tratamiento primario o tratamiento preliminar.

e Tratamiento primario.

e Tratamiento secundario.

e Tratamiento terciario.

132. Niveles de tratamiento de aguas residuales:

1321 Tratamiento primario o tratamiento preliminar.

El objetivo de este tratamiento es detener el paso de sélidos gruesos y finos con
densidad mayor al agua y arenas, con la finalidad de no tener obstaculos en
posteriores tratamientos. En este tratamiento usualmente se emplea canales con
rejillas de tamafio gruesas y finas, desarenadores, y en caso donde las particulas
suspendidas sean de minimo tamafio se emplean tamices. Estas unidades, en
ciertas ocasiones no son tomadas en cuenta en el momento de disefiar una planta
de tratamiento, son de caracteristicas indispensables en cuanto la retencion de

residuos solidos indeseables para los procesos de tratamiento (SINIA, 2007).
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1322. Tratamiento primario.

Este proceso de tratamiento se lleva a cabo a través de coagulantes y agentes de
floculacion, que ayuda en la conglomeracion de las particulas suspendidas
presentes en los efluentes para facilitar la sedimentacion. Asi mismo esta etapa esta
seguida de la clarificacion: en el cual las particulas en suspensién se ven reducidas
del flotante, ya que las caracteristicas que muestra, es un liquido claro en donde los
solidos suspendidos estan casi desprovisto ademas se cuenta con una demanda
bioguimica de oxigeno reducida (FAO, 2014).

1323. Tratamientosecundario.

Consiste en un tratamiento biologico, por lo cual, los contaminantes se ven
eliminados por medio de los microorganismos presentes en las aguas residuales.
La materia organica, contenida aun en los efluentes sufre un proceso de oxidacion
guimica, mientras que en el tratamiento anterior el agua pierde los soélidos
suspendidos a través de floculantes, en el tratamiento secundario se busca eliminar
la demanda bioguimica de oxigeno. En cuanto a la remocién de nitrégeno y fosforo,
ademas de metales pesados y los agentes patdgenos no sufren cambios
significativos (UNAD, 2011).

1.3.2.3. Tratamiento terciario.

En esta etapa, las aguas residuales podrian aun mostrar elementos indeseables
dentro de su composicibn como amoniaco, nitratos o fosfatos. Estos dos ultimos
muy problematicos ya que al ser vertidos en los cuerpos receptores en donde se
desencadena la proliferacion de algas, provocando la reduccion del oxigeno
presente en el agua. En esta etapa se emplea para los agentes microbiologicos el
0zono o la radiacion ultravioleta, por otro lado, los procesos quimicos o fisicos solo

es por filtracion o cloracion (DAILEY, 2014).

1.3.2. Tratamiento bioldgico

Segun Rodriguez y otros (2006), establece que el tratamiento bioldgico, esta

constituido por una serie de procesos en el cual se emplean microorganismos, con
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la finalidad de eliminar elementos indeseables, a través de la eliminacién de
nutrientes (N y P). la materia organica constituye la fuente de energia requerida para
el crecimiento de los microorganismos, el metabolismo bacteriano es parte
fundamental en el cual los electrones son aceptados en la oxidacién de la materia

organica, distinguiendo tres casos:
1.3.2.1. Sistemas aerobios:

El sistema aerobio, tiene por caracteristica esencial la presencia de O2 el cual hace
gue este elemento sea el aceptor de electrones, por lo que se obtienen unos
rendimientos energéticos elevados, provocando una importante generacion de
fangos, debido al alto crecimiento de las bacterias aerobias. Su aplicacion a aguas
residuales puede estar muy condicionada por la baja solubilidad del oxigeno en el
agua (Rodriguez y otros, 2006).

1.3.2.2. Sistemas anaerobios:

consiste en un proceso transformativo de la materia organica, mas no de su
destruccion, esto se debe, a que no existe presencia de oxigeno en el proceso, por
ende la transferencia de electrones permanece intacta en el metano producido, esto
quiere decir, que la DQO tedrica del metano equivale en su mayor proporcion a la
DQO de la materia organica (90-97%), por lo tanto, una pequefia cantidad es
convertida en lodos (3-10%), en el proceso anaerdbico la energia quimica

permanece en el metano (Rodriguez, 2009).
1.3.2.3. Sistemas anoxicos:

Segun MORENO (2011). El proceso anoxico, consiste en la reduccién del elemento
nitrato a su forma mas comun, nitrégeno gas, en la cual la forma mas efectiva se da
a partir del empleo de diversos géneros de bacterias. En la cual se destacan:
Achromobacter, Acrobacter, Alcaligenes, Bacillus, Brevibavterium, Flavobacterium,
Lactobacillus, Micrococcus, Proteus, Pseudomonas y Spirillum. Las caracteristica
mas comun entre estos géneros bacterianos, es que son bacterias heterotrofas,

capaces de desintegrar el compuesto nitrato hasta su forma mas sencilla nitrégeno.
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Las reacciones de reduccion del nitrégeno son las siguientes:
NO;- - NO,- - NO - N,O = N,

133. Fuentes de energiay alimento de los microorganismos biolégicos:

Las fuentes de energia requeridas por los microrganismos, estan estrechamente a
la fuente de carbono, asimismo de elementos como nitrégeno, fosforo, azufre, calcio
y magnesio, necesarios para la sintesis de nuevas células (UDLAP, 2011). La

Universidad de las Américas Puebla establece las siguientes fuentes deenergia:

13.3.1. Fuentes de carbono:
Segun UAM (2012), afirma que, el carbono es el mayor constituyente de la célula

bacteriana. Asimismo se dividen de acuerdo al uso y medio de obtenciéon del
carbono:

* Autétrofo. Son organismos que sintetizan sustancias inorganicas basicas.

* Heterdtrofo. Obtienen su fuente de carbono a partir de fuentes carbonoorgéanico.
» Mixétrofo. Su fuente de carbono es aprovechado a través decompuestos

organicos, como también fijando el dioxido de carbono.

1.3.3.2. Fuentes de energia:
La UNAM (2012), las fuentes de energia de los microorganismos se clasifican en:

e Fotdtrofos, son microorganismos que utilizan la luz para desarrollarse.

e Quimiotrofos, son aquellos que obtienen su energia a partir de la oxidacion de
compuestos quimicos, y que se pueden subdividir en:

e Quimiolitétrofos (oxidacion de compuestos inorganicos)

e Quimiorganotrofos (oxidacion de compuestos organicos)

22



Tabla 1:

Clasificacion nutricional de los microorganismos.

.. , Fuente de Ejemplos de grupos
Clases nutricionales Fuente de energia . )
carbono microbianos
Fotoautotrofas Luz o2, Algas y algunas bacterias
Carbonatos gasyalg
, Compuestos Bacterias verdes
Fotoheterétrofas Luz p ) . ¥
organicos rojas
Oxidacién de compuestos . .
. . P Bacterias oxidantes del
*Quimioautotrofas inorganicos como NH3, C0o2 nitrégeno, hidrégeno, azufre
NO2 - H2, H2S. So, S203, L !
y hierro
Fe++
.. , Oxidacion de compuestos Sustratos Protozoarios, hongos y la
**Quimioheterodtrofas , P - , & y
organicos organicos mayoria de las bacterias

134. Estandar de calidad ambiental:

Fuente: UNAM, 2012.

Esan (2016), Los ECA son indicadores de calidad ambiental. En el cual se mideny

se establecen las concentraciones de los elementos, sustancias u otros en el aire,

agua o suelo. Con el propésito de establecer o fijar los limites en el que se puede

alcanzar dafios significativos para el ambiente y la salud humana.

MINAM (2010), Los Estandares de Calidad Ambiental son instrumento de gestion

ambiental, empleados para establecer o medir al estado de la calidad del ambiente

dentro del territorio nacional. El ECA establece el grado o nivel de concentracién de

elementos o sustancias presentes en el ambiente que no representan riesgos para

la salud y el ambiente. La finalidad del ECA es trazar una meta, en el cual se deba

realizar evaluaciones periddicas que permitan conocer el cumplimiento y tomar las

medidas respectivas.
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Tabla 2: ECA para Aguas Superficiales destinadas a la produccion de Agua

Potable
Al A2 A3
Parametros Unidad de medida Aguas que pueden Aguas que pueden ser Aguas que pueden
ser potabilizadas con potabilizadas con tratamiento ser pofabilizadas con
desinfeccion convencional tratamiento avanzado
FiSICOS- QUIMICOS
Aceites y Grasas mglL 05 1.7 1.7
Fosforo Total mgiL 0.1 0,15 0,15
Materiales Flotantes de Origen Ausencia de material flotante de | Ausencia de material flotante de | Ausencia de material flotante
Anfropogénico origen antrapico origen aniropico de origen antropico
Nitratos (NO.) (c) mg/L a0 50 50
Nitritos (NO,) (d) mgiL 3 3 s
Amoniaco- N mgiL 15 15 b

Fuente: DS. 004-2017-MINAM

Tabla 3: ECA para Aguas Superficiales destinadas para recreacion

B1 B2
Parametros Unidad de medida Contacto Conlacto
primarioc | secundario
FISICOS- QUIMICOS
Ausencia
Aceites y Grasas mgiL de pelicula i
visible
Materiales Flotantes de .ﬂ.usen{ug Au senm_a
Oriaen Antropoaénico de material | de materal
9 pog flotante flotante
Nitratos (NO,-M) mgiL 10 i
Nitritos (NO,-N) mig/L 1 i

Fuente: DS. 004-2017-MINAM

Tabla 4: ECA para Extraccion, cultivo y otras actividades marino costeras y
continentales.

Parametros

C1

C2

C3

C4

Unidad de medida

Extraccion y cultivo de
moluscos, equinodermos

Extraccion y cultivo
de otras especies

Actividades marino

Extraccion y

y tunicados en aguas

hidrobiologicas en

marino costeras

aguas marino costeras

portuarias, industriales.
o de saneamiento en
aguas marino costeras

cultivo de especies
hidrobiologicas en

lagos o lagunas

FisicOS- QuUiMICOS

Aceites y Grasas

mgl.

1.0

1.0

2,0

1.0

Nitratos (NO.) {c)

mglL

16

16

*

13
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135. Desnitrificacion:

La UOC (2015), La desnitrificacion es el proceso por el cual se transforma el nitrato
en gas nitrégeno, oOxido nitrico y Oxido nitroso. Las generaciones de estos
compuestos nitrogenados son liberados a la atmosfera de manera directa, ya que

no facilmente accesibles para el crecimiento microbiano.

Figura 1: Transformaciones del nitrégeno en procesos bioldgicos.

NITROGENO
ORGANCO
(Pretaings; weal

Descomposicadn
v bacteriana hidrilisis
NITROGENO Asmiacitn -t o] A
- > GANIC »
AMONIACAL (Céluas bacterianas) (Crecimianto neto]
» (Oz 5 T Ussyauto-oxidicion |
Q :
Q
< < NITRITOS
O NQ,)
o
=
Z Q ——p!
- v
Nisicis DENITRICACION | - rosexo cas
NG, 1 (N)

Carbdn organica

Fuente: UDLAP, 2005

136. Eficiencia bacteriana

1.3.6.1. Morfologia de las bacterias
En cuanto a la morfologia las bacterias se pueden presentar en una inmensa
variedad de formas y tamafios. Las células procariotas presentan tamarios entre 0,5
y 5 ym, equivalentes a diez veces menor a las eucariotas. (Universidad Nacional de
la Patagonia San Juan Bosco, 2010).

Entre las formas bacterianas podemos encontrar esféricas, cilindricas, en coma o
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helicoidal. Las caracteristicas en el cual estos microorganismos tienden a
establecerse con la forma es debido a su pared celular, siendo a su vez la manera
en que se logra reconocer. Por otro lado, se pueden encontrar separadas o
agrupadas dependiendo el género y especie a la cual corresponda, siendo una
caracteristica que nos sirve para identificarlas (Universidad Publica de Navarra,
2009).

1.3.6.2. Genética bacteriana

El genoma microbiano esta determinado por uno o varios cromosomas, los cuales
portan el material genético necesario y los plasmidos que codifican los genes menos
importantes. EI cromosoma dentro de su composicion contiene una doble hebra de
DNA circular. La cual presenta dominios de superenrrollamiento en el interior de la
célula, mide 1 micrometro. En cuanto a la transferencia de genes, esta se realiza
por medio de tres pasos: transformacion, conjugacion y transduccion (Molina Lopez,
y otros, 2015).

1.3.6.3. Plasmidos.
Son genes conformados por diminutos fragmentos de doble cadena de DNA que se

mantienen dentro de un nimero estable, ademas de contener los genes necesarios
para reproducirse y hacer la transferencia a otras células, a su vez sintetiza toxinas
(Molina Lépez y otros, 2015).

Es un material genético extracromosomico. Estan constituidos por secuencias
cortas de ADN circular bicatenario, que pueden reproducirse de manera
independiente del ADN cromosémico y son transmitidos a las células hijas. La
importancia de este material es que transmite la resistencia a los antibiéticos. Este
material es transmitido a través de un proceso denominado conjugaciéon (M. Pirez
y otros, 2008).

1.3.6.4. Islas de patogenicidad.

Son cadenas secuenciales de DNA, que contienen dentro de su composicion los
genes relacionados con la virulencia y que pueden estar tanto en plasmidos, como

en el cromosoma bacteriano (Molina Lopez, y otros, 2015).
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1.4.

1.5.

1.6.

Formulacion del problema:

¢ Es eficiente el bacilo sp inmovilizado en alginato de sodio para el

tratamiento de aguas residuales del colector 3000?

Justificacion:

Justificacion econdmica: Este proyecto permitira abrir nuevos
puestos laborales, debido a que se abrird un parque donde se
exponga a los visitantes de como se viene trabajando con los biofiltros
en la purificacion de aguas servidas.

Justificacion social: Asi mismo brindaremos una mejor calidad de
vida debido a que este proyecto evitara la propagacion de
enfermedades y olores desagradables a los hogares aledafos a este
colector.

Justificaciéon tecnoldgica: Este proyecto abre las puertas a seguir
investigando de cémo implementar medidas de solucion a través de
microorganismos ya sea puros o genéticamente modificados, para la
purificacion de aguas contaminadas.

Justificacién ambiental: En la parte ambiental se evitara la filtracion
de las aguas servidas en la napa freatica, como también se reduciria
la contaminacion de gases producidos por la descomposicion de la
materia organica. Asi mismo permitira reducir los impactos negativos
en la fauna que se puede encontrar en estos colectores, siendo un

foco de propagacion de enfermedades.

Hipotesis:

El bacilo sp inmovilizado en alginato de sodio es eficiente para el tratamiento

de aguas residuales del colector 3000.
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1.7. Objetivos:

1.7.1. Objetivo General:

» Determinar la eficiencia del bacilo sp inmovilizado en alginato de sodio para

el tratamiento de aguas residuales del colector 3000.
1.7.2. Objetivos Especificos:

1. Analizar las caracteristicas fisico — quimicas de las aguas residuales del
colector 3000.
2. Aislar bacilos sp para el tratamiento de las aguas residuales del colector 3000.

3. Inmovilizar los bacilos sp en el medio inmovilizador alginato de sodio.

4. Implementar un disefio de un biofiltro para el tratamiento de lasaguas

residuales del colector 3000.

5. Estimar el rendimiento del bacilo sp para el tratamiento de lasaguas

residuales del colector 3000.
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I. METODO
2.1 disefio deinvestigacion:

La presente investigacion corresponde a un disefio Pre - experimental, longitudinal
el cual se representara en el software estadistico SPSS. Ademas, la muestra es

recolectada por conveniencia.
2.2 Variables y operacionalizacion:
2.2.1. Variable independiente:
» Eficiencia del Bacilos sp inmovilizado en alginato de sodio.

2.2.2. Variable dependiente:

» Tratamiento de aguas residuales.
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Variable Definicion conceptual Definicién operacional Indicador Escala de
medicion
Son aquellos efluentes en las
Tratamiento de cuales la Son aquellas aguas pH. NOMINAL
aguas residuales.  cuyas caracteristicas originales
han sido modificadas por Concentracion de
actividades humanas y que por nitratos
su calidad requieren un
tratamiento previo, antes de ser Conductividad )
reusadas, vertidas a un cuerpo eléctrica. RAZON
natural de agua o descargadasal
sistema de alcantarillado (OEFA, Nitratos RAZON

2014).
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Variable Definicién conceptual Definicion operacional Indicador Escala de
medicion
Género Bacillus, pertenece a la Se tomo en cultivo la
familia Bacillaceae, una de las familias bacteria bacilos puro
bacterianas con mayor actividad extraido de la muestra
Eficiencia Bacilo sp bioguimica. recogida del colector pH. NOMINAL
inmovilizado en Son bacilos aerobios y anaerobios 3000, asi mismo se
alginato de sodio. facultativos, gram positivos, producen reprodujo en caldo
endosporas con morfologia oval o nutritivo y por altimo es
cilindrica que le permite resistir inmovilizado en alginato
condiciones desfavorables en el de sodio y se medi6 con la
ambiente, son méviles por la eficiencia en cuanto la
presencia de flagelos laterales, reduccion de los nitratos.

presentan hemdlisis variable y un

crecimiento activo en un rango de pH
entre 5.5 - 8.5. (Layton, 2011).
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2.3 Poblacion y muestra:

POBLACION:

Para el presente estudio se tomé como poblacion todo el volumen del agua residual

gue fluye dentro del colector 3000.

MUESTRA:

Para la toma de muestra se extrajo 8 litros de aguas residuales del colector 3000,

en cuanto a los sectores, fueren seleccionados por su facil acceso teniendo los

siguientes puntos: puente de la entrada del balneario de Pimentel, puente de

entrada Urb. Las Dunas de Pimentel y, por ultimo, a cincuenta metros del tubo de

descarga de la empresa azucarera ubicado en el distrito de la Victoria.

2.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y confiabilidad

v' En este trabajo de investigacion las muestras de aguas residuales a estudiar

deben representar las caracteristicas de la poblacion a estudiar; para ello

este trabajo tiene tres (3) criterios:
Acceso.

Seguridad.

Representatividad.

Que permitié identificar las areas para la extraccion de las muestras, en
cuanto a la seguridad este criterio evalta las condiciones en que se deben
de extraer las muestras permitiendo identificar aquellos factores externos que
puedan alterar los resultados. Asi mismo la representatividad de las muestras
deben estar basadas a proporciones del volumen a estudiar y por ultimo el
criterio de acceso que esta relacionado a las vias de transporte para llegar

de una manera segura a la fuente de estudio.

En este proyecto de investigacion se empleo el software spss; para la
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determinar la correlacion de las variables empleadas.

e Se elabor6 una base de datos empleando Microsoft office Excel 2016, en la
cual se agregaron los datos correspondientes al nimero de muestras asi
mismo la concentracion de nitratos presentes en el agua.

e En cuanto a la técnica empleada en la elaboracién del presente proyecto, se
empled la observacion, por tratarse de datos obtenidos en los diferentes
analisis realizados, el instrumento de investigacion empleado fue el registro,
gue posteriormente fue introducido al software SPSS.

2.5 Métodos de andlisis de datos

En este proyecto de investigacion se emplea software Microsoft office Excel

2016, asi mismo el software spss para hallar la correlacidon de los datos.
2.6 Aspectos éticos

El compromiso, con este proyecto de investigacion fue llevar datos confiables
y veraces con la finalidad de otorgar datos exactos, que puedan contribuir
con los siguientes estudios, respetando la autenticidad de los datos y la

buena manipulacion dentro de la parte préactica.
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Il RESULTADOS

En este parte del estudio se describen los procedimientos y analisis de los
resultados obtenidos, en cuanto, la eficiencia del bacilo subtilis para el tratamiento
de aguas residuales del colector 3000 contaminadas por la presencia de nitratos.

ETAPA I. caracteristicas fisico — quimicas de las aguas residuales del colector
3000.

Para el analisis fisico- quimico de la muestra de agua del colector 3000, se llevo a
cabo en el laboratorio de la Universidad, para lo cual se empled los siguientes
equipos:

- pHmetro modelo: pH 21 pH/Mv meter.

- Espectrémetro modelo: Unic Nro. 2100 spectrophotometer.

- Cono imhoff
Los analisis consistieron en: temperatura, pH, solidos suspendidos y concentracion
de nitratos. Cabe indicar que, se precisO establecer dichos parametros, debido a
influencia en la relacion nutriente (NOs-) y bacteria (Bacilos subtilis), en el cual se

obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 5: Resultados de analisis del laboratorio antes de iniciar el tratamiento

Andlisis Resultado
Resultado (pH metro) 7.6
Temperatura 24.3 °C
Solidos suspendidos 33 mg/l
Nitrato 927 mg/l

Fuente: Resultados de laboratorio, 2016.

ETAPA 1l. Aislar bacilos sp para el tratamiento de las aguas residuales del
colector 3000.

En lo que respecta al aislamiento bacteriano se realizaron los siguientes

procedimientos:

34



2.1. Cultivo bacteriano:

Este procedimiento consistio en cultivar la muestra extraida del colector 3000 en
placas Petri, las mismas que contenian 10ml. de agar nutritivo, que sirve de alimento
para las bacterias que se encuentran en dicha agua. Para llevar a cabo este proceso
se empled los siguientes materiales y equipos:

- Balanza electrénica

- Azay mango bacteriol6gico

- 23 gr. De agar nutritivo

- Agua esterilizada 500 ml.

- Matraz de 100 ml.

- 50 ml de muestra

- 02 Cajas Petri

- 01 calentador y agitador

- Papel y cuerda

- Pipeta 20 ml

- Mechero.

2.2. Aislamiento bacteriano:

Los trabajos realizados correspondientes al aislamiento bacteriano, estuvieron
sujetos a la seleccién, identificacion y tincion de las colonias bacterianas formadas
en el proceso de cultivo, cabe precisar que, el aislamiento se realiz6 mediante el
proceso de tincion gram. Por el cual se empled los siguientes materiales yequipos:

- Aza y mango bacteriolégico

- Agua esterilizada

- 100 uni. placas y cubre placas

- Tincién gram (alcohol isopropilico, safranina, yodo de lugol y violetade

genciana)
- Mechero y alcohol
- Microscopio.

Cabe precisar que la bacteria identificada en el proceso de observacion fue la

35



bacteria bacilos subtilis.

2.3. Reproduccidn de la bacteria bacilos subtilis en agar caldo nutritivo:

Identificada la bacteria a reproducir, se procedio a realizar el siguiente procedimiento,
en el cual se empleo un litro de agar caldo nutritivo, y posteriormente se realizo la
siembra bacteriana, procediendo a la incubacién a una temperatura de 35 °C
durante un periodo de cuatro dias. Los materiales y equipos empleadosfueron:

- Balanza electrénica

- Aza y mango bacteriolégico

- 08 gr. De agar caldo nutritivo

- Agua esterilizada 1500 ml.

- 02 Matraz de 500 ml.

- 01 calentador y agitador

- Papel y cuerda

- Mechero

- Estufa.

ETAPA IIl. Inmovilizar el bacilo sp en el medio inmovilizador alginato de sodio.

Para el proceso de inmovilizacion, se emple6é una cantidad de diez gramos de
alginato de sodio, que posteriormente fue diluido en el agar caldo nutritivo, dicho
procedimiento consistid en disolver adecuadamente el compuesto en el medio.
Asimismo, se elaboré una dilucion de cuatrocientos mililitros de agua destilada
estéril con cloruro de calcio, con el propdsito de hacer reaccionar el compuesto algin

y de este modo obtener las capsulas que contenian en su interior labacteria.
La cantidad de agar encapsulado promedio fue de 15 ml. por capsula, teniendo una

cantidad total de 67 capsulas. Las mismas que serian distribuidas de manera

equitativa por todo el biofiltro.
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ETAPA IV. Implementacion del disefio de un biofiltro para el tratamiento delas
aguas residuales del colector 3000.

4.1. Caracteristicas técnicas del biofiltro

En cuanto al disefio empleado para la elaboracion del biofiltro, se siguié teniendo
en cuenta la cantidad de agua residual a tratar, las caracteristicas del contenedor y
el nimero de capsulas a emplear, teniendo en cuenta las especificaciones técnicas

se siguio a establecer la distribucion:

1. Las dimensiones, el contenedor tuvo una altura de 40 cm. y un diametro de
25 cm.

2. En cuanto, a la distribucién de las capsulas bacterianas, se tuvo en cuenta la
altura del contenedor, se agregoé una rejilla en la parte intermedia con el fin
de sostener una porcion de las capsulas, y el resto fue agregado en la base
de dicho contenedor. Cada lecho bacteriano tuvo un espesor de dos
centimetros de altura respectivamente.

3. Parala distribucion del aire se realiz6 mediante dos mangueras, una para el
lecho superior y la otra para el inferior, con una capacidad de 4 It/min cada
una.

4. La tuberia alimentadora de agua residual fue de % de pulgada se ubico a
quince centimetros de altura y la tuberia de salida a diez centimetros de

altura.
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Figura 2: Disefio del biofiltro

MOTOR VENTILADOR

CAPSULA
BACTERIANA
T 6 ig‘ﬁ'ﬁ“ MANGUERA DE
b pni— AIRE
< T C L~ ENTRADA
DE AGUA
MANGUERA DE

ATRE

SALIDA DE AGUA
Fuente: Elaboracion propia, 2016

ETAPA V. Estimar el rendimiento del bacilo sp para el tratamiento de las aguas
residuales del colector 3000.

51 Evolucion de la concentracién de los nitratos presentes en las aguas
residuales.

En el analisis de laboratorio de nitratos se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 6: Resultados de analisis de nitratos.

ANALISIS PARAMETRO RESULTADOS
1 NITRATOS 927 mg/l
2 NITRATOS 835 mg/I
3 NITRATOS 610 ml/l
4 NITRATOS 317 mg/l
5 NITRATOS 115 mg/l

Fuente: Medicion a través de espectrofotometro, 2016.
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52. Resultados expresados en el software estadistico spss.

Tabla 7: Resumen del modelo.

Error estandar de la
Modelo R R cuadrado R cuadrado ajustado estimacion
1 ,988 ,976 ,969 60.74098]

a. Predictores: (Constante), numero de semana

Fuente: software estadistico SPSS, 2016.

e Se observa que el coeficiente de correlacion es igual a 0,988 y su valoral

cuadrado es igual 0,976.

Tabla 8: Coeficientes

Coeficienteg
Coeficientes no estandariza 95.0% intervalo de
estandarizados dos confianza para B
Error Limite Limite
Modelo B estandar Beta t Sig. inferior superior
1 (Constante) 1203,400 63,706 18,890 ,000 1000,660 1406,140
numero de
-214,200 19,209 -,988 -11,152 ,002 -275,328 -153,072
semana

a. Variable dependiente: concentracion en mg/l

Fuente: software estadistico SPSS, 2016.

La prueba de “t” de STUDENT, corrobora la hipotesis con respecto a la

[ ]
eficiencia del bacilo sp en el tratamiento de aguas residuales delcolector

3000.
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V. DISCUSION:

De acuerdo con Mariana Chavez, quien empled bacterias anaerobias
procedentes de la fuente de estudio para la realizacion de su tanque de
tratamiento, para la elaboracion de este proyecto, se recolectdé una muestra
de las aguas residuales, la cual se cultivdo y se identific6 una bacteria
determinada que posteriormente se reprodujo e inmoviliz6. La ventaja de
trabajar con microrganismos extraidos de la fuente de estudio es que estos
seres, estan adaptados a alimentarse de sustancias quimicas u organicas

especificas.

De acuerdo con Navarro Sarmiento y otros, quienes emplean bacteria
especifica como la “Thiobacillus” para dar tratamiento al sulfuro de hidrogeno.
Es conveniente identificar el microrganismo con que se va a trabajar, para
poder determinar la eficiencia con respecto al tratamiento. En este proyecto
de investigacion la bacteria empleada es la Bacillus “SUBTILIS”, después de
hacer el cultivo correspondiente. Este microorganismo se inmovilizé, y que
posteriormente se midid la eficiencia para el tratamiento de los nitratos

presentes en las aguas residuales del colector 3000.

Navarro Sarmiento juan y otros, mencionan que lograron remover el 99% de
los sulfuros totales presentes en la fase liquida, a una escala de laboratorio,
lo cual aporta nuevas estrategias en el empleo de bacterias para tratar aguas
residuales, en este caso la aplicacion de nuestro disefio obtuvo una eficiencia

de un 87.6% en el tratamiento de aguas residuales por nitratos.

En cuanto al reactor construido por Chavez Mariana, menciona que esta
dividido en tres secciones. El disefio de nuestro biofiltro consta de dos etapas
la primera etapa, que comprende la filtracion, en el cual se separa los restos
sélidos del agua residual, la segunda etapa, las bacterias inmovilizadas
realiza el trabajo del tratamiento. Para su posterior descargar al cuerpo

receptor.
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De acuerdo a Varela, que emple6 una altura de ocho centimetros de lecho
fijo bacteriano con un flujo de 0,4 ml/min/cm2, para la elaboracién de nuestro
biofiltro, la altura de nuestro lecho alcanzo los seis centimetros, ademas el
tanque del biofiltro conto con una capacidad méaxima de ocho litros, para el

tratamiento de las aguas residuales.
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V. CONCLUSIONES

Se analiz6 las caracteristicas fisico — quimicas de la muestra obtenida del
colector 3000, obteniéndose una concentracion de 927 mg/l de nitratos, pH
igual a 7.3, cabe precisar que dicha agua estaba a una temperatura de

24.3 °C y por ultimo la concentracion de solidos suspendidos era igual a 33
mg/l, en sus valores iniciales.

En el proceso de aislamiento se identifico a la especie bacilos subtilis, la cual
se empled para dar tratamiento a las aguas residuales del colector 3000.
Siendo el medio de cultivo para el aislamiento agar nutritivo y para la
reproduccion se empleo el agar caldo nutritivo, la cantidad de este altimo fue
un litro y se dejo encubar durante cuatro dias para el buen crecimiento

bacteriano a una de 35 °C.

Para la inmovilizacion de la bacteria bacilos subtilis en alginato de sodio, se
llevé a cabo mediante una reaccion quimica con cloruro de calcio, el cual da
por resultado la formacion de las capsulas que contienen la bacteria en el
interior.

En el disefio del biofiltro siguié tres criterios fundamentales: cantidad de agua
residual a tratar, caracteristicas del contenedor y el nimero de cépsulas a
emplear, cuya finalidad era distribuir los espacios adecuados con relacion a
la ubicacion de las céapsulas. Por ende, se opt6 por dividir el contenedor en
dos espacios, en cuanto, al ingreso del aire al sistema interno, se llevé a cabo
mediante tuberias de gel de 0.4 mm. la primera para la parte inferior y la
segunda para la superior, con la finalidad de agitar dichas cipsulas y de esta
forma acelerar el proceso de degradacion del compuesto nitrato en dicha
agua residual.

El rendimiento obtenido al emplear la bacteria bacilo subtilis para la reduccién
de nitratos presente en las aguas residuales del colector 3000, dio como
resultado un rendimiento de 87.6% equivalente a 115 mg/l. en comparacion
a 927mg/l. obtenidos al inicio del tratamiento.
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VI. RECOMENDACIONES:

Se recomienda seguir investigando las diferentes especies de bacilos que
pueden ser mas eficientes para el tratamiento de aguas residuales, en cuanto
a nitratos u otros contaminantes.

Realizar las mediciones de los contaminantes a tratar cada tres dias para
poder observar los cambios de manera adecuada.

Contar con sistemas de ventilacion, el mismo que no debe ser menor a 6
[t/min.

Es recomendable que, antes de iniciar cualquier proceso de depuracion de
aguas residuales, se deba tener en cuenta la decantacion de material
suspendido, con la finalidad de evitar obstrucciones.

Es preciso indicar que, el presente estudio se llevo a cabo durante 05 semana,
teniendo un resultado final de 115 mg/l de nitratos, que al comparar con el
Ds. 004-2017-MINAM, en la Subcategoria A: Aguas superficiales destinadas
a la produccién de agua potable, no se haya dentro del Estandar de Calidad
Ambiental. Por lo tanto, se sugiere ampliar su periodo entre 8 a 10 semanas,
con la finalidad de obtener mejores resultados, y poder cumplir con los
estandares establecidos segun tabla Nro. 02.
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VIIl.  Anexos

Figura 3: punto de muestreo

Fuente: Elaboracion propia, 2016.

Figura 4: vista de medicion en el espectrofotometro.

Fuente: Medicion a través de espectrofotometro, 2016
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Figura 5: Proceso en bafio maria para la determinacion de nitrato.

Fuente: Elaboracion propia, 2016.

Figura 6: Proceso de reaccion quimica para determinacién de nitrato.

Fuente: Elaboracion propia, 2016.
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Figura 7: Dilucion de alginato de sodio en Agar Caldo Nutritivo.

Fuente: Elaboracion propia, 2016.

Figura 8: Preparacion de Agar Nutritivo.

Fuente: Elaboracién propia, 2016.
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Figura 9: Proceso de obtencién de las capsulas.

Fuente: Elaboracion prop, 2016.

Figura 10: Proceso de cultivo bacteriano.

Fuente: Elaboracion propia, 2016.
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Figura 11: Tincién Gram.

Fuente: Elaboracion propia, 2016.

Figura 12: vista microscépica de bacilos subtilis.

Fuente: vista microscopica, 2016.
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Anexo 1: Validacion de Instrumentos

Cédigo : FO06-PP-PR-02.02

U CV ACTA DE APROBACION DE ORIGINALIDAD DE | Version : 07
TESIS Fecha : 31-03-2017

UNIVERSIDAD : .
CESAR VALLEJO Pagina : 1de1

Yo, Maria Raquel Maxe Malca Encargada de Laboratorio de Quimica de la Universidad César

Vallejos — Filial Chiclayo, supervisé la ejecucion de los analisis quimicos de la tesis titulada:

“EVALUAR LA EFICIENCIA DEL BACILO SP INMOVILIZADO EN ALGINATO DE
SODIO PARA EL TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES DEL COLECTOR 30007, del
estudiante ZAPATA VIGIL CRISTHIAN SILVER.

Constato que, los resultados de dichos andlisis, para determinar la concentracién de nitratos

las muestras de aguas residuales, durante el periodo de cinco (05) semanas fueron:

1 NITRATOS ' 927 mg/
2 NITRATOS 835 mgll
3 NITRATOS 610 mi/l
4 NITRATOS 317 mg/l
5 NITRATOS 115 mg/l

Por lo tanto, la suscrita analiz6 el cumplimiento de los procedimientos para la determinacion de

los nitratos.

Pimentel, 05 de Abril de 2017

i UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO
-

[ T
Dra. Llona Raquel Maxe Malca
Jefa de Laboratorio de Quimica/ Fisica

Representante de la Direccion/
Vicerrectorado de Investigacion y Calidad

; Direccion de
Ershord Investigacion

Revisd Aprobd Rectorado
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Anexo 2: Acta de aprobacion de originalidad

Cédigo : F08-PP-PR-02.02
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Yo, José¢ Luis Rodas Cabanillas docente de la Facultad de Ingenieria y
Escuela profesional de Ingenieria Ambiental de la Universidad César Vallejo

Filial Chiclayo, revisor de la tesis titulada:

“EVALUAR LA EFICIENCIA DEL BACILO SP INMOVILIZADO EN
ALGINATO DE SODIO PARA EL TRATAMIENTO DE AGUAS

RESIDUALES DEL COLECTOR 30007, del estudiante ZAPATA VIGIL
CRISTHIAN SILVER.
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en el reporte de originalidad del programa Turnitin.

El suscrito analizo dicho reporte y concluyo que cada una de las
coincidencias detectadas no constituyen plagio. A mi leal saber y entender la
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establecidas por la Universidad César Vallejo.
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