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RESUMEN

Esta investigacion tiene como propoésito analizar la influencia de las bacterias
Pseudomonas aeruginosa para la disminucién de la concentracién de benceno de las
aguas de la laguna de Paca, en la regién Junin, a través de la aplicacion del método de
biorremediacion. Para ello, se utilizd la metodologia cuantitativa con un método general
hipotético—deductivo. La investigacion desarrollada fue aplicativa. El nivel realizado fue
experimental con un disefio factorial de 23. Parala remocion de las aguas contaminadas
por detergente (benceno), se realizé la caracterizacion inicial, el cual tuvo un resultado
de 0.68 mg/L superando por mucho al ECA de 0.05 mg/L para lagunas. También, se
midio el pH, el cual fue de 7.58 con una temperatura de 19 °C y una conductividad de
0.30 mS. Luego, se trabaj6 con las variables de pH, tiempo de degradacion y con las
bacterias Pseudomonas aeruginosa, donde a pH de 6, en la escala de 6 (18.10°
UFC/mL) de Mc Farland para las bacterias Pseudomonas aeruginosa. Con un tiempo
de 48 horas se tuvo la mayor remocion de benceno con un 93.63 % (0.043 mg/L), el
cual es un valor por debajo a lo establecido en los ECA. A través de estos resultados,
se concluye que el método de la biorremediacion con la variacion de pH en bacterias
Pseudomonas aeruginosa y su tiempo de degradacion son satisfactorios para la

remocién de la concentracion de benceno de las aguas de la laguna de Paca.

Palabras claves: remocion de benceno, detergente, pH, tiempo de degradacion,

Pseudomonas aeruginosa.



ABSTRACT

The purpose of this research is to analyze the influence of the Pseudomonas Aeruginosa
bacteria for the decrease in the benzene concentration of the waters of the Paca lagoon,
placed in Junin area, through the application of the bioremediation method. For this, the
guantitative methodology was used with a general hypothetical—deductive method. The
research developed was applicative; the level carried out was experimental with a
factorial design of 23. For the removal of water contaminated by detergent (benzene),
the initial characterization was carried out, which had a result of 0.68 mg/L farexceeding
the ECA of 0.05 mg/L for lagoons, the pH was also measured, which was 7.58, with a
temperature of 19 °C and a conductivity of 0.30 mS, then we worked with the variables
of pH, time of degradation and with Pseudomonas aeruginosa bacteria, where at pH 6,
on the Mc Farland scale of 6 (18.108 CFU/mL) for Pseudomonas aeruginosa bacteria
and time After 48 hours, the highest benzene removal was obtained with 93.63% (0.043
mg/L), which is a value below that established in the RCTs. In this way we can affirm
that the bioremediation method with the variation of pH, Pseudomonas aeruginosa
bacteria and degradation time are satisfactory for the removal of the benzene

concentration from the waters of the Paca lagoon.

Keywords: benzene removal, detergent, pH, degradation time, Pseudomonas

aeruginosa.



INTRODUCCION

El incremento de la contaminacion a la naturaleza y los ecosistemas esta vinculado con
la acelerada actividad social e hiperproductividad industrial que los seres humanos han
desarrollado a lo largo del siglo XX, pues el impacto generado haterminado impactando
directamente en su entorno. Debido a ello, se ha hecho cada vez més necesario analizar
diversas manifestaciones de la contaminacion en la calidad del suelo, el aire o el agua.
Sobre este ultimo elemento, el plan de trabajo para la calidad de los cuerpos de agua
gue son aprovechadas para fines no industriales es de vital importancia en los paises
desarrollados; no obstante, los paises en desarrollo no cuentan con las prestaciones
adecuadas para el desarrollo y funcionamiento de esas actividades. En nuestro planeta,
los océanos ocupan alrededor del 96.50%, los cuerpos de agua dulce constituyen un
2.53% y los demas cuerpos de agua ocupan el 0.97% (1). Durante la revolucién
industrial los organismos rectores tienen la finalidad de reducir los niveles de
contaminacion a la naturaleza, asi como asegurar el aprovechamiento adecuado de los
cuerpos de agua para el consumo humano y los demas fines ludicos. Por ello, es
imprescindible mantener la calidad en los cuerpos de agua recreativa, puesto que
promuevey genera el incremento en la economia.

El vertimiento de grandes cantidades de masa de residuos toxicos provenientes de
diferentes industrias, materias venenosas y radioactivas a los océanos ha venido
constituyendo un alto indice de contaminacién, ya que se calcula en alrededor de 10
millones de toneladas por afio (1). De hecho, siempre que el vertimiento de
contaminantes a los distintos cuerpos de agua no exceda su capacidad y el tiempo
necesario para que el agua sea retirada para el aprovechamiento por el hombre, estos
cuerpos de agua tienen el potencial de diluir, oxidar y reducir los patdgenos presentes.

En respuesta a esta realidad, la presente investigacion analiza la influencia que las
bacterias Pseudomonas aeruginosa tienen en la disminucion de la concentracién de
benceno de las aguas de la laguna de Paca, en la region Junin, Peru, a través de la

aplicacion del método de biorremediacion. Para ello, se han organizado cuatro capitulos.

En el primer capitulo, se detalla el planteamiento del problema donde, la contaminacién
del agua por los productos de limpieza utilizados en el hogar donde una gran cantidad
de ellos tienen fosfatos y no son biodegradables, que terminan degradando el aguay

favorecen la multiplicacion del crecimiento verde (1).
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En el segundo capitulo, se revisan los principales antecedentes del presente estudio.
Para fines préacticos, se han dividido en internacionales y nacionales, los cuales ayudan
al sustento y contrastacion de la investigacion. También, se detalla las bases tedricas la
definicién de términos que ayudan a lograr un marco que ayude a entender el problema

analizado.

En el tercer capitulo, se explicael método de este estudio cuantitativo general hipotético-
deductivo. Se plantea como una propuesta de investigacion aplicada, nivel experimental
y un disefio factorial de 23. También, se detalla la poblacion y muestra, y el
procedimiento a detalle de la manera en que se realizd la experimentacion para la
remocion del zinc.

En el capitulo final, se exponen los resultados alcanzados posterior al desarrollo de la
experimentacion. Luego, se observa la prueba de hipotesis y la discusion de los
resultados.
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CAPITULO|

PLANTEAMIENTO DEL ESTUDIO

1.1.Planteamientoy formulacion del problema

Con la generacion de vida en el plantea, se considerd al agua como un factor crucial
y basico en la mejora de los individuos y grupos de personas. El 75 % de nuestro
planeta esta cubierto superficialmente por agua; de hecho, el 75 % y el 85 % del
material celular es el agua. No solo el desarrollo de la poblacion se ha relacionado
con la presencia de agua, sino que el bienestar del planeta se ha relacionado
firmemente con la presencia de este componente. En realidad, este elemento es

necesario, tanto en cantidad y como calidad para el sostenimiento de la naturaleza

).

El agua es un destacado entre los componentes mas caracteristicos y basicos que
se encuentran en nuestro planeta. Es fundamental para la posibilidad de crear seres
vivos distintivos: plantas, criaturas y el individuo. Las formas de vida de cada ser
vivo estan hechas de agua en gran medida, ya que esto es lo que conforma los

musculos, 6rganos y tejidos diversos.

La degradacion ambiental debido a la contaminacién cada vez mayor de los
recursos hidricos, el aumento de las actividades humanas, los desechos
industriales y el cambio climatico; han tenido incidencia significativa sobre los
cuerpos de agua dulce. Por lo tanto, la reutilizacion del agua se esta introduciendo
cada vez mas como un método para mitigar la escasez de agua y al mismo tiempo
preservar el estado ambiental de los recursos de agua dulce restantes. Se
considera que una de las causas fundamentales en la contaminacion del agua se
origina en el crecimiento de la poblacion mundial y la creciente cantidad de aguas
residuales de lavanderia. La gran cantidad de descarga de aguas residuales de
detergente pararopa en el rango de 200—2100 litros/dia producido por los sectores
doméstico, industrial e institucional en la cantidad de descarga diaria tan solo en
una ciudad. Ello representa un recurso renovable potencial para la reutilizacion del
agua en una variedad de aplicaciones en los sectores agricola, industrial y urbano

que suple la escasez de agua existente (3).

En el Perq, la disponibilidad para el uso del agua potable presenta niveles bajos: a

nivel nacional solo el 85% tiene acceso a este recurso, mientras que en el contexto
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rural se estima que la cifra desciende a 66% y en el contexto urbano representa el
91%. Aunque esta Ultima cifraes mas alentadora, se ha podido determinar que gran
parte de la poblacion no tiene disponibilidad completa para el aprovechamiento del
agua. En comparacioén con el resto de América Latina, que presenta el 94% en
general, Perl es un pais con serios problemas para garantizar el acceso a este
recurso basico (4). Esto tiene efectos sociales asociados. Durante el afio 2009, se
pudo observar una notable deficiencia en el acceso al agua potable y demés
servicios como saneamiento basico, por lo que se produjeron enfermedades
diarreicas agudas (EDA) y parasitosis. (4). Sin embargo, su acceso y uso no
garantiza que las personas se encuentren excentas de involucrar su salud con el
uso domeéstico del agua. Los productos de limpieza utilizados en el hogar presentan
una gran cantidad de ellos tienen fosfatos 0 no son biodegradables, por lo que
terminan degradando el agua e impiden el crecimiento verde (1). La produccién de
los detergentes se da en gran cantidad de masay se tiene una mayordemanda con
respecto a los ultimos afios debido al aumento de la poblacion. Durante la
elaboracién de los detergentes se hace uso del alquilbenceno sulfonato de cadena
ramificada, este es un compuesto quimico no biodegradable y con gran capacidad
de contaminacion ambiental (5). Por ello, la descarga de estas agua contaminadas
en cuerpos de agua receptores termina perjudicando su calidad. Los sistemas
biolégicos de agua dulce son muy sensibles a diferentes ajustes centrados en el
hombre. La eutrofizacion de las vias fluviales como residuos y receptores de
residuos residenciales y modernos hace que la expansién de la corrupcién
ecoldgica a la que esté sujeta esta condicion (6). Uno que dltimamente se ha visto
involucrado y que resulta importante de analizar se encuentra en el departamento

de Junin

La laguna de Paca se considera como un cuerpo de agua léntico. Esta ubicada en
los Andes centrales del Perq, provincia de Jauja, departamento de Junin. Presenta
una latitud de 11°46'48"S y 75°30'13’"N y 3364 msnm. Abarca macrofitas
sumergidas y emergentes de 147.1 ha., controlada mediante Scirpuscalifornicus
totora. Esta especie ocasiona obstruccion en el efluente y esta ubicada en el sur del
sistema. La laguna de Paca tiene procedencia glacial, presenta batimetria irregular
con una profundidad de 16 my un volumen alrededor de 44 620 000 m3. Esta laguna
es aprovechada para el turismo y fines ludicos, ademas del consumo humano de
los pobladores que realizan trabajos de agricultura y ganaderia para su propio
consumo y comercio a pequefia escala. Esta region presenta un clima frigido, con

una temperatura de 11.4°C y una precipitacion de 649 mm, durante los meses de
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enero y marzo el climaes himedo. El desplazamiento de la laguna es producido
por los vientos norte—sur que originan regimenes de brisas con mayor impacto en
las tardes.

La presencia de restaurantes y la desembocadura de sus desagles tienen
incidencia sobre la contaminacion a la laguna de Paca. El empleo en gran cantidad
de detergentes produce residuos generados por la actividad del turismo y la
inadecuada gestion de la microcuenca que terminan convirtiéndose en fuentes de
contaminacion. Estos generan el incremento de la eutrofizacién, por lo que alteran
la biodiversidad y la tranquilidad de la biota. Es imprescindible analizar la comunidad
macro benténica de la laguna de Paca con el fin de determinar el grado de
degradacion ambiental; ya que la laguna de Paca pertenece al sistema

hidrobiolégico noreste del Mantaro (6).

En las Ultimas décadas, los métodos de biorrmediacion en los ambientes
contaminados tuvieron gran impacto. Una de sus aplicaciones es para la limpieza
de los derrames en las embarcaciones que conservan suministros petrolizados.
Para ello, se hace uso de bacterias y hongos que tienen el potencial de realizar la
descontaminacioén y la recuperacion de la naturaleza, también se hace uso en el
procesamiento de los efluentes industriales como municipales. Durante el
crecimiento de las bacterias y hongos en hidrocarburos se da el origen de los
biosurfactantes. Estos agentes son utilizados en compuestos con origen bioldgico
para reducir la tension superficial ya que tiene propiedades funcionales como
emulsificacién, ruptura de fases y remocion de la viscosidad; por ello, son
aprovechados para el tratamiento de los efluentes de distintas industrias. Estos
efluentes contienen biomoléculas que abarcan éacidos grasos, glicolipidos, N-
acilaminoacidos, lipopéptidos, diglicéridos y fosfolipidos. Los biosurfactantes son
altamente estables a altas temperaturas, pH y salinidad con una efectiva
selectividad (7).

La biorremediacion se eleva como parte de la biotecnologia que trata de resolver
los problemas de contaminacion utilizando criaturas vivas (microorganismos y
plantas) equipadas para corromper intensifica la torpeza de la naturaleza,

independientemente del suelo, los residuos, el lodo o el océano (8).

Las Pseudomonas aeruginosa pertenecen a las proteobacterias, ademas de que
son bacterias gramnegativas. Estas bacterias se encuentran en diversos ambientes

naturales como suelo, aguas pristinas, aguas contaminadas, plantas y animales.

15



Las cepas presentan gran potencial patégeno para el hombre, especies
invertebradas e incluso insectos. El desarrollo de esta bacteria se da mediante el
aprovechamiento de sustratos para la colonizacion de nichos en los que los demas
organismos son incapaces de asimilar los nutrimentos. El aislamiento de ésta
bacteria se da en el combustible de avion; asi como en soluciones de jabon y

clorhexidina (9).

1.1.1. Problema general

¢El método de biorremediaciébn con la aplicacion de las bacterias
Pseudomonas aeruginosa disminuyen la concentracion de benceno de las

aguas de la laguna de Paca, Junin 20227
1.1.2. Problemas especificos

e ¢ Qué caracteristicas fisico quimicas presentan las aguas contaminadas por los
detergentes (benceno) en la laguna de Paca, Junin 2022?

e ;Comoinfluye el pH en la disminucion de la concentracion del benceno en las
aguas de la laguna de Paca, Junin 20227

e ¢ Cuanto es el tiempo de degradacion del contaminante (benceno) en la laguna
de Paca, Junin 20227

1.2.0Objetivos
1.2.1. Objetivo general

Analizar la influencia de las bacterias Pseudomonas aeruginosa en la
concentracion de benceno de las aguas de la laguna de Paca con el método

de la biorremediacion, Junin 2022
1.2.2. Objetivos especificos

e Describir las caracteristicas fisico quimicos de las aguas contaminadas por los
detergentes en la Laguna de Paca, Junin 2022

e Determinar la influencia del pH en la disminucion de la concentracion del
benceno en las aguas de la laguna de Paca Junin 2022

¢ Determinar el tiempo de degradacion del contaminante (benceno) en la Laguna
de Paca, Junin 2022

1.3. Justificacion e importancia

1.3.1. Justificacion tedrica

16



El desarrollo de este estudio busca conocer si la técnica de biorremediacion
utilizando la bacteria Pseudomona aeroginosa mejora la calidad del agua en la
laguna de Pacay mitiga los efectos causados por la utilizacion de productos de
limpieza. Para ello, se medira si se logra cambiar las mezclas venenosas en
sustancias menos peligrosas para la naturaleza presente en la laguna de Paca.
Los resultados serdn incorporados como conocimiento a la ingenieria
ambiental, ya que se estaria demostrando el incremento en la calidad del agua

en la laguna de Paca.
1.3.2. Justificacion metodoldgica

El desarrollo experimental y la ejecucion del método de la biorremediacion en
la descontaminacion del agua de la laguna de Paca posterior a la comprobacion
de su efectividad y credibilidad seran aprovechadas para investigaciones

futuras y demas instituciones con caracter de investigacion.
1.3.3. Justificacion practica

Para el desarrollo de este estudio se tiene en consideracion la obligatoriedad
de mejorar la calidad del agua en la laguna de Pacacon la ejecucion del método
de biorremediacion con la bacteria Pseudomona aeroginosa.

1.3.4. Importancia

La degradacion bacteriana de compuestos toxicos es importante no solo para
la biorremediacion, sino también para la colonizacion de ambientes
antropogénicos hostiles en los que se utilizan biocidas. Este estudio con
Pseudomonasa aeruginosa amplia el conocimiento sobre la regulaciéon génica
de las enzimas que inician la degradacion de los detergentes de éster de
sulfato, que se produce en muchos productos de higiene y domésticos y, por
tanto, también en las aguas residuales. Como patdgeno oportunista, la
Pseudomonasa aeruginosa causa graves problemas de higiene debido a su
pronunciada resistencia a los biocidas y su versatilidad metabdlica, a menudo
combinada con su pronunciada formacion de biopeliculas. El conocimiento
sobre la regulacion de la degradacién de los detergentes, especialmente con
respecto a los ligandos de los reguladores de unién al ADN, puede conducir al
desarrollo racional de inhibidores especificos para restringir el desarrollo e
incremento de biopeliculas de Pseudomonasa aeruginosa en entornos
higiénicos. Ademas, puede contribuir a optimizar las estrategias de
biorremediaciéon no solo para los detergentes sino también para los alcanos,
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gue cuando se degradan se fusionan con la degradacion del éster de sulfato al

nivel de los alcoholes de cadena larga.

1.4.Hipotesis

Para el desarrollo de este estudio de investigacion, se formulé la hipétesis alterna
(Hi) y la hipotesis nula (HO) de la siguiente manera:

Hi: Las bacterias Pseudomonas aeruginosa disminuyen la concentracion de
benceno de las aguas de la laguna de Paca con el método de la
biorremediacion.

HO: Las bacterias Pseudomonas aeruginosa no disminuyen la concentracion
de benceno de las aguas de la laguna de Paca con el método de la

biorremediacion.
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1.5.Operacionalizacion de variables

Tablal
Operacionalizacion de las variables de estudios
. Descripcion Definicion . . . Escalade
Variable - Dimensiones Indicadores ..
conceptual operacional medicion
Es un bacilo flexible . pH=6 o _
pH extremadamente En la remocién de Niveles de pH oH = 8 Unidimensional
adaptable, benceno sera medido
Variable gramnegativo, de alto la variacion de los
independiente impacto, con una niveles de pH, tiempo
P motilidad unipolar, es de degradacion y la Niveles de Tiempo 1 = 24
Tiempo cierta oxidasa y puede concentracion de tiempo de : _ Horas
. i Tiempo 2 =48
crearse a altas bacterias. degradacion
temperatur 10). ., = .108
Pseudomonas emperaturas (10) Concentracion ¢l Cg (:6610 ) UEC/mL
aeruginosa de bacterias (18.108)
La concentracion de
El benceno es una , .
. L benceno serd medido
sustancia guimica en  funcion a  la
Variable Concentracion de liquida, mcollora o de variacion de la Variacion d.e,la Porcenta;e_c}e _
; color amarillo claro e concentracibn  concentracion Porcentaje
dependiente benceno . concentracion inicial y
cuando esta a . de benceno de benceno
final del benceno
temperatura exoresado en
ambiente.(11). P .
porcentaje
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CAPITULOIII

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

2.1.1. Antecedentes internacionales

Gomez (12) realizd un estudio descriptivo con el fin de determinar la relacion
de analisis costo-beneficio del método de biorremediacion. Se propuso a la
biorremediacion como una propuesta de solucion frente a la contaminacion de
los distintos cuerpos de agua; para ello se realiz6 un andlisis de diversas
metodologias de estudio de investigacion. Las bacterias gramnegativas se
consideran como responsables de la actividad depuradora. Estas se
encuentran en los recursos hidricos y son las Pseudomonas aeruginosas, las
bacterias aerdbicas, la quimioheterdétrofa, los moviles y de forma bacilar para el
desarrollo de su metabolismo hacen uso de enzimas lipoliticas. Estas bacterias
tienen un gran potencial de adaptacién a distintos ambientes, ya que sus
requerimientos nutricionales son bajos y se asocian con las plantas. Las
aplicaciones de este método para la remocion de contaminantes de los
recursos hidricos tienen ventajas como bajo costo de implementacion. Ello se
considera como una solucion simple y completa que tiene aplicacion en las
industrias tradicionales para el desarrollo de la economia del pais.

Por su parte, en Romero (13) se evaluaron microorganismos eficientes para la
remocion y reduccion de contaminantes en los cuerpos de agua. Estos
microorganismos aprovechan los contaminantes del agua como proveedor de
energia para el desarrollo de su metabolismo. Por ello, tuvieron como proposito
monitorear las transformaciones fisicas, quimicas y microbiol6gicas posterior a
la aplicacion del producto Versaklin. Ello se realizé en 10 puntos de una zanja
del municipio Guines, provincia Mayabque, Cuba. Este monitoreo se realizd
durante los siguientes intervalos de tiempo 0 h, 24 h y 48 h. Los investigadores
concluyeron que, a un tiempo de 24 hrs. posterior a la aplicacién del producto
Versaklin, se obtuvo la mayor eficiencia en la remocion de microorganismos de

los recursos hidricos contaminados.

Garcia (14) desarroll6 un estudio de investigacion donde analiz6 el proceso de
biorremediacion de hidrocarburos totales en las aguas residuales de Puyango.

Para ello, se realizd un cultivo de microorganismos que se encargan de reducir
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la presencia de hidrocarburos y sus derivados. Primero, se ejecutd la
caracterizacion de las aguas residuales, luego se identifico la presencia de
hidrocarburos de petréleo, asi como su caudal en un periodo de 7 dias. El
tratamiento consistié en la combinacion de las siguientes bacterias en su forma
solida: Acinetobacter sp., Pseudomonas sp. y Mycobacterium sp a una minima
concentracion de 4 x 108 UFC/mL. a un periodo de 30 dias. Luego se identificd
la concentracion de TPH cada semana, se grafico la variacion temporal para
cuantificar el % de remocion. Esta técnica de bioaumentacion tuvo eficiencia
significativa en la disminucién de TPH alrededor del 86 %. También, se observé
remociones de DQO 40 %, aceites y grasas en 50 %, tensoactivos 43 % para

el cumplimiento de los parametros ambientales.

Ara (15) determinaron las bacterias del proceso del método de biorremediacion
en el agua contaminada con nafta en un reactor de lecho fluidizado. Para el
desarrollo de los ensayos morfolégicos se analizé la morfologia celular y el de
las colonias y la reaccion que presentan posterior a la coloracion gram. Para el
andlisis de las caracteristicas fisioldgicas se utilizé un sistema biol6gico sobre
la capacidad de aprovechar la nafta como proveedor de carbono. Se aislé 162
morfotipos de colonias aisladas, de los cuales 75 % correspondieron a los
bacilos gramnegativos, 19 % grampositivos, 5 % cocos gramnegativos y 1 %
cocos grampositivos. Debido a la presencia de diversidad microbiana, se
observé un alto porcentaje de eliminacion de los contaminantes; asi mismo esta

operacion fue estable y eficiente.

En su investigacion, Ome (16) identific6 y analiz6 los aspectos durante la
aplicacion del método de biorremediacion para el tratamiento de aguas
residuales. EIl trabajo de investigacién se realizd mediante una revision
sistematica donde se pudo observar los siguientes resultados: pH (Q3) >
temperatura (Q2) > oxigeno (Q2) >nitrégeno (Q2) > fésforo (Q1) > DBOs (Q1).
A nivel mundial, no se pudo demostrar la aplicacion en tendencia de estos
meétodos; no obstante, en Asia, Europa y norte América se observd mayor
cantidad de aplicacion en cuanto a la tecnologia de bioaumentaciéon y
bioestimacién. De hecho, son las tecnologias quimicas (Q2) y fisicas (Q2) con
un alto indice de reporte. Se tom6 como referencia a los resultados obtenido
durante el desarrollo de esta investigacion para las instituciones ambientales,
guienes tienen la funcion de evaluar la calidad del agua, evaluar y disefiar a

través de sistemas de depuracion.
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Mays (17) realizé una investigacion con el propdésito de aislar, caracterizar e
identificar especies de Pseudomonas presentes en la biosfera de leguminosas
(plantas colonizadoras o sobrevivientes) en suelos esteparios contaminados
con petréleo para determinar cémo promueve el crecimiento de estas
leguminosas al reducir la toxicidad del petréleo derramado (hidrocarburos).
Para el analisis de las muestras, se hizo uso de un area de 50 m2. Con base en
la descripcion, identificacion y comparacion con la hierba desecante de UOJ, la
leguminosa analizada fue identificada como Samanea saman (Jacq.) Merr,
perteneciente a la familia Fabaceae. Durante el andlisis de los resultados de la
bioguimica y produccion de los pigmentos piocianina y fluoresceina se logré
determinar alrededor de diez aislados como P. fluorescens, 5 P. putida fuerte y

5 P. fuerte. aeruginosis.

Araujo (7) realiz6 un trabajo de investigacion con la finalidad de utilizar cepas
bacterianas para la remediacién del recurso hidrico contaminada con aceite
lubricante. Para ello, se analiz6 muestras recolectadas del Lago de Marcaibo.
Las cepas utilizadas durante el desarrollo se aislaron, luego fueron introducidas
a un ensayo de factibilidad, en el cual se us6 gasoil para proveer carbono.
También, se analizaron 7 sepas bacterianas que fueron eficientes en la
remocion de hidrocarburos. Luego se elaboraron cultivos con las sepas
bacterianas utilizadas mediante un andlisis de biotratabilidad. Se hizo uso de
tanques plasticos con capacidad de 25 L para el cultivo mixto (10 %), aceite
lubricante (7000 mg/L), parametros de nitrégenos y fosforo (0.5g/L; 0.75 g/L; 1
g/L). Se observo resultados significativos (P <0.05) en cuanto a los procesos
de cultivo, fertilizacion y aireacion en la degradacion del aceite. De otra forma,
se observd mayor remocion al rededor del 95% en los tanques inoculados,
fertilizados y aireados.

Fernandez (18) desarrolld6 un estudio que tiene como fundamento la
biorremediacion de tierras de cultivo y animales contaminados con petroleo, el
promedio de fugas de pozos abandonados, liberaciones naturales de petréleo
crudo. Este método implica el andlisis de la zona de impactoy el muestreo a
una profundidad de 15 cm. Las diferentes muestras fueron homogeneizadas y
colocadas en cuatro biorreactores tratados. Una muestra se tomé como blanco,
y el otro tratado con medio minimo de surfactante (MMS) para el desarrollo de
las bacterias. Las concentraciones de todos los hidrocarburos de petréleo

(THC) se determinaron por peso y durante 30 dias de tratamiento en suelo
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2.1.2.

limpio fue del 41 % y en suelo tratado fue del 61%, donde los valores se
encontraron encima del rango de la legislacion ambiental de Venezuela. Para
la seccion de asfalto, se observaron modificaciones durante las réplicas,
mientras que el suelo control se mantuvo constante, ya que las bacterias
lograron atacar la fraccion oleosa. El porcentaje de resina disminuy6 con el

tiempo, lo que fue mas pronunciado en las réplicas que en el suelo de control.

Jaramillo (19) realiz6 la descripcion de bacterias degradadoras de elementos
organofosforados en areas infectadas con pesticidas, en la zona de Cartagena,
Colombia. Las muestras fueron analizadas como una sola, donde una porcién
de ellas se utilizé para la eliminacion de pesticidas y la otra porcién de suelo se
llevé a una concentracion con pesticida organofosfato, monocrotofos por un
periodo de 30 dias. Luego se aislé las muestras de tierra con el fin de analizar
el potencial de las bacterias para su crecimiento en areas con presencia de
pesticida organofosfato. Se hizo uso de espectroscopia UV-VIS para
determinar el desarrollo de las bacterias y la degradacion del pesticida
mediante el método de cromatografia de gases. Con los resultados obtenidos
se observo que la familia enterobacteriaceae tuvieron alta capacidad en la
eliminacion de pesticida organofosforados debido a la presencia de un gen

ribosomal 16S.

Lujan (20) realiz6 una revision sistemética sobre el efecto de la Pseudomona
aeruginosa para la remocion de contaminantes en areas contaminadas con
materia organica, de dificil degradacién y metales altamente toxicos. Esta
bacteria tiene un alto potencial metabdlico, ademés se encuentra en
comunidades microbianas y es altamente resistente a los diversos agentes de
tratamiento quimico. Por ello, esta especie se considera como una de las méas
eficientes para el tratamiento de areas contaminadas asi como una corriente

biotecnoldgica.
Antecedentes nacionales

Castillo (21) tuvo como objetivo la biorremediacion del suelo de las zonas
impactadas por el derrame de petroleo de Condorcanchien Peru. Se obtuvieron
muestras de agua Y tierra infectada con petréleo crudo de la capa superficial (0
cm.—15cm.) de un derrame de petroleo en agosto de 2016 a 364 900 km. del
rio Quebrada de Uchichiangos, departamento de Amazonas. Se analizé una
muestra de suelo de 1 Kg. y una muestra de agua de 1 Lt. cada una dividida en

3 partes y se almacenaron asépticamente a4 °Cy se taparon desde la mafiana
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hasta la noche. Este procedimiento se realizd en la instalacién del laboratorio
IncaBiotec, ubicado en la division Tumbes, para su posterior analisis
microbioldgico y genético. EI método de biorremediacion in situ es uno de los
mas eficientes para la remocion y eliminacién de hidrocarburos de petréleo,
donde las bacterias utilizan a los hidrocarburos como proveedor de energia

para su posterior biodegradacion de los hidrocarburos y contaminantes.

Garzon (22) se planted como objetivo la revisién sobre la aplicacion de la
biorremediacion y su aporte en el al cumplimiento de uno de los objetivos de
desarrollo sostenible. El estudio tuvo una orientacion descriptiva mediante la
revision documental sobre las posibilidades y limitaciones que presenta esta
biotecnologia en el tratamiento de problemas de contaminacion. Entre las
principales tecnologias que se han registrado desde la década de 1970, la
biorremediacion ha demostrado ser rentable y eficiente en la remocion de
determinados contaminantes. La principal conclusion a la que se llega es que,
a pesar de los beneficios de las tecnologias de biorremediacion, existen
algunas dificultades en la aplicacion debido alas restricciones impuestas por el
sustrato y variabilidad ambiental, el potencial limitado de biodegradacion y la

viabilidad de los microorganismos de origen natural, entre otras.

Zapana (23) tuvo como objetivo estudiar la capacidad de las especies de
hongos filamentosos que se encuentran en este lago de efluentes con potencial
para la biorremediacion de cromo (VI1). Se aislaron catorce especies de hongos
filamentosos; solo se identificaron dos especies Penicilium citrinum y
Trichoderma viride, y una tercera cepa identificada como Penicillium sp. Los
hongos filamentosos demostraron ser totalmente tolerantes a concentraciones
de cromo (VI) de hasta 100 mg/L. Estas cepas flungicas mostraron un
crecimiento significativo en concentraciones de cromo (VI) de hasta 250 mg/L.
El analisis del indice de tolerancia (TI) revel6 que P. citrinum y T. viride
comenzaron a adaptarse a concentraciones de cromo (IV) de 250 mg/L y 500
mg/L, después de 6 y 12 dias, respectivamente. Cuando se expuso a
concentraciones mas altas de Cr (VI) (1000 mg/L), solo T. viride pudo mostrar
crecimiento (fase de mejora). Curiosamente, una de las respuestas
significativas de estas cepas fungicas al aumento de las concentraciones de
cromo (VI) fue un incremento en las enzimas lacasa secretadas. Los resultados
muestran tolerancia y adaptacion a concentraciones elevadas de cromo (VI) de
estas cepas de hongos, lo que sugiere su potencial como agentes efectivos
para la biorremediacion.
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Humanante (24) evalué el proceso del método de biorremediacion para la
eliminacion y reduccion de contaminantes. La aplicacion de este método ha
sido uno de los mas significativos y con bajo presupuesto para remover los
contaminantes de la naturaleza. No obstante, los resultados de este método
estan en funcion de las condiciones ambientales; por lo que se busca
tecnologias innovadoras que sean eficientes, rentables, amigables con la
naturaleza para una buena calidad de vida. Se recomendé que para estudios
posteriores sobre el método de biorremediacién se tiene que desarrollar un
andlisis previo teniendo en cuenta el aspecto ecolégico y econémico de las

areas contaminadas.

Oruna (25) realiz6 la recopilacion de informacion sobre los aspectos de la
biorremediacion de hidrocarburos en aguas contaminadas de forma tal que
pueda ser Util para futuros trabajos sobre este tema, asi como la mejora en
cuanto a estrategias existentes se refiere. Finalmente, se concluy6 que la
biorremediacion en los trabajos revisados, tuvo un desempefio satisfactorio,
demostrando que es una de las mejores alternativas de solucion en el
tratamiento de aguas contaminadas, debido a que este método, comparado
con otros, presenta un bajo costo y, a su vez, no representa otros peligros para

el ambiente.

Ugaz (26) determiné la eficiencia de surfactante generadas por la Pseudomona
spp. Estas especies son degradadoras de hidrocarburos comoel petréleo. Para
ello, se recopilaron muestra de suelo con presencia de petréleo, donde las
bacterias hicieron uso de este compuesto para su fuente de energia y carbono
alrededor de 24 horas a 96 horas y un 84.62 % respectivamente. Con los
resultados obtenidos se observd que alrededor del 92.42 % de bacterias
generaron biosurfactante con un rango de didmetro de 10 mm a 30 mm. La
concentracion se encontré de 1.0 g/L a 1.5 g/L y presentaron una eficiencia del
35 %, 31 % y 19 % de la pseudomona sp. 2HI, Pseudomona sp. 8JU,
Pseudmona sp. 4CF respectivamente. También, se observo la elaboracion de
surfactantes mediante las bacterias degradadoras de petréleo y su eficiencia

elevada en la remocién de contaminantes de los suelos.

Pellizzari (27) investigaron el parametro de resistividad al arsénico en cultivo
puro de Pseudomonas aeruginosa aislada de aguas subterrdneas en la
provincia de Chaco. Para ello, se analiz6 la capacidad de remover este

contaminante presente en los diversos recursos hidricos. Estas cepas se
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inmovilizaron sobre una rocay se cultivaron en salmuera a una concentracion
de 1 mgAs/L. Con los resultados obtenidos, se logré evidenciar la resistencia
al arsénico y formacion de biopeliculas que conducen a interacciones entre las
células, el suelo y el arsénico. La eliminacién del contaminante se realizd
durante un periodo de 3 meses logrando de esa manera una eliminacion del
60%.

Hernandez (28) realiz6 un estudio de investigacion con la finalidad de utilizar el
método de biorremediacion para degradar plaguicidas y transformarlos en
sustancias mas sencillas y con bajo indice de contaminacion a través del
metabolismo de la especies degradadoras. Asi mismo se definieron y
precisaron los hongos y bacterias que se usan en el proceso de
biorremediacion de plaguicidas como organososforados en suelos agricolas.
Se realiz6 una revision sistematica de diferentes fuentes académicas. Durante
la recopilacion de informacion, se observéO que el clorpirifés es el
organofosforado con mayor estudio y las especies mas utilizadas en el proceso
de biorremediacion son el Bacillus y Pseudomonas. La eficiencia de este
método estd en funcién de la capacidad de los microorganismos, su
biodisponibilidad y condiciones ambientales como temperatura, pH, tipo de
suelo y presencia de inéculos.

Hormaza (29) realizaron un trabajo de investigacion con el fin de determinar la
incidencia del compost de estiércol de animal para el proceso de
biorremediacion de metales pesados en tierras con presencia de relaves
mineros. Para ello, se hizo uso del método hipotético—deductivo, de nivel
explicativo con disefio preexperimental. Para el andlisis de la muestra se hizo
uso del estiércol de vacuno, ovino y cuy. Se obtuvieron 8 biopilas con
composiciones diversa de sustrato de malta, jora y levadura. Durante el andlisis
de los suelos contaminados se observé que este presenta altos indices de
contaminacion con mestales pesados que estan encima de la normatividad
ambiental, con valores de 117.4 mg/kg., 9137 mg/Kg.y 11 851 mg/Kg. de Cu,
Pb, y Zn respectivamente. Se alcanzdé una mayor eficiencia de remocion de

plomo en un ambiente aérobico del 90.42% y sustrato del 91.99%.

Apaza (30) realizé una investigacion con el fin de determinar las especies que
es usan en el proceso de biorremediacion para eliminar los metales pesados
de efluentes mineros con cianuro. Por ello, se realiz6 una revision sistematica

de diversas fuentes confiables de informacién. Se identifico a las principales
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especies de remocion de cianuro donde las principales fueron las
pseudomonas y bacillus. Asi mismo, se determind la importancia de factores
comopH, temperatura, concentracionde biomasas y cianuro para obtener altos
porcentajes de remocion del cianuro. Este método de biorremediacion tomoé
mayor aplicacion durante los Ultimos afios, no obstante, se evidencio que en
nuestro pais hay necesidad de realizar mas investigaciones a un nivel piloto y

planta.

2.2. Bases teodricas

2.2.1.

2.2.2.

Contaminacion ambiental

Histéricamente, la extraccion de recursos ha causado cambios ambientales
dramaticos en todo el mundo. Si bien la mineria y la extraccion de petréleo han
transformado paisajes y contaminado el aire y el agua dondequiera que hayan
tenido lugar, el conocimiento de cémo se han experimentado y vivido estas
transformaciones ambientales en diferentes partes del mundo sigue siendo
fragmentario. A partir de ello, se busca brindar nuevos conocimientos sobre las
historias ambientales de la extraccion de recursos, particularmente en el Sur
Global, donde las industrias extractivas se han intensificado notablemente
desde 1950. A partir de estudios recientes de historia ambiental, es necesario
extender el andlisis con el imperialismo, el capitalismo y la desigualdad
ambiental en localidades africanas, asiaticas y latinoamericanas de extraccion
de recursos. Ademas, basandonos en el marco analitico de la ecologia politica,
examinamos por qué las protestas contra las industrias extractivas ocurrieron
0 no en sitios especfificos. Dada la creciente demanda mundial de recursosy
las apremiantes cuestiones actuales sobre cémo vivir en el Antropoceno, es
oportuno analizar las practicas de produccion, la contaminaciony las protestas

en la historia mundial (31).

Evidencia sobre el impacto de la contaminacion del agua

El Congreso aprobd la Ley de Agua Potable Segura (SDWA) en 1974 para
salvaguardar la salud publica al permitir la regulacién federal del suministro
nacional de agua potable. Esta norma de control ambiental establece
estdndares basados en la salud para contaminantes comunes y supervise el
cumplimiento de estos estandares. Enmendada en 1986 y 1996 para fortalecer
y extender las reglas originales, la SDWA sigue siendo la principal ley federal

sobre el agua potable de la nacion (32).
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2.2.3.

La SDWA se aplica a todos los méas de 160 000 sistemas publicos de recurso
hidricos en los Estados Unidos. Ademas, se encargan de proporcionar agua a
casi todos los estadounidenses en algin momento de sus vidas. El agua para
los sistemas publicos de agua se extrae de pozos subterraneos o fuentes de
agua superficial, incluidos rios y lagos, y pasa por instalaciones de tratamiento
antes de llegar a los sistemas de distribucion (32). Segun las pautas
establecidas por la SDWA, las pruebas de contaminacion las realiza un tercero.
Los limites maximos de contaminantes (MCL) se establecen como los
requisitos estatales y federales mas estrictos y las concentraciones por encima
de estos limites incurren en violaciones. Las pautas de prueba, incluida la
frecuencia, la ubicacion y las acciones de seguimiento, estan determinadas por
el tipo de contaminante, el tamafio de la poblacion atendida y otros parametros
(32).

En comparacion con la contaminacion del aire, ha habido relativamente poca
investigacion sobre la incidencia de la contaminacion de los recursos hidricos
en la salud en paises altamente desarrollados como. A diferencia de la
contaminacion del aire, los datos sobre la contaminacién del agua son mas
dificiles de obtener y menos conducentes a estimar los efectos sobre la salud.
Por ejemplo, aunque la calidad del agua se monitorea continuamente, los datos
se informan solo cuando ocurren infraccionesy solo se puede acceder a ellos
a gran escala mediante la presentacion de una solicitud de la Ley de Libertad

de Informacion (32).
Efectos de la contaminacion del agua en la salud humana

Existe una mayor asociacién entre contaminacion y problema de salud. Las
especies responsables del origen de infecciones y enfermedades son los
patogenos y estos patégenos propagan enfermedades directamente entre los
humanos. Algunos patégenos estan en todo el mundo; de hecho, algunos se
encuentran en un area bien definida. Muchas enfermedades transmitidas por
el agua se estan contagiando de hombre a hombre. Las fuertes lluvias y las
inundaciones estan relacionadas con el clima extremo y crean diferentes
enfermedades para los paises desarrollados y en desarrollo. Alrededor de un
10% de los habitantes requieren alimentos que emplean comofuente a recurso
hidricos contaminados. En consecuencia, se transmite una gran cantidad de
enfermedades infecciosas ya que los cuerpo de agua presentan contaminantes
fecales que dan como resultado una ruta de infeccion fecal-oral (33). El riesgo
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para la calidad de vida asociado con la presencia de contaminantes en los
recurso hidricos originan enfermedades diarreicas, respiratorias, trastornos
neurolégicos entres otras enfermedades (34). Los productos quimicos
nitrogenados son responsables del cancer y del sindrome del bebé azul. La
tasa de mortalidad por cancer se presenta con mayor indice de incidencia en
las zonas rurales porque los habitantes urbanos usan agua tratada para beber,
mientras que la gente rural no tiene instalaciones de agua tratada y usa agua
sin procesar. Las personas pobres corren un mayor riesgo de contraer
enfermedades debido a un saneamiento, higiene y suministro de agua
inadecuados. El agua contaminada tiene grandes efectos negativos en
aquellas mujeres que estdn expuestas a quimicos durante el embarazo;
conduce a una mayor tasa de bajo peso al nacer como resultado de que la
salud fetal se ve afectada (32).

El agua de mala calidad destruye la produccion de cultivos e infecta nuestros
alimentos, lo que es peligroso para la vida acuéatica y humana. Ademas, las
diversas especies contaminantes alteran significativamente la cadena
alimenticia acuéatica que por consecuencia los peces tienen un sistema
respiratorio dafiado. Una obstruccién de hierro en las branquias de los pecesy
es letal para los peces, cuando estos peces son consumidos por humanos
conduce a un problema de salud importante. El agua contaminada con metales
provoca pérdida de cabello, cirrosis hepética, insuficiencia renal y trastornos

neurales (33).
Clasificacion de los contaminantes del agua

Los recursos hidricos presentan diversos contaminantes como compuestos
quimicos naturales y sintéticos o iones que ingresan al agua a través de
diversas actividades y presentan un riesgo potencial para el ecosistema. Los
contaminantes del agua se dividen ampliamente en dos categorias: (1)
contaminantes organicos y (2) contaminantes inorganicos, que ademas se
pueden subdividir en otras categorias (35).

A. Tintes organicos

Los colorantes son moléculas organicas complejas que consisten en
cromoforos y auxo-cromos. El cromoéforo es responsable de la produccion
de color, mientras que el auxocromo es un grupo funcional adjunto al
croméforo que ayuda a que el tinte se una al objeto. Los grupos acido

carboxilico, amino, acido sulfénico e hidroxilo son ejemplos tipicos de
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auxocromos. Los auxocromos no imparten ni participan en la produccioén
de color, pero su presencia cambia el color y también influye en la
solubilidad del tinte. Durante muchas décadas, los tintes se han utilizado
en telas para impartir colores que no son faciles de quitar y son resistentes
al calor, detergente, etc. Mas de 100 000 tipos de tintes organicos estan
disponibles comercialmente en el mercado con una produccién anual de
7.10° toneladas por afio. El uso de tintes es omnipresente en las industrias

de curtido de cuero, papel y textil para tefir papel y telas (35).
Pesticidas

Los plaguicidas son productos quimicos organicos que se utilizan para
controlar plagas, insectos (por ejemplo, mosquitos, roedores, garrapatas,
etc.), hongos y hierbas, y para prevenir malezas, enfermedades e
infecciones de insectos en los cultivos. Esto da como resultado un flujo
invisible de pesticidas hacia el nivel freatico. Estos productos quimicos son
beneficiosos para los seres humanos hasta cierto punto, ya que pueden
controlar los efectos nocivos y las enfermedades al matar las plagas, pero
el uso extensivo de tales productos quimicos contamina el medio ambiente
y amenaza la salud publica. En los Estados Unidos, el uso anual de
pesticidas convencionales es de aproximadamente 1000 millones de libras
y de estos 750 millones a 800 millones de libras se utilizan en la agricultura.
Los residuos de plaguicidas se consideran una de las causas principales
de contaminacion organica. Los plaguicidas pueden disolverse faciimente
en agua Yy luego es dificil extraerlos (35).

Ingredientes farmacéuticos

Los farmacos son esenciales en la mejora de la calidad de vida en
humanos y animales. Sin embargo, los efluentes de la industria
farmacéutica contienen precursores de farmacos (incluidos organismos
patdgenos y elementos radiactivos) y antibiéticos y, a menudo, se eliminan
de forma invisible en los cuerpos de agua. Ademas de la eliminacién
directa en el agua por parte de la industria, los compuestos activos
farmacéuticos (PhAC) también ingresan al sistema de agua a través de la
excrecion (orina y heces) después del consumo de medicamentos, o
cuando se eliminan como medicamentos caducados o sin usar (36). Los
farmacos mas utilizados son el paracetamol, el ibuprofeno, el diclofenaco,

el citalopram, el naproxeno, el acido acetilsalicilico y la carbamazepina.
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Estos no son biodegradables, pues contienen elementos radiactivos y su
ingesta excesiva a traves del agua contaminada tiene un efecto nocivo
para la salud (37). Aunque algunos ingredientes farmacéuticos tienen una
baja persistencia en el medio ambiente, la tasa de liberacién de efluentes
farmacéuticos en las corrientes de agua es mucho mayor que la tasa de

transformacion (38).
Cuidado personal y cosméticos

Las materias usadas en el cuidado personal y los cosméticos se utilizan
ampliamente en todo el mundo en grandes cantidades. Ello resulta en la
liberacion continua e invisible de productos o ingredientes de higiene
personal y cosméticos al medio ambiente. En conjunto, estos impactan en
la vida de los seres vivos, ya que estos son bioactivos, altamente
persistentes en el medio ambiente y también pueden bioacumularse (39).
El cuidado personal y los cosméticos incluyen cualquier producto que se
aplica en la parte externa del cuerpo, como la piel, las uias, el cabello, los
labios y los 6rganos genitales externos, o la higiene bucal, comolos dientes
y la membrana mucosa de la cavidad oral con el fin de hacer limpiarlos,
protegerlos de gérmenes, prevenir malos olores, cambiar de apariencia y
mantenerlos en buenas condiciones (40). A diferencia de las drogas
farmacéuticas, los productos cosméticos y de cuidado personal pueden
consumirse solo para uso externo. Por lo tanto, es méas probable que
ingresen al medio ambiente en grandes cantidades debido a las
actividades humanas, por ejemplo, durante el bafio o el lavado, y causen
maés problemas a los sistemas ecoldgicos: los jabones, los tintes para el
cabello, las pinturas para las ufias, las fragancias, los emulsionantes, los
absorbentes de ultravioleta, los acrilatos, los conservantes y los
antioxidantes son ejemplos comunes de productos cosmeéticos y de
cuidado personal de uso diario. Algunos de estos son peligrosos para la
salud y la exposicion intensa a tales cosméticos quimicos puede causar
cancer, alteraciones endocrinas, mutaciones, alergias y toxicidad

reproductiva (35).
Hidrocarburos poliaromaticos

Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAH) son una clase de
contaminantes organicos del agua que estan recibiendo un interés

considerable en todo el mundo debido a su toxicidad cancerigena vy
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mutagénica cronica. Los PAH son generalmente lipofilicos y exhiben una
minima solubilidad en agua. Ademas, el PAH presenta caracteristicas
comosu solubilidad que al entrar en contactocon el agua aumenta su peso
molecular, lo que les permite asentarse y acumular sedimentos en el fondo
de los recursos hidricos. Los PAH consisten en dos o mas anillos de
hidrocarburos arométicos fusionados y son muy persistentes en un entorno
que disminuye con un aumento de varios anillos aromaticos. Los PAH
tienen una aplicacion de fabricacion principalmente industrial como
reactivos intermedios en productos fotogréficos, tintes, productos
farmacéuticos, plasticos termoendurecibles y otras industrias quimicas. La
naftalina es el ejemplo mas simple de PAH (35).

Derrames de petréleo

El petréleo es un importante contaminante organico del agua que puede
ingresar a los cuerpos de agua a partir de fugas de tortas de petrdleo,
derrames de petréleo durante el transporte a través de barcos y refinerias,
y aguas residuales industriales. La contaminacion por petroleo en el agua
puede ser en formade lubricantes, grasas, liquidos de corte, hidrocarburos
livianos (p. e€j., queroseno, gasolina y combustible para aviones) e
hidrocarburos pesados (p. €j., grasa, alquitran, aceite diésel y petréleo
crudo) (41).

. Metales pesados

El uso de metales pesados esta generalizado en productos cosmeéticos,
automdéviles, metalizado, galvanoplastia, operaciones mineras, baterias,
etc. Los metales pesados mas utilizados y altamente téxicos que se liberan
en las aguas residuales industriales son Zn, Ni, Pb, Hg, Cd, Cu, Cry Pd.
Unos pocos elementos trazan (como Zn, Cu, Mg y K) son esenciales para
regular los procesos bioquimicos y el metabolismo en el cuerpo humano,
pero solo dentro de ciertos limites. Un exceso de estos metales pesados
puede dar lugar a importantes problemas de salud, como exceder la
concentracion recomendada de Ni(ll) en el agua provoca cancer,
infertilidad, insomnio y trastornos de la piel, los pulmones vy los rifiones. El
Hg y el Pb son neurotoxicos que atacan directamente al sistema nervioso
central y tienen otros efectos nocivos, como disfunciones renales,
hepéticas y del aparato reproductor, vémitos, mareos, dolor toracico, etc.
(35).
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H. Sustancias radioactivas

Las actividades antropogénicas y naturales en su mayoria causan
contaminacion radiactiva o radiolégica del agua. Las actividades
antropogénicas incluyen la eliminacion de desechos nucleares, las
pruebas de armas nucleares, las emisiones de las plantas de energia
nuclear, los derrames de la extraccion de combustible nuclear y la
fabricaciony el uso de fuentes radiactivas (42).

I. Sales inorganicas

Varias sales 0 aniones inorganicos, como las sales de nitrato, amonio,
fosfato y sulfato, contribuyen a la contaminacion del agua y deterioran la
calidad del agua. EI amoniaco y las sales de amonio se utilizan
principalmente en la agricultura (como fertilizante), en la industria
(fabricacion de plasticos, papel, caucho, etc.), en el procesamiento de
metales (como refrigerante) y como agentes de limpieza y aditivos
alimentarios. El nitrato de amonio se usa ampliamente en materiales
explosivos, construccion civil y mineria. El exceso de sales de amonio en
el cuerpo produce disfuncion del sistema nervioso, dafio renal, toxicidad

para la reproduccion, embriotoxicidad, acidosis y edema pulmonar (35).
2.2.5. El efecto de los detergentes en los ecosistemas acuaticos

La discusion sobre el impacto ambiental de los detergentes se ha centrado
generalmente en la descarga de aguas residuales industriales y domésticas en
las aguas receptoras. La degradacion incompleta de los tensioactivos conduce
al desarrollo de espuma masivaen los arroyos y rios cercanos a las presas. De
hecho, los surfactantes pueden descomponerse solo bajo ciertas condiciones
proporcionando microorganismos especiales para su degradacion. Segun la
literatura especializada, uno de los principales problemas en los Ultimos afios
es la contaminacion de las diversas fuentes de agua, lo cual se debe a la alta
toxicidad y biodisponibilidad de compuestos quimicos como los detergentes.
En general, uno de los problemas que provoca una alta concentracién de
detergente en el medio acuético es la produccién de una capa de espuma en
la superficie de las aguas. Esto hace que estos compuestos reduzcan la tasa
de penetracion de oxigeno del aire en el agua, lo que resultado en la adsorcion

defectuosa de oxigeno disuelto por parte de organismos acuaticos (43).

A. Efectode los detergentes en el pescado
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Como se menciond, por sus caracteristicas especiales, los componentes
de los detergentes tienen un efecto sobre el ecosistema acuatico y son
responsables de la alteracién de pardmetros fisicos y quimicos de las
aguas naturales como temperatura, salinidad, turbidez y pH. Los
resultados de la disminucién de la calidad del agua causan las tendencias
fisiolégicas y bioquimicas en los peces y afectan la dosis de oxigeno
disuelto utilizado en los peces. Ademas, la acumulacion de detergentes en
el agua en poco tiempo puede perturbar la vista de los peces y también
puede causar dafios en sus branquias (44).

Efecto de los detergentes sobre los hongos

La amplia difusion de detergentes de diferentes fuentes en los cuerpos de
agua es conocida como una de las causas fundamentales del deterioro de
la calidad del agua. Especies como los hongos tienen un rol fundamental
para la remocion de contaminantes, por lo que son un miembro importante
del ecosistema y tienen incidencia directa en la cadena alimentaria.
Ademaés, diversos contaminantes como componentes del detergente
pueden afectar a este importante organismo vivo. Los surfactantes tienen
la capacidad de aumentar la solubilidad de los sustratos hidrofébicos, lo

gue resulta en una mayor toxicidad de los mismos (45).
Efecto de los detergentes en la planta.

En base a las caracteristicas del detergente antes mencionadas, los
detergentes son dafiinos para la vida vegetal, especialmente para las
plantas acuaticas. El proceso de eutrofizacion es el resultado de la
descarga de detergente en los cuerpos de agua debido a una alta
concentracion de fosfatos. Este proceso es un regalo importante para la
vidamarina, comolas algas y los corales. Ademas del efecto directo de los
detergentes sobre los cultivos acuaticos, la disminucion de las poblaciones
de plantas marinas puede tratar indirectamente a las especies marinas que
dependen de ellas para su alimentacion, hogar, proteccion o lugar para
desovar (46).

Efecto de los detergentes sobre las bacterias

Las aguas naturales en base a sus caracteristicas cualitativas se
componen de diferentes tipos de microorganismos. La diversidad y
densidad de bacterias en los recursos hidricos pueden verse afectadas por
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la descarga de detergentes, que pueden tener efectos biolégicos y
econOmicos inapropiados. Las caracteristicas  bactericidas vy
bacteriostaticas de los agentes de limpieza se han informado durante
muchos afos. Investigaciones anteriores confirmaron que los detergentes
sintéticos tienen diferentes propiedades antibacterianas debido a sus
caracteristicas y pueden limitar las actividades metabdlicas y el indice de

desarrollo de las bacterias acuaticas (43).
E. Elefectode los detergentes en el tratamiento de aguas residuales

La calidad de los efluentes generados por la produccién de detergentes y
limpiadores es mas importante que su cantidad debido a las altas
concentraciones de productos quimicos. El consumo doméstico e industrial
de detergente produce aguas residuales, causa de muchos problemas
ambientales (46). Los resultados de la caracterizacion de aguas residuales
por Papadopoulos et al (47) mostr6 que los efluentes de las industrias de
detergentes presentan un alto contenido de materia organica. Los
resultados confirmaron la baja biodegradabilidad de las aguas residuales
debido a la baja relacion entre la demanda biolégica de oxigeno (DBO)sy
la demanda quimica de oxigeno (DQO), con una DBOs de 250 mg/L a 6300
mg/L y una DQO de 2400 mg/L a 26 400 mg/L. Ademas, las sustancias
activas de azul de metileno (ABS) aparecieron en altas concentraciones
(180 L/mg — 16 900 L/mg), asi como sulfatos y amoniaco. Otro parametro
importante fue el pH, que tuvo una amplia variacion (2.7-11.6) (47).

2.2.6. Historia de los detergentes

La referencia literaria mas antigua al jabon es una tablilla sumeria del afio 2200
a.C. donde se registra una formula de jabdn que consta de agua, alcali y aceite
de casia, pero no se sabe exactamente cuando se descubrié. La produccion
industrial de jabon (grasas y aceites hirviendo con un alcal)) se mantuvo
basicamente igual hasta 1916, cuando se desarroll6 el primer detergente
sintético en Alemania en respuesta a la Primera Guerra Mundial, ya que se dio
una falta de materia prima como las grasas para hacer jabon. Los jabones
tienen una ventaja sobre los sistemas de tensioactivos sintéticos incorporados
con respecto a la redeposicion de la suciedad y el mantenimiento de la
blancura, actian como su propio ablandador de agua y, por lo tanto, cuando
hay suficiente jabon para formar espumay lavar, el agua ya se ha ablandado.

La necesidad de agentes anti-redeposicion comenzo6 con la introduccion de
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detergentes para ropa de multiples componentes basados en tensioactivos
sintéticos, aunque los tensioactivos sintéticos ayudan a prevenir la
redeposicion de la suciedad hasta cierto punto, este efecto no es muy
pronunciado, lo que hace que sea necesario un auxiliar de retencion de la
blancura (48).

Sin embargo, el paso a un sistema de adyuvante sin fosfato aumento la
complejidad general de los detergentes en polvo. Ademas de unir iones de
dureza, el fosfato proporciona una serie de otras funciones que son
fundamentales para la eliminacion y limpieza eficientes de la suciedad. Estos
incluyen la peptizacion o ruptura del suelo, la dispersion del suelo, la
suspensién y la amortiguacion del pH. Eliminar el fosfato de las formulas de los
detergentes requeria que los fabricantes identificaran otros activos que
pudieran cumplir su funcion multifuncional. Hoy en dia, los polvos de fosfato
cero contienen zeolitas y/o silicatos de capa para el control de la dureza,
polimeros de policarboxilatos para la suspension del suelo, acido citrico para la
peptizacion y dispersion del suelo, asi como para el control del pH y carbonato

para el control del calcioy la amortiguacion (48).
2.2.7. Composicién de detergentes de lavanderia
A. Tensioactivo

El término agente tensioactivo representa una molécula heterogénea y de
cadena larga que contiene restos hidrofilos e hidrofobos. Al variar la parte
hidrofoba e hidréfila de un tensioactivo, se pueden ajustar una serie de
propiedades, p. capacidad humectante, capacidad emulsionante,
capacidad dispersiva, capacidad espumante y capacidad de control de la

formacion de espuma (48).
El tensioactivo:
1) Mejora la capacidad humectante del agua
2) Afloja y elimina la suciedad con la ayuda de la accién de lavado
3) Emulsiona, solubiliza o suspende la suciedad en la solucion de lavado
B. Constructores

Los constructores son el segundo ingrediente mas importante del

detergente porque mejoran o “construyen” la eficacia de limpieza del
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tensioactivo. Los constructores estan disefiados para hacer lo siguiente
(48):

1. Suaviza el agua uniendo los minerales del agua dura
2. Previene los iones de dureza del agua

3. Ayuda a que los surfactantes se concentren en eliminar la suciedad
de las telas

4. Aumentar la eficiencia del surfactante

5. Proporcionar un nivel deseable de alcalino para ayudar en el proceso
de limpieza

6. Dispersar y suspender la suciedad para que no se vuelva a depositar
en la ropa

C. Zeolita

D.

La zeolita es un agente secuestrante de iones metalicos multivalentes.
Diversos iones presentes en el agua dura del grifo comolos iones de calcio
y magnesio formanuna sal con tensioactivos aniénicos cuyo punto de krafft
es mucho mas alto que la temperatura ambiente. La sal tensioactiva de
alto punto de krafft se precipita fuera de las soluciones limpiadoras,
perdiendo asi sus propiedades tensioactivas. La zeolita secuestra los iones
multivalentes y evita que los tensioactivos anidnicos se precipiten de las
soluciones (48).

Agentes alcalinos

Una condicion alcalina en una solucion limpiadora es util para dar cargas
negativas a los suelos y sustratos. El carbonato de sodio y los silicatos de
sodio son ejemplos tipicos de dichos agentes alcalinos. La suciedad
aceitosa que contiene acidos grasos puede eliminarse espontaneamente
en soluciones alcalinas debido a la formacion de jabones en la suciedad
(48).

Inhibidor corrosivo

El inhibidor de corrosién, generalmente silicato de sodio, ayuda a proteger
las piezas de la lavadora de la corrosion. Los liquidos ligeros disefiados
para lavar platos a mano no contienen inhibidores de la corrosion, ya que

no estan destinados para su uso en una lavadora (48).

37



F. Los coadyuvantes

Los coadyuvantes de procesamiento cubren una lista considerable de
ingredientes como sulfato de sodio, agua, solventes como el alcohol o el
sulfonato de xileno. Estos proporcionan al producto las propiedades fisicas
adecuadas para su uso previsto. El sulfato de sodio, por ejemplo, ayuda a
proporcionar polvos crujientes y de flujo libre. Los alcoholes se utilizan a
menudo en productos liquidos donde sirven como disolventes para los
ingredientes del detergente, ajustan la viscosidad y evitan la separacion
del producto (48).

G. Colorantes

Se agregan colorantes para dar individualidad al producto o resaltar un
aditivo especial que contribuye al rendimiento del producto. Ademas, los
colorantes azules pueden proporcionar un azulado que imparte un color

azul/blanco deseable a las telas blancas (49).
H. Benceno

Los tensioactivos a base de benceno mas utilizados en los detergentes
para ropa son los sulfonatos de alquilbenceno (ABS) y los sulfonatos de
alguilbenceno lineales (LAS). Los tensioactivos reducen la tension
superficial entre el liquido y las manchas de la ropa, suspenden las
particulas de suciedad en el agua y facilitan su disolucion y lavado. El aire
interior tiene altos niveles de benceno, emitido por productos domésticos
como detergentes, pintura y cera para muebles. Irrita la piel, la nariz y los
0jos, y es toxico para la vida acuética (50).

2.2.8. Biorremediacion

La biorremediacion es un proceso que utliza principalmente
microorganismos, plantas o enzimas microbianas o vegetales para
desintoxicar los contaminantes en el suelo y otros ambientes. El concepto
incluye la biodegradacion, que refiere a la transformacion o desintoxicacion
parcial, y a veces total, de contaminantes por parte de microorganismos y
plantas. La degradabilidad de un contaminante organico a sustancia
inorganicas se da mediante el proceso de mineralizacion que es llevada a cabo
por diversos microrganismos. El cometabolismo es otro término mas restrictivo
gue se refiere a la transformacion de un contaminante sin la provision de

carbono o energia para los microorganismos que lo degradan (11).
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2.2.9.

El proceso de biorremediacion aumenta la tasa de degradacion microbiana
natural de los contaminantes al complementar los microorganismos autéctonos
(bacterias u hongos) con nutrientes, fuentes de carbono o donantes de
electrones (bioestimulacion, biorestauracion) o al agregar un cultivo que
presenta alto contenido de especies con capacidad de degradar contaminantes
en un periodo de tiempo reducido (bioaumentacién). El objetivo de la
biorremediacion es no la eliminacion sino la reduccion los niveles de
contaminantes a niveles indetectables, no toxicos o aceptables, es decir, dentro
de los limites establecidos por las agencias reguladoras o, idealmente,
mineralizar completamente los organocontaminantes a diéxido de carbono
(12).

El método de biorremediacion, asi como el procesamiento de aguas residuales
y la descontaminacioén de suelos, estan en funcion del potencial de las bacterias
para utilizar compuestos organicos toxicos, como disolventes o detergentes,
como sustratos de crecimiento. La presencia de tales compuestos toxicos es
generalmente un desafio para las bacterias y requiere mecanismos de
protecciébn que consumen energia, como bombas de expulsion (1) y
chaperonas (2). Si el compuesto toxicoes la Unica fuente de energia y carbono,
este desafio aumenta porque las células bacterianas tienen que absorber y
exponer su membrana celular y citosol a estos quimicos. Dado que la energia
necesaria para la proteccion contra este estrés quimico tiene que originarse en
el catabolismo del sustrato toxico, este proceso requiere adaptaciones
elaboradas para proporcionar una regulacion bien equilibrada del catabolismo
y los mecanismos de proteccién para evitar el dafo celular perjudicial (51).

Tipos de biorremediacién
Segun la estrategia de biorremediacion

o Bioestimulacion. Esta técnica consiste en el aprovechamiento de las
propiedades de los microorganismos que se encuentran en los recursos
hidricos o suelo para incrementar su metabolismo y desarrollo. Asi, se
lleva a cabo el proceso de degradacién de sustancia contaminantes. De
esta manera, este proceso hace uso de nutrientes para altera los
parametros de un area contaminada (52).

o Bioaumentacion. Esta técnica de biorremediacion consiste en la

utilizacion de bacterias u hongos que presentan el potencial de degradar
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sustancias contaminantes dentro de un éarea infectada. Por ello, se

requiere optimizar y mejorar este proceso (52).
Segun donde se hace la biorremediacion

o Biorremediacion in situ. Este proceso ocurre en el mismo lugar donde
se encuentra la presencia de contaminantes, evitando asi el transporte
de las muestras. Se hace uso de este método cuando el volumen a
evaluar o analizar es demasiado grande o el area presente altos
indices de contaminacion (10).

o Biorremediacion ex situ. Este proceso se realiza posterior a la
extraccion de muestras ya sea de agua o tierras contaminadas. Se
llevan a cabo en laboratorio especializados y se trabaja con

cantidades pequefias de muestras (10).
Segun los organismos usados para la biorremediacion

o Degradacion enzimética. Este método se lleva a cabo mediante la
incorporacion de enzima a las é&reas contaminadas para la
degradabilidad de los agentes contaminantes.

o Biorremediacion microbiana. Este proceso hace uso de bacterias y
hongos para la remocion de contaminantes; ademas, se usan
microorganismos con alta capacidad de hacer uso a los contaminantes
como fuente para su metabolismo (10).

o Fitorremediacion. Este proceso es realizado por las plantas y se tienen
diversos tipos segun sus caracteristicas y propiedades de las plantas
como su capacidad de degradacion, inmovilizacion, entre otros (10).

2.2.10. Bacteria Pseudomona aeroginosa

Es un bacilo flexible extremadamente adaptable, gramnegativo, de alto
impacto, con una motilidad unipolar, es cierta oxidasa y puede crearse a altas

temperaturas.

Se distribuye ampliamente en el medio ambiente, los recursos hidricos
(arroyos, lagos, suministros, duchas, bafos, piscinas y jacuzzis, etc.), tierras
y materiales himedos, en las vegetaciones (alimentos, fomites). Asimismo,
puede ser una parte del verdor microbiano saproéfito ordinario de las zonas
empapadas de la piel (axilas, zanjas relacionadas con el sonido, lugar perineal
y capas mucosas). Su temperatura ideal de desarrollo es de 37° C, pero
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puede soportar temperaturas de hasta 45° C-50° C. El tiempo que puede

resistir es alrededor de 70 dias con agua desionizada.

Figura 1. Vista microscopica de la bacteria Pseudomona aeroginosa.
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2.3. Definicién de términos basicos

oContaminacion del agua: Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
corresponde a proceso de modificacion de la estructura hasta que llegue a ser
inservible. Esta agua no puede ser usada para el consumo humano ni el desarrollo
de trabajos como agricultura, también es una de las principales causas de
alrededor de 500 000 muertes cada afio debido a la transmision de enfermedades
infecciosas como el célera, fiebre tifoidea y poliomielitis (35).

oContaminantes del agua: Corresponden a los compuestos quimicos naturales y
sintéticos o iones que ingresan al agua a través de diversas actividades y
presentan un riesgo potencial para el ecosistema (35).

oTintes organicos: Los colorantes son moléculas organicas complejas que

consisten en cromoforos y auxocromos (35).

oPesticidas: Los plaguicidas son productos quimicos organicos que se utilizan para
controlar plagas, insectos (por ejemplo, mosquitos, roedores, garrapatas, etc.),
hongos y hierbas, y para prevenir malezas, enfermedades e infecciones de

insectos en los cultivos (35).

oHidrocarburos aromaticos policiclicos: Son una clase de contaminantes organicos
del agua que estan recibiendo un interés considerable en todo el mundo debido a
su toxicidad cancerigena y mutagénica cronica (35).

oDetergente: Los detergentes son tensioactivos; es decir, reducen en gran medida
la tension superficial del agua cuando se usan en concentraciones muy bajas (43).

oContaminacion ambiental: Es causada por la extraccion de recursos causando
cambios ambientales draméticos en todo el mundo. Si bien la mineria y la

extraccion de petrdleo han transformado paisajes y contaminado el aire y el agua
dondequiera que hayan tenido lugar (31).

olngredientes farmacéuticos: Los farmacos son esenciales para el diagndstico y
tratamiento de muchas enfermedades en humanos y animales (38).

oDerrame de petroleo: El petroleo es un importante contaminante organico del agua
gue puede ingresar a los cuerpos de agua a partir de fugas de tortas de petroleo,
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derrames de petroleo durante el transporte a través de barcos y refinerias, y aguas

residuales industriales (41).

oMetales pesados: El uso de metales pesados esta generalizado en productos
cosméticos, automdviles, metalizado, galvanoplastia, operaciones mineras,
baterias, etc. (35).

oSustancias radioactivas: Las actividades antropogénicas y naturales en su
mayoria causan contaminacion radiactiva o radiologica del agua (42).

oTensioactivos: El término agente tensioactivo representa una molécula

heterogénea y de cadena larga que contiene restos hidréfilos e hidréfobos (48).

oBiorremediacion: La biorremediacion es un proceso que utiliza principalmente
microorganismos, plantas o enzimas microbianas o vegetales para desintoxicar

los contaminantes en el suelo y otros ambientes (11).
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CAPITULO IlI

METODOLOGIA

3.1.Método y alcance de la investigacion

La metodologia fue cuantitativa, porque se realiza la recoleccion de datos
numeéricos en un determinado grupo de personas con el fin de dar a conocer y
describir un fenémeno especifico (53).

3.1.1. Método general

Se utiliz6 el método hipotético-deductivo con el fin de recopilar y obtener datos

fundamentales para el andlisis de la informacion (53).
3.1.2. Tipo de investigacion

Se uso6 el disefio aplicativo mediante el aprovechamiento y ejecucion de la
informacion recopilada en los antecedentes de la parte experimental de la

investigacion (53).
3.1.3. Nivel de investigacion

Este estudio es de nivel experimental ya que primero se analizé e identifico las
caracteristicas del proceso (variables) y las causas que originaron las

caracteristicas de los mismos (53).
3.2.Disefio de lainvestigacion

Se hizo uso de un disefio experimental factorial de 23, ya que se tendra 3 factores

(pH, tiempo de contacto y dosificacion) y 2 niveles (53).
3.3.Poblacion y muestra
Poblacion

Para el estudio de la poblacion se us6 las aguas de la laguna de Paca que se
encuentran contaminadas por detergente, el cual tiene un volumen 44 620 000 m?
en promedio de acuerdo a (54).
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Figura 2. Laguna de Paca

Muestra

El volumen minimo requerido para el desarrollo de la investigacion fue de 6 litros,
ya que se utiliz6 un disefio factorial de 22 en cual nos da 8 tratamientos y con sus
dos replicas mas fueron un total de 24 tratamientos y por cada tratamiento realizado
se hizo uso de 250 mL de agua contaminada de la laguna de Paca. Se hizo uso de
un muestreo probabilistico de tipo aleatorio simple (53). Este consiste en un proceso
donde todos los componentes de la poblacién a estudio y a cada muestra de tamafio
tienen la misma probabilidad de ser elegidos.
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Figura 3. Punto de muestreo de las aguas contaminadas

3.4.Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos
3.4.1. Técnicas e instrumentos

Técnicas

Se realizé el muestreo de las aguas contaminadas por detergente en la laguna
de Paca.

Debido al proceso experimental, se desarrolld los tratamientos planteados en
nuestra investigacion.

Para el andlisis de laboratorio, se utiliz6 para realizar los calculos de la
remocioén del benceno.
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Instrumentos

Para el monitoreo en campo de parametros, se utilizé para determinar el pH,
temperatura.
Para el monitoreo en laboratorio, se utiliz6 en la parte del desarrollo

experimental para obtener nuestros datos de la remocién del benceno.

3.5.Procedimientos

Toma de muestra de las aguas de la laguna de Paca

Las muestras provienen de la laguna de Paca, Provincia de Jauja, con un
contenido de 500 mL para la caracterizacion inicial.
Las muestras se tomaran en sitios donde existan presencia de benceno en

frascos previamente esterilizados en autoclave.

Obtencion de la Pseudomonas aeruginosa

Se prepar6 medios de cultivo TSA nutritivo para la activacion, medio
Cetrimide para aislamiento.

Se utilizé un hisopo estéril cargado con Pseudomonasa aeruginosa de la
marca Microbiologics.

El hisopo contenia una muestra liofilizadande Pseudomonas. Posterior a la
gelificacion del agar, se inocul6 en estria las placas conteniendo los
diferentes medios y se incubo a 37 °C por 24 h.

Biorremediacion de las aguas de lalagunade Paca

Disolucion de la Pseudomonas:

Se realizd la disoluciéon de la Pseudomonas en una escala de 2 (6.108
UFC/mL)y 6 (18.108 UFC/mL) de Mc Farland para lo cual con la ayuda de
una asa de Digralsky se raspo la placa petri del cultivo de la bacteriay se
procedi6 a disolver en 10 mL de agua ultra pura en un tubo de ensayo con
tapa.

Seguidamente, se procedié a agitar el tubo para homogenizar la mezclar,
para asi realizar una comparacion de color con los tubos estandares. El
proceso anterior se repitid hasta conseguir el color mas parecido posible
Para el proceso de biorremediacion, se utilizd vasos de precipitacion de 500

mL, donde se agrego las aguas de la laguna de Paca.
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e Se realizé la modificacion del pH de las aguas de la laguna de Pacaa pH de

6y 8, para dicha modificacion se utiliz6 HCI o NaOH a concentraciones de 1

M.
Wyaon =M *V * PMy,oy
mol g
Wyaon = 1 *0.05L*40m=2g

e Se pesod 2 gde NaOH Yy se disolvié en 50 mL de agua destilada

Adicion de la Pseudomonas a la muestra

e Con la ayuda de una micropipeta se adiciono 1 ml de cada concentracion a
las muestras a tratar.

e Seagito con una varilla esterilizada para evitar la interferencia de alguna otra
bacteria

e Finalmente, se cerrd los vasos con ayuda de un parafim y se le realizo
pequefios huecos con la ayuda de una aguja para dejar pasar el oxigeno.

e Se puso 500 mL de agua de la laguna de Paca con el pH previamente
modificado, donde se agreg6 bacterias en la escala de Mc Farland de 2
(6.10® UFC/mL)y 6 (18.108 UFC/mL).

e Se desarrollé el proceso de biorremediacion de las aguas de la laguna de
Paca en la remocién de benceno por tiempos de degradacién de 24 horas a
48 horas.

e Pasado los tiempos de degradacién se tomé muestras de 250 mL para
analizar la remocion de benceno de las aguas de la laguna de Paca, para
ello se filtré las aguas en un papel filtro Whatman N° 42.

¢ Dichas muestras filtradas fueron llevadas al laboratorio para su analisis de la
concentracion final del benceno de las aguas de la laguna de Paca.

Trabajo de gabinete

e La informacibn se proces6 en laboratorios especializados para la
biorremediacion del detergente en las aguas de la laguna de Paca.
e Parala prueba de hipotesis se realizé el andlisis de varianza mas conocida como

ANOVA, se us6 el método Tukey para el analisis de las medias.

48



Toma de muestra Obtencion de la

de las aguas de la Pseudomonas Trab_ajo ]
: gabinete
laguna de Paca Aeruginosa
+500 mlL de agua » Medio de cultivo TSA.  * Disolucion de la * Procesamiento de los
contaminada parala  «|ncubacién a 37 °C Pseudomonas resultados obtenidos
caracteizacion incial por 24 h * Adicion de la * Uso de software
Pseudomonasala estadistico
muestra

e variacion de pH

* variacion del tiempo
de degradacion

Figura 4. Esquema del procedimiento experimental
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CAPITULO IV

RESULTADOSY DISCUSION
4.1. Presentacion de resultados

Los resultados se obtuvieron de la caracterizacion inicial de las aguas
contaminadas por detergentes (benceno) de la laguna de Paca. Para la
disminucion de la concentracion de contaminante, se aplicG el método de la
biorremediacion, donde se vari6 los niveles de pH, tiempo de degradacion y la

concentracion de bacteria Pseudomonas aeruginosa.

4.1.1. Caracteristicas fisico quimicos de las aguas contaminadas de la
Lagunade Paca

Para la caracterizaciéon fisico-quimicos de las aguas contaminadas de la

laguna de Paca, se realiz6 el muestro de dichas aguas, tomando parametros
in situ.

Categoria 4: conservaciéon del ambiente acuatico

0.68

0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2

Concentracién (mg/L)

0.1

C.Inicial ECA

Figura 5. Concentracién inicial de benceno

La Figura 5 muestra la caracterizacion inicial del benceno de las aguas
contaminadas de la laguna de Paca, donde se observa un valor inicial de 0.68
mg/L superando por mucho alo establecido en los estandares de calidad para
el agua de la categoria 4 sobre la preservacion del ecosistema acuatico de
las lagunas de 0.05 mg/L, también se midio el pH el cual fue de 7.58, con una

temperatura de 19 °C y una conductividad de 0.30 mS.
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4.1.2.

Para tener mayor confiabilidad de nuestra caracterizacion inicial las muestras
fueron llevadas a dos laboratorios diferentes el primero Labeco donde nos dio
una concentracion inicial de benceno de 0.7 mg/Ly por el laboratorio SLab un
valor inicial de 0.68 mg/L. Observando asi que no existe una diferencia

significativa entre los resultados obtenidos.

Influencia del pH en la disminucion de la concentracién del benceno de
las aguas de lalaguna de Paca

Para observa la influencia del pH en la disminucién de la concentracion del
benceno de las aguas de la laguna de Paca, se trabajé con pH de 6 y 8. Estos
valores se representan en la Tabla 2.

Tabla 2. Variacion del pH en la remocién de benceno

H Remocién de H Remocién de

P benceno (%) P benceno (%)
6 54.41 8 19.12
6 77.94 8 41.18
6 88.24 8 52.94
6 94.12 8 61.76
6 55.88 8 17.65
6 79.41 8 42.65
6 89.71 8 55.88
6 94.12 8 64.71
6 57.35 8 20.59
6 77.94 8 41.18
6 89.71 8 54.41
6 92.65 8 61.76
Promedio 79.29 Promedio 44.49

La Tabla 2 muestra la variacién del pH para la disminucién de la concentracion
del benceno de las aguas de la laguna de Paca, donde a un menor pH de 6

se tuvo la mayor remocion de benceno con un 79.29 %:
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4.1.3.

Variacion de pH

79.29%
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50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%

0.00%

44.49%

Remocidn de benceno

pH 6 pH 8

Figura 6. Variacion de pH

La Figura 6 se observa la variacion del pH, a un bajo pH de 6 se alcanz6 un
alto porcentaje de remocion de benceno con 79.29 %y a un pH de 8 solo se
tuvo una remocion de 44.49 %.

Tiempo de degradacién del contaminante (benceno) de las aguas de la
Lagunade Paca.

El tiempo de degradacion del contaminante (benceno) de las aguas de la

laguna de Paca, se trabaj6é contiempos de 24 horas y 48 horas.

Tabla3

Variacion del tiempo de degradacion en laremocion de benceno

iy Re”(‘j(;c'é“ Tiempo de Remocion de
degradacion dearadacion
?Horas) be?(;)e)no ?H oras) benceno (%)
24 54.41 48 77.94
24 88.24 48 94.12
24 19.12 48 41.18
24 52.94 48 61.76
24 55.88 48 79.41
24 89.71 48 94.12
24 17.65 48 42.65
24 55.88 48 64.71
24 57.35 48 77.94
24 89.71 48 92.65
24 20.59 48 41.18
24 54.41 48 61.76
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Promedio 54.66 Promedio 69.12

La Tabla 3 muestra la variacion del tiempo de degradacion para la disminucion
de la concentracion del benceno de las aguas de la laguna de Paca, dondea un

mayor tiempo de degradacién de 48 horas se tuvo la mayor remocién de
benceno de 69.12 %.

Variacion del tiempo de degradacion

70.00% 69.12%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%

10.00%

0.00%

Remocién de benceno

24 horas
48 horas

Tiempo de degradacion (horas)

Figura 7. Variacion del tiempo de degradacion

La Figura 7 se observa la variacion del tiempo de degradacién, donde a un
tiempo de 24 horas se tuvo una remocion de benceno con 54.66 % y a un
tiempo de 48 horas se tuvo la mayor remocién de benceno de 69.12 %.

4.1.4. Influencia de las bacterias Pseudomonas aeruginosa en la disminucion

de la concentracién de benceno de las aguas de lalaguna de Paca con
el método de la biorremediacion

Para observar la influencia de las bacterias Pseudomonas aeruginosa en la
disminucion de la concentracion de benceno de las aguas de la laguna de
Paca con el método de la biorremediacion, se trabajé con bacterias

Pseudomonas aeruginosa a 2 (6.108 UFC/mL) y 6 (18.108 UFC/mL) en la
escala de Mc Farland.
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Tabla 4

Variacion de las bacterias Pseudomonas aeruginosa para la remocién de
benceno
P. Aeruginosa en  Remocion  P. Aeruginosa
la escala de Mc de benceno en la escala de

Remocion de
benceno (%)

Farland (%) Mc Farland
2 54.41 6 88.24
2 77.94 6 94.12
2 19.12 6 52.94
2 41.18 6 61.76
2 55.88 6 89.71
2 79.41 6 94.12
2 17.65 6 55.88
2 42.65 6 64.71
2 57.35 6 89.71
2 77.94 6 92.65
2 20.59 6 54.41
2 41.18 6 61.76
Promedio 48.77 Promedio 75.00

La Tabla 4 muestra la variacion las bacterias Pseudomonas aeruginosa para
la disminucién de la concentracion del benceno de las aguas de la laguna de
Paca, donde a una escala de 6 (18.10®8 UFC/mL) de Mc Farland se tuvo la
mayor remocion de benceno con el 75 %.

Variacion de la P. Aeruginosa

80.00% 75.00%
70.00%
60.00%
50.00%
40.00%
30.00%
20.00%
10.00%
0.00%

Remocidn de benceno

C.P. Aeruginosa (2)
C.P. Aeruginosa (6)

Figura 8. Variacion de las bacterias Pseudomonas aeruginosa
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La Figura 8 se observa la variaciéon de las bacterias Pseudomonas
aeruginosa, donde a una escala de 2 (6.108 UFC/mL) de Mc Farland se tuvo
una remocion de benceno de 48.77 % y a una escala de 6 (18.108 UFC/mL)
de Mc Farland se tuvo la mayor remocion de benceno de 75 %.

Tabla 5

Método de biorremediacion para la remocién de benceno

Remocion de benceno

P. Tiempo de

pH Aerugi degradacion 1 2 3 Promedio
nosa (Horas)
6 2 24 5441% 55.88% 57.35% 55.88 %
6 2 48 7794% 79.41% 77.94% 78.43 %
6 6 24 88.24% 89.71% 89.71 % 89.22 %
6 6 48 94.12% 94.12% 92.65% 93.63 %
8 2 24 1912% 17.65% 20.59 % 19.12 %
8 2 48 41.18% 4265% 41.18% 41.67 %
8 6 24 52.94% 55.88% 54.41% 54.41 %
8 6 48 61.76 % 64.71% 6176 % 62.75 %

La Tabla 5 muestra los resultados de la interaccién de las tres variables
manipuladas para la remocién de benceno, se trabajo con variacion de pH,
variaciones de tiempo y variaciones de las bacterias Pseudomonas
aeruginosa, donde la mayor remocion se da a pH de 6, en la escala de 6
(18.10% UFC/mL) de Mc Farland para las bacterias Pseudomonas aeruginosa
y tiempo de 48 horas con un 93.63 % de remocion de benceno de las aguas

de la laguna de Paca.
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Grafica de efectos principales para R. C6H6
Medias ajustadas

pH Concentracion P.eroginosa Tiempo

Media de R. C6H6

0.4-

Figura 9. Efectos principales del método de biorremediacion

La Figura 9 muestra los efectos principales del método de biorremediaciéon
para la remocion del benceno de las aguas de la Laguna de Paca, donde a
un pH de 6, a una escala de 6 (18.10®8 UFC/mL) de Mc Farland para las
bacterias Pseudomonas aeruginosa y un tiempo de 48 horas. Estos fueron los

niveles donde se obtuvieron las mayores remociones de benceno.
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Figura 10. Remocion de benceno con el método de biorremediacion
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La Figura 10 se observa la remocion de benceno con el método de
biorremediacion, donde la mayor remocion se da a pH de 6, en la escala de 6
(18.108 UFC/mL) de Mc Farland para las bacterias Pseudomonas aeruginosa
y tiempo de 48 horas con un 93.63% de remocion de benceno de las aguas
de la laguna de Pacay la menor remocion se da a pH de 8, en la escala de 2
(6.10® UFC/mL) de Mc Farland para las bacterias Pseudomonas aeruginosa
y tiempo de 24 horas con un 19.12% de remocion de benceno de las aguas

de la laguna de Paca.

Categoria 4: conservacion del ambiente acuatico

0.05

0.05

= 0.048

0.043

0.046

0.044

0.042

Concentracién (mg/L

0.04

0.038
ECA C. Final

Figura 11. Remocion final del benceno

La Figura 11 muestra la caracterizacion final del benceno de las aguas
contaminadas de la laguna de Paca, donde se observa un valor final de 0.043
mg/L el cual es un valor por debajo a lo establecido en los estandares de
calidad para el agua de la categoria 4 sobre la conservacion del ambiente
acuatico de las lagunas de 0.05 mg/L. De esta manera, podemos afirmar que
el método de la biorremediacion con la variacion de pH, bacterias
Pseudomonas aeruginosa y tiempo de degradacion son satisfactorios para la
remocion de benceno.

4.2. Prueba de hipotesis

Para la verificacion de la hipétesis del presente estudio, se llevé a cabo mediante
un analisis de varianza del disefio factorial de 23, diagrama de Pareto y la prueba
de normalidad.
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Tabla 6

Andlisis de varianza del método de biorremediacion

Fuente GL  SC Ajust. MC Ajust. ValorF  Valorp
Modelo 9 1.30830 0.145367 1140.66 0.000
Bloques 2 0.00067 0.000333 2.62 0.108
Lineal 3 1.26492 0.421641 3308.53 0.000
pH 1 0.72679 0.726788 5702.95 0.000
P. eruginosa 1 0.41267 0.412666 3238.10 0.000
Tiempo 1 0.12547 0.125469 984.53 0.000
Interacciones de 2 términos 3 0.04214 0.014045 110.21 0.000
pH*P. eruginosa 1 0.00231 0.002307 18.10 0.001
pH*Tiempo 1 0.00058 0.000577 4.53 0.052
P. eruginosa*Tiempo 1 0.03925 0.039252 308.00 0.000
Interacciones de 3 términos 1 0.00058 0.000577 4.53 0.052
pH*P. eruginosa* Tiempo 1 0.00058 0.000577 453 0.052
Error 14 0.00178 0.000127
Total 23 1.31009

La Tabla 6 muestra el analisis de varianza del disefio factorial de 23, donde las
variables manipuladas presentan un valor de p de 0.000 el cual es menor al valor
de significancia de 0.05. En consecuencia, se puede evidenciar una influencia
eficiente en cada variable manipulada.

58



Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
(la respuesta es R. C6H6, a = 0.05)
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Figura 12. Pareto

La Figura 12 se observa el diagrama de Pareto, donde se muestran nuestros tres
factores manipulados, el factor del pH presenté mayor efecto en la remocion de

benceno de las aguas contaminadas de la laguna de Paca.
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Figura 13. Probabilidad
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4.3.

La Figura 13 se observa la grafica de probabilidad, donde se tiene un valor de p
de 0.779 el cual es superior al valor de significancia de 0.05, entonces se evidencia
gue los datos tratados tienen origen de una distribucién normal.

Contrastacion de la hipotesis

Hi: Las bacterias Pseudomonas aeruginosa disminuyen la concentracion de

benceno de las aguas de la laguna de Paca con el método de la biorremediacion.

HO: Las bacterias Pseudomonas aeruginosa no disminuyen la concentracion de

benceno de las aguas de la laguna de Paca con el método de la biorremediacion.

Teniendo en cuenta el analisis de varianza, donde se observa que se tiene un
valor de p de 0.000, el cual es menor al valor de significancia. Por lo tanto, se
aprueba la hipotesis de investigacion (Hi) y se pasa a desaprobar la hipétesis nula
(HO). De esta manera, se sostiene que las bacterias Pseudomonas aeruginosa
presentan una disminucion en la concentracion de benceno de las aguas de la

laguna de Paca con el método de la biorremediacion.
Discusién de resultados

La caracterizacion inicial del benceno de las aguas contaminadas de la laguna de
Paca, fue de 0.68 mg/L superando por mucho a lo establecido en los estandares
de calidad para el agua de la categoria 4 sobre la conservacién del ambiente
acuatico de las lagunas de 0.05 mg/L, se tuvo un pH de 7.58, con una temperatura
de 19 °C y una conductividad de 0.30 mS. La contaminacion por detergente
(benceno) se estudid por diversos autores como es el caso de Kim (55) quien
preparo soluciones acuosas de benceno de 200 mg/L a 700 mg/L siendo valores
elevados a nuestro estudio y asi diversos autores realizaron la remocién de
benceno a diferentes concentraciones de acuerdo al medio de donde se realiza el
muestreo, como el caso de Aguirre (5) con concentraciones de 10 ppm, 50 ppm y
100 ppm, Weelink (56) de 50 mg/L y Camara (57) que va en un rango de
concentracion de 50 mg/L a 200 mg/L.

La influencia del pH en la disminucion de la concentracion del benceno en las
aguas de la laguna de Paca Junin 2022, se trabajé con pH de 6 y 8, donde a un
pH de 6 se tuvo la mayor remocion de benceno con 79.29 %y a un pH de 8 solo
se tuvo una remocioén de 44.49 %, en el caso de Karimi (58) trabajo en rangos de
pH de 4 a 9.5, donde la mayor remocion ocurrié a un pH de 8 con un 96 %, caso
contrario a nuestra investigacion. Esto se debe a que Karimi trabajé con la

remocion de naftaleno, pero con las mismas bacterias de nuestra investigacion las
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cuales son las Pseudomonas aeruginosa. Segun Tuomi (59) estos resultados son
consistentes con la mayoria de los estudios, donde los microorganismos
favorecieron el crecimiento a niveles de pH que oscilaron entre 6 y 8. Por ello, es
probable que dichas condiciones 4cidas o alcalinas afecten la actividad bacteriana
y, por lo tanto, la degradacion del benceno como es el caso de nuestra

investigacion donde la mayor remocién de benceno se dio a un pH de 6.

El tiempo de degradacion del contaminante (benceno) en la Laguna de Paca,
Junin 2022, se trabajé con tiempos de 24 horas y 48 horas, donde a un tiempo de
24 horas se tuvo una remocionde benceno con 54.66% y a un tiempo de 48 horas
se tuvo la mayor remocion de benceno de 69.12%. De manera similar Kim (55)
quien trabajo con tiempos de degradacién del benceno de 5 dias a 25 dias, donde
a los 25 dias tuvo la mayor remocion de benceno de 90%, caso similar a nuestra
investigacion que cuanto mayor tiempo de degradacion mayor fue la remocién de
benceno debido al crecimiento de las bacterias Pseudomonas aeruginosa. Esto
resultados lo reafirmaWong (60) quien trabajo la degradacién de benceno a0, 24,
48, 72, 96y 168 h, donde alos siete dias, la cepa Pseudomonas aeruginosa N7B1
elimin6 y 45% de benceno, lo que muestra que, a mayor tiempo de degradacion,

mayor es la remocion del benceno.

La influencia de las bacterias Pseudomonas aeruginosa en la disminucion de la
concentracion de benceno de las aguas de la laguna de Paca con el método de la
biorremediacion, Junin 2022. Se trabajé con bacterias Pseudomonas aeruginosa
a2(6.10® UFC/mL)y6 (18.108 UFC/mL) en la escala de Mc Farland. A una escala
de 2 (6.108 UFC/mL) de Mc Farland se tuvo una remocién de benceno de 48.77
% y a una escala de 6 (18.10® UFC/mL) de Mc Farland se tuvo la mayor remocion
de benceno de 75 %. Pero con la interaccion del pH de 6, en la escala de 6 (18.108
UFC/mL) de Mc Farland para las bacterias Pseudomonas aeruginosa y tiempo de
48 horas se tuvo la mayor remocion de benceno con un 93.63 %. De manera
similar, Kim (55) trabaj6é con concentraciénde bacterias Pseudomonas aeruginosa
de 107 a 10° UFC/mL, donde la mayor remocién de benceno se dio a 10° UFC/mL.
Esto se debe a que el benceno actta como fuente de carbono para el crecimiento
bacteriano y el nimero de células bacterianas aumenta a medida que disminuye
la concentraciéon de benceno. Shim (61) también corrobora nuestros resultados
gue a mayor concentracion de bacterias Pseudomonas aeruginosa mayor es la
remocion de benceno, ya que informa que el rendimiento celular aument6 con la
concentracion inicial de benceno hasta cierto nivel y luego disminuyé con
aumentos adicionales tanto para las bacterias originales como para las adaptadas.

61



Como observamos en nuestra investigacion el método de la biorremediacion con
bacterias es beneficioso para la remocion del benceno, que segun Mazzeo (62) la
biorremediacion consiste en utilizar grupos microbianos capaces de degradar
hidrocarburos. Estos microorganismos son capaces de biotransformar moléculas
contaminantes en nutrientes para la realizacion de sus funciones metabdlicas y
fisiologicas. Los procesos de degradacion biolégica (biodegradacion) de los
compuestos organicos se realizan a través de la ruptura de estos compuestos en

sustancias menos téxicas, como COz2, agua y metano.

Respecto a la utilizacion de la Pseudomonas aeruginosa de acuerdo a Malhautier
(63) es una bacteria Gram-negativa, que puede ser aislada de diferentes habitats
incluyendo el agua, el suelo y las plantas, y bajo condiciones ambientales
especificas. Ademas de eso, es capaz de producir un biosurfactante que contiene
el glicolipido ramnosa. El tipo y la proporcion del ramnolipido producido depende
de la cepa, de la fuente de carbono utilizada y de las condiciones de cultivo. Unido
a esta capacidad, la Pseudomonas aeruginosa consume compuestos
monoaromaticos, utilizdndolos como fuente de carbono y energia, ademas de
presentar altas tasas de crecimiento bajo altas concentraciones de sustrato. Por
lo tanto, el método de la biorremediacion con la utilizacion de las Pseudomonas
aeruginosa sugiere una estrategia prometedora para la limpieza de aguas
contaminadas con benceno, ya que la cepa utilizada no present6 dificultades para

degradar totalmente el anillo aromatico.
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CONCLUSIONES

La caracterizacion inicial del benceno de las aguas contaminadas de la laguna de Paca,
fue de 0.68 mg/L, lo que supera por mucho lo establecido en la normatividad ambiental
para el agua de la jerarquia 4 sobre la preservacion de un ecosistema acuéatico de las
lagunasl el cual es de de 0.05 mg/L. También, se midi6 el pH, el cual fue de 7.58, con

una temperatura de 19 °Cy una conductividad de 0.30 mS.

Se determind la influencia del pH en la disminucién de la concentracion del benceno en
las aguas de la laguna de Paca Junin 2022. Para ello, se trabajé con pH de 6 y 8, donde
a un pH de 6 se tuvo la mayor remocion de benceno con 79.29 % y a un pH de 8 solo

se tuvo una remocion de 44.49 %.

Se determiné el tiempo de degradacion del contaminante (benceno) en la Laguna de
Paca, Junin 2022, se trabajé con tiempos de 24 horas y 48 horas, donde a un tiempo
de 24 horas se tuvo una remocion de benceno con 54.66%; a un tiempo de 48 horas,

se tuvo la mayor remocion de benceno de 69.12 %.

Se analizé la influencia de las bacterias Pseudomonas aeruginosa en la disminucién de
la concentracion de benceno de las aguas de la laguna de Paca con el método de la
biorremediacion, Junin 2022. Para ello, se trabajé con bacterias Pseudomonas
aeruginosa a 2 (6.108 UFC/mL)y 6 (18.108 UFC/mL) en la escala de Mc Farland, donde
a una escala de 2 (6.108 UFC/mL) de Mc Farland se tuvo una remocién de benceno de
48.77% y a una escala de 6 (18.108 UFC/mL) de Mc Farland se tuvo la mayor remocion
de benceno de 75%. Pero, con la interaccion del pH de 6, en la escala de 6 (18.108
UFC/mL) de Mc Farland para las bacterias Pseudomonas aeruginosa y tiempo de 48
horas se tuvo la mayor remocién de benceno con un 93.63% equivalente a 0.043 mg/L
el cual es unvalor por debajo a lo establecido en la normatividad ambiental para el agua
de la jerarquia 4 sobre la preservacion de un ecosistema acuatico de las lagunas de
0.05 mg/L.

63



RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar un estudio general sobre las caracteristicas de las bacterias
Pseudomonas aeruginosa para identificar el tamafio, tipo de bacilo y tipo de flagelo. Con
ello, se podria tener un marco teérico mas claro que organice las variaciones de esta
bacteria, su formacion, desarrollo, alimentacion, evolucién e impacto en los habitats

donde aparecen.

Se recomienda realizar un conteo de las bacterias Pseudomonas aeruginosa al final de
la remocion de benceno para medir en cuanto aumenté dicha bacteria. Esto responde a
gue gue el benceno es un medio de carbono y energia para el desarrollo de la bacteria

Pseudomonas aeruginosa.

Se recomienda realizar la cinética de biodegradacion de compuestos mono aromaticos
(benceno, etilbenceno y tolueno) con las Pseudomonas aeruginosa para estimar el
tiempo de degradacion mediando modelos cinéticos.

Se recomienda realizar un estudio para conocer si la concentracion microbiana inicial

influye o no en el crecimiento bacteriano del proceso de degradacion.
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ANEXOS

Anexo 1. Tomade muestra

Ubicacion del punto de =
muestreo y coordenadas Anotacién  de  las aguas de la laguna de

GPS

Toma de muestra de las

Medicion del pH.
temperatura y conductividad

coordenadas GPS
Paca

Rellenado de la cadena de

custodia y traslado de la

muestra

S

Recabado de la muestra
contaminada a 500 mL Rellenado de los

parametros in situ
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Anexo 2. Obtencién de la Pseudomonas Aeruginosa

Inoculaciéna 37 *Cpor 24 h

Hisopo estéril cargado con p. Aeruginosa de la
marca Microbiologics.

p. Aeruginosa de la
marca Microbiologics.

Inoculacion en estrias en la
placa Petri
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Anexo 3. Disolucién de la Pseudomonas

Raspado de la placa Petri

ultra pura

_lii

. Agitacion de los tubos de
Disolucion en 10 mL con agua ensayo

Escala de 6 de Mc Farland

Escala de 2 de Mc Farland
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Anexo 4. Variacion del pH de las aguas contaminadas

Variacion del pH con HCl o
NaOH

Medicion de 500 mL de agua
contaminada

VariaciondepH de 6 a 8
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Anexo 5. Método de biorremediacion con Pseudomonas Aeruginosa

Se tomd 1 mL de bacterias p. Adicion de 1 mL a escala de 2
aeruginosa de 2 y 6 en la y 6 de Mc Farland a las aguas
escala de Mc Farland contaminadas

Cerrado de los vasos con un
parafim

Meétodo de biorremediacion con tiempos
de 24 y 48 horas

Pequefios huecos para el
paso del oxigeno

7




Anexo 6. Reportes

LABECO

ANALISIS AMBIENTALES S.C.R.L.

INFORME DE ENSAYO N°2550-22"

Solicitante : ROXANA YASMIN YARANGA PINARES
Direccién del Solicitante : Psj. Santo Domingo - Mz. |, Lote 6.
Atencién : ROXANA YASMIN YARANGA PINARES
Proyecto : Informe de Monitoreo Ambiental Calidad de Agua
Lugar de Muestreo : Laguna de Paca - Jauja
Tipo de Muestra : Agua Natural (Superficial/Laguna).
Fecha de Monitoreo : 18/04/2022
Fecha de Recepci6n de Muestra  : 19/04/2022 ;
Fecha de Inicio de Anélisis : 19/04/2022 .
Fecha de Término de Analisis : 25/04/2022
Fecha de Emisién . 26/04/2022
CALIDAD DE AGUA
COORDENADAS |
cg:?::' Descripcion UtM
Norte Este
M-00 Laguna de Paca - Jauja 8702778 0444054
M-01 Agua - Tratada 8702778 0444054
M-02 Agua - Tratada 8702778 0444054
Cédigo de Laboratorio 4 2550-1 2550-2 2550-3 Limite Unidad
Cédigo de Cliente M-00 M-01 M-02 Deteccion
Parametro Fisicoquimico
Benceno [7eki0, 7055 <] iE0ina pasefe LugBE uy 0,03 | mg/L
« Muestreado por el cliente: Eiecucion de Muestreo de Agua.
e Lafechade es dato pr i por el drea de
e Lugary ici i del i en el acta.

« Condicién y Estado de la muestra ensayada: La muestra llegé refrigerada.
* El cliente renuncia al derecho de la dirimencia.

Método de Andlisis:
Benceno: EPA 8015 C Rev. 2007, Nonhalog

}ﬁ“ﬁ’ t:;(su Chromatography.
v O

[ GERENCIA

A
Z

i ‘.B.Y’,‘Sf ‘

Quim. Ellen Liliana Deza Mo
CQP N° 1328
Director Técnico

Lima, 26 de Abril de 2022.

Nota 1: E| presente documento sélo es valido para la(s) muestra(s) de la referencia.
Nota 2: Este resultado no debe ser utilizado como una certificacion de conformidad con normas de productos “o como certificado del sistema de Calidad
de la entidad que lo produce”.
Nota 3: La(s) muestra (s) y contramuestras se mantendran por un periodo de siete (7) dias de emitido el presente Informe de Ensayo.
Nota “4" Toda o 1 fisica al forme de Ensayo sera emitida con “un nuevo informe que haga referencial al corregido”.
Nota *5" Est prohibido la reproduccién total y/o parcial del presente informe, saivo autorizacién escrits por LABECO Andlisis Ambientales SCR.L
Nota “6": Se adjunta el LB-F-13: Cadena de Vigilancia correspondiente a este informe.
Nota "8 El superindice "I" perteneciente al titulo de Informe de Ensayo se ests considerando para los parametros que no estén dentro del Alcance de Acreditacion.
Anexo 1: Condiciones de recepcion.

o

—0000000— 1de 1

LB-F-14 Revision: 23
Av. Victor Alzamora 348, Urb. Barrio Medico
Surquillo - Lima
Teléfonos: 242-2696 / 444-8987
web: www.labecoperu.com
e-mail:labeco@labecoperu.com, labecoperu@gmail.com

“EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAY O CONSTITUYE DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LAAUTORIDAD COMPETENTE"
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S Lab SISTEMA DE SERVICIOS Y ANALISIS
QUIMICOS S.A.C. SLAB

Laboratorio de ensayo e investigacion

IE-210422-02
1. DATOS DEL CLIENTE .
1.1 Cliente - ROXANA YASMIN YARANGA PINARES
12 RUC/DNI - 72779665
2. FECHAS
2.1 Inicio . 15de Abril de 2022
22 Fin ;20 de Abril de 2022
2.3 Emision de informe 21 de Abril de 2022

3. CONDICIONES AMBIENTALES DE ENSAYO

31
32

Temperatura 203
Humedad Relativa : 512%

4. ENSAYO SOLICITADO Y METODOLOGIA UTILIZADA

4.1
42

Ensayo solicitado : Benceno
Método utilizado . Benceno-Nonhalogenated Organics by Gas Chromatography

5. DATOS DE LA MUESTRA ANALIZADA

5.1

Nombre de muestra : Agua de la Laguna de Paca - Agua tratada

6. RESULTADOS

6.1.

Resultados Obtenidos
Tabla N°1: Resultados Obtenidos de Ensayo

§ Muestra ‘ Unid Método Resultado

L M000 | mglL 068

w0t | mgl 031
M102 | mgl 0.15
M103 [ mg/lL Benceno 0.08 |
M104 | mglL 0.04
M105 mg/L 055
M106 | mglL 040 |

[omio7 mglL 0.32

[ wmi08 mglL 0.26

Los Resultados pertenecen a las muestras entregadas al laboratorio

Queda prohibida la copia parcial de este informe sin €l consentimiento por escrito de SISTEMA DE SERVICIOS Y
ANALISIS QUIMICOS SAC.

o
DIEGO ROMANO VERGARAY DARRIGO
/ auiMIcO
CQP. 1337

Pagina1 de1

Calle 22

Urb. VIPOL NARANJAL Mz E Lt 07, SAN MARTIN DE PORRES LIMA. - Teléfono (51-1) 721 6212 -

www.slabperu.com
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S Lab SISTEMA DE SERVICIOS Y ANALISIS
QUIMICOS S.A.C. SLAB

Laboratorio de ensayo e investigacion

IE-240422-01
1. DATOS DEL CLIENTE .
1.1 Cliente - ROXANA YASMIN YARANGA PINARES
12 RUC/DNI - 72779665
2. FECHAS
2.1 Inicio : 17 de Abril de 2022
22 Fin 23 de Abril de 2022
2.3 Emision de informe 24 de Abril de 2022

3. CONDICIONES AMBIENTALES DE ENSAYO

3.1 Temperatura : 18.2°C
3.2 Humedad Relativa . 554%

4. ENSAYO SOLICITADO Y METODOLOGIA UTILIZADA

4.1 Ensayo solicitado : Benceno
42 Meétodo utilizado . Benceno-Nonhalogenated Organics by Gas Chromatography

5. DATOS DE LA MUESTRA ANALIZADA
5.1 Nombre de muestra : Agua tratada de la Laguna de Paca

6. RESULTADOS
6.1. Resultados Obtenidos
Tabla N°1: Resultados Obtenidos de Ensayo

§ Muestra ‘ Unid Método Resultado

L M1 | mglL 030

M2 | mgl 0.14
M203 |  mglL 0.07
M204 [ mg/lL Benceno 0.04 |
M205 | mglL 0.56
M206 | mgl 039 |
M207 | mglL 030

[ m208 | mglL - 0.24

—  Los Resultados pertenecen a las muestras entregadas al laboratorio
- Queda prohibida la copia parcial de este informe sin el consentimiento por escrito de SISTEMA DE SERVICIOS Y
ANALISIS QUIMICOS SAC.

Quimico
CQP. 1337

Pagina1 de1

Calle 22 Urb. VIPOL NARANJAL Mz E Lt 07, SAN MARTIN DE PORRES LIMA. - Teléfono (51-1) 721 6212 -
www.slabperu.com
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S Lab SISTEMA DE SERVICIOS Y ANALISIS
QUIMICOS S.A.C. SLAB

Laboratorio de ensayo e investigacion

IE-290422-04
1. DATOS DEL CLIENTE .
1.1 Cliente - ROXANA YASMIN YARANGA PINARES
12 RUC/DNI - 72779665
2. FECHAS
2.1 Inicio : 22 de Abril de 2022
22 Fin ;28 de Abril de 2022
2.3 Emision de informe 29 de Abril de 2022

3. CONDICIONES AMBIENTALES DE ENSAYO

3.1 Temperatura : 19.7°C
3.2 Humedad Relativa . 548%

4. ENSAYO SOLICITADO Y METODOLOGIA UTILIZADA

4.1 Ensayo solicitado : Benceno
42 Meétodo utilizado . Benceno-Nonhalogenated Organics by Gas Chromatography

5. DATOS DE LA MUESTRA ANALIZADA
5.1 Nombre de muestra : Agua tratada de la Laguna de Paca

6. RESULTADOS
6.1. Resultados Obtenidos
Tabla N°1: Resultados Obtenidos de Ensayo

§ Muestra ‘ Unid Método Resultado

Lm0t | mol 0.29

M2 | mgl 015
M303 | mglL 007
M304 | mgl Benceno 005 |
M305 | mglL 054
M306 | mgl 040 |
M307 | mglL 031

[ m308 | mglL - 0.26

—  Los Resultados pertenecen a las muestras entregadas al laboratorio

- Queda prohibida la copia parcial de este informe sin el consentimiento por escrito de SISTEMA DE SERVICIOS Y
ANALISIS QUIMICOS SAC.

DIEGO ROMANO VERGARA
QuiMIco
CQPR. 1337

Pagina1 de1

Calle 22 Urb. VIPOL NARANJAL Mz E Lt 07, SAN MARTIN DE PORRES LIMA. - Teléfono (51-1) 721 6212 -
www.slabperu.com
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Anexo 7. Fichas de calibracién

siohall

|

(An ISO 17025:2005 certified laboratory)

Galibration certificate

Date: 06/01/2013

Lot No : BODP1/19

Test Method: Gravimetric Method

Item Tested: BOD 300 ML

Item Tested on: 02/01/2019

Nominal Volume: 300 ml

Standard Deviation: +0.015

The Product was found to contain the following volume at 20 degree Celsius
Certified Volume: 300.001 ml

Delivery Time: NA

Balance: Metter Toledo

Ihe above product has been examined to compliance to class A the above
Calibration result is valid at the time of calibration under lab conditions.

Ihe report shall not be reproduced except in written permission from M/$ Bichall

Life sciences.

Calibrated By

Date of issue: 06/01/2019
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QUALITY CONTROL CERTIFICATE
OUALITATSKONTROLLZERTIFIKAT
CERTIFICAT DE CONTROLE/OUALITE
CERTIFICADO DE CONTROL DE CALIDAD
CERTIFICATO DI CONTROLLO QUALITA

Boeco Pipette 1000-5000 il

Serial Number/Serien-Nr/N° de série/Numero de serie/Numoro di Soric: 11100493

?:ZzelProgramm/ModulFunzaone:l? — Volume/Volumen: 2500 4

I t/Moyenne/F

/Unrichtig| dej i . 2501.9 I

P Unp! de répé precision/Imp ne £1.0%

<0.5%

Date/Datum/Date/Fecha/Data: 2020-7-29
According to/Nach/Selon/Segun/In base a: 1SO 8655; 22°C

Tested by/Priifer/Testée par/Comprobado por/Testado da: Laura

This is an electronic document and valid without signature.

400005
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KOSSOMET

KOSSODO METROLOGIA S.A.C.

Certificado de Calibracion

Calibration Certificate

LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR EL
ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL - DA
CON REGISTRO N° LC - 006

INACAL
| cmopmnd DA - Perlt
( b Cunsin

Rogistro N'LC - 006

N°  PH21-C-0169

Cliente: GRUPO JHACC S.A.C. CONSULTORIA E Este Certificado de Calibracién documenta la trazabilidad a los
Customer INGENIERIA AMBIENTAL patrones Nacionales o Internacionales, que realizan las
Direccion: Jr. Santa Rosa N° 1361 (Junin/ Huancayo/ El Tambo) unidades de medida de acuerdo con el Sistema Internacional
Address de Unidades (SI).

Instrumento de Medicion:

MEDIDOR DE PH

KOSSODO METROLOGIA S.A.C. mantiene y calibra sus
patrones de referencia para garantizar la cadena de

Measuring Instrument . B . P .

M X INSTRUMENTS trazabilidad de las mediciones que realiza, asi mismo realiza
B:"l;ca. HANNA INSTRUMEN certificaciones metroldgicas a solicitud de los interesados y
Modelo: HI9811-5 brinda asllstenua. tecnlcg en temas relacionados al campo de la
Model metrologia en la industria peruana.

Nimero de serie: 05030037101 Con el fin de asegurar la calidad de sus mediciones el usuario
Serial Number deberia recalibrar sus instrumentos a intervalos apropiados.
Identificacion: No Indica

Identification

Lugar de Calibracion:
Place of Calibration

Laboratorio de Fisico-Quimico de
KOSSODO METROLOGIA S.A.C.

This Calibration Certificate documents the traceability to national or international standards,
which realize the units of measurement according to the International System of Units (SI).

Orden de Trabal o 0T-02101362 KOSSODO METROLOGIA S.A.C. supports and calibrates his standards of reference to
Work Order guarantee the chain of traceability of the measurements realized, as well as the metrological
Fecha de Calibracion: 2021-09-01 certifications realize at the request of the interested parties and offers technical assistance
Date of Calibration in topics related to the metrology field in the Peruvian industry.

o ag In order to assure the quality of measurements the user should recalibrate his instruments at
Fecha de Emision: 2021-09-02 sopvopiiais ilsrvels
Date of Issue

ESPECIFICACIONES TECNICAS DEL OBJETO CALIBRADO

Technical specifications of the calibrated object

Intervalo de Indicacion: 0,0 pHa 14,0 pH Modelo de Electrodo: HI1285-5
Indication interval Electrode mode!

Resolucion: 0,1pH Serie del Electrodo: 0652070N
Resolution Electrode serial

Exactitud: +0,1pH Caodigo del Electrodo: No Indica
Accuracy Electrode Code:

METODO DE CALIBRACION

Calibration Method

La calibracion se realizé por comparacion de la indicacion del instrumento con valores asignados a materiales de referencia de pH certificados; siguiendo el
procedimiento, PC-020 “Procedimiento para la Calibracion de Medidores de pH*, Segunda edicion de la DM-INACAL

Calibration was performed by comparison the indication of the instrument with assigned values to reference materials Certified pH; following the procedure, the PC-020 “Calibration Procedure for pH Meters®, Second edition of the
DM-INACAL

Coordinador del SIG Jefe de Laboratorio

SIG's Coordinator Laboratory Boss
77
Daniel Torres Diaz Olga Toro Sayas
FO-LAB-2-3 Version: 3 Aprobado el 2021-02-26 Pagina 1 de 3

Prohibida la reproduccién total o parcial de este d sinla de di logia S.A.C. Este d carece de validez sin sello y firmas correspondientes
partial or total reproduction of this document is prohibited without authorization of Kossodo Metrologia S.A.C. This document is not valid without the respective stamp and signature
Direccién: Jr. Chota 1161 - Lima - Perti | Teléfonos: (+ (51-1) 619-8400 | Anexo Ventas: 1414 | Anexo Lab i0:1406 | E-mail i com | www.k com
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KOSSOMET

KOSSODO METROLOGIA S.A.C.

LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR EL
ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL - DA

CON REGISTRO N° LC - 006

INACAL

DA - Perii
‘Laboratario da Calthracisin
Acreditado

=

Registro N'LC - 006

Termometro digital

Digital thermomater

Termohigrdmetro
Thermo-hygrometer

PT-TDIG-10/ 181445510

IM-THBD-03 / 11007683

Patrones de referencia del
DM-INACAL N° LT-170-2020
Patrones de referencia de
DM-INACAL N° LH-093-2020

N°  PH21-C-0169
PATRONES UTILIZADOS
Standards Used
Nombre del patron Cadigo y/o serie de Patron Ne° de Certificado Trazabilidad
Standard name Pattern code and / or series Certificate number Traceability
Solucion standard de valor nominal pH 4 PT-SB04-108 Material de referencia del Soluciones estandar con
Standard solution with norminal value of pH 4 NIST N 4280-12044193 incertidumbres de pH 0,011
Solucién standard de valor nominal pH 7 PT-SBO7-112 Material de referencia del Soluciones estandar con
Standard solution with nominal value of pH 7 NIST N°4281-11712762 incertidumbres de pH 0,011
Solucion standard de valor nominal pH 10 PT-SB10-109 Material de referencia del Soluciones estandar con
Standard solution with nominal value of pH 10 NIST N°4282-12065100 incertidumbres de pH 0,011

Indicador digital con incertidumbre de
orden maximo 0,0294
Indicador digital con incertidumbre de
orden maximo 0,1 °C; 1.7 %

e ——

Prohibida la reproduccién total o parcial de este documento sin la autorizacién de K .

S.A.C. Ested

g
partial or total reproduction of this document is prohibited without authorization of Kossoda Metrologia S.A.C. This document is not valid without the respective stamp and signature
Direccién: Jr. Chota 1161 - Lima - Per | Teléfonos: (+(51-1) 619-8400 | Anexo Ventas: 1414 [Anexo Lab K

CONDICIONES AMBIENTALES
Environment Conditions
Temperatura ambiente inicial: 213°C Humedad Relativa inicial: 65,0 %
Initial temperature Initial refative humidity
Temperatura ambiente final: 21.5°C Humedad Relativa final: 63,7 %
Final temperature Final refative humidity
RESULTADOS ANTES DEL AJUSTE A 25 °C
Results before adjust to 25 °C
Previo al ajuste del instrumento se encontré el siguiente resultado para el valor de pH.
Before the adjust of the instrument, it was found the following resuit for the pH value.
Valor de Referencia Error
Reference value Error
pH pH
41 00
i 00
10,1 0,0
RESULTADOS DE LA CALIBRACION A 25 °C
Calibration results fo 25 °C
Lectura del Instrumento Valor Certificado Error Incertidumbre
Instrument Reading Certified Value Emor Uncertainty
pH pH pH pH
41 40 01 0,1
71 70 0,1 0,1
10,1 10,0 0,1 0.1
Los resultados de pH estan dados a la temperatura de 25 °C
PH results are given fo the femperature of 25 °C.
FO-LAB-2-3 Version: 3 Aprobado el 2021-02-26 Pagina 2 de 3

carece de validez sin sello y firmas correspondientes

com | com

i0:1406 | E
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LABORATORIO DE CALIBRACION ACREDITADO POR EL INACAL
KUSSD M ET ORGANISMO PERUANO DE ACREDITACION INACAL - DA (<_— DA- Perd
CON REGISTRO N° LC - 006 Rercdiads
KOSSODO METROLOGIA S.A.C.

Rogistro N'LC - 006

N°  PH21-C-0169

INCERTIDUMBRE DE MEDICION

Mesurement Uncertainty

La incertidumbre de medicién calculada (U), ha sido determinada a partir de la Incertidumbre estandar de medicion combinada, multiplicada por el factor de
cobertura k=2. Este valor ha sido calculado para un nivel de confianza de aproximadamente 95 %.

The calculated ity of (U), it has been from the Standard Uncertainty of multiplied by the coverage factor k=2. This value has been calculated for a confidence level of
about 95 %.

OBSERVACIONES

Comments

El instrumento se ajusté con solucién estandar de pH 7 .
The instrument was adjusted with standard pH 7 solution.

El instrumento tiene sensor de temperatura incorporado
The instrument has built-in temperature sensor.

NOTAS

Notes
Los resultados contenidos en el presente documento son validos Gnicamente para las condiciones del instrumento durante la calibracion. KOSSODO

METROLOGIA S.A.C. no se responsabiliza de ningun perjuicio que puedan derivarse del uso inadecuado del objeto calibrado.
The values indicated in this document are only valid for the conditions of the instrument during calibration. KOSSODO METROLOGIA S.A.C. takes no responsibility for any damages
caused by bad use of the calibrated object.

Los resultados declarados en el presente documento se relacionan solamente con el item sometido a calibracion indicado en la pagina 1 de éste documento.

The results declared in this document relate only fo the item undergoing calibration indicated on page 1 of this document.
Una copia de este documento sera mantenida en archivo electrénico en el laboratorio por un periodo de por lo menos 4 afios.
A copy of this document will be kept in electronic device in the laboratory for 4 years at least.

La version en inglés de este documento es una traduccion relativa. En caso de duda, es vélida la version original en espafiol.
The version in english of this document is not a binding translation. If any controversy arises, the original version in spanish must be considered.

FO-LAB-2-3 Version: 3 Aprobado el 2021-02- 26 Pagina 3 de 3
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ertificado (& INAcAL

idad

Acreditacion

La Direccién de Acr 6n del Instituto de Calidad - INACAL, en el marco
de la Ley N° 30224, OTORGA el presente certificado de Renovacién de la Acreditacion a:

LABECO ANALISIS AMBIENTALES S.C.R.L.

Laboratorio de Ensayo
En su sede ubicada en: Jr. Victor Alzamora N° 348, distrito de surquillo, provincia y departamento de Lima.
Con base en la norma
NTP-ISO/IEC 17025:2017 paralaC de los Laboratorios de Ensayo y Calibracién
Facultindolo a emitir Informes de Ensayo con Sii de A 6n. En el de la én otorgada que se detalla en el
DA-acr-06P-21F que forma parte integral del presente certificado llevando el mismo niimero del registro indicado lineas abajo.

Fecha de Renovacién: 30 de marzo de 2021
Fecha de Vencimiento: 29 de marzo de 2025

Firmado digitalmente por RODRIGUEZ ALEGRIA
Cr Alejandra FAU 20600283015 soft
Fecha: 2021-04-28 10:50:50

Motivo: Soy el Autor del Documento

ALEJANDRA RODRIGUEZ ALEGRIA
Directora, Direccién de Acreditacién - INACAL
Cédula N 143-2021-INACALDA
Contrato N® :016-2021/INACAL -DA- Fecha de emision: 28 de abril de 2021
Registro ' :LE-034

L INACAL s Coaperatsan GAAS a

DA-acr-01P-02M Ver. 02
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