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RESUMEN

En este trabajo de fin de master se tuvo como objetivo es evaluar prospectivamente la actividad
proteolitica en las bacterias de los pantanos artificiales de aguas residuales, Shushifindi, para esto se
tomaron tres muestras representativas de cada una de las ocho lagunas artificiales escogidas, Se analizé
fisica y quimicamente de forma ex situ de las muestras tomadas de la ultima laguna artificial
correspondiente a aquella donde se considera terminado el tratamiento. Se procedié a sembrar en placas
con medio PCA, realizando un recuento cada 24 horas de las colonias bacterianas inoculadas a 30 °C.
Se seleccionaron 48 colonias bacterianas y se repicaron hasta su estabilizacion (3 veces). Se realizaron
pruebas enzimaticas de degradacion en medios con PCA mas leche descremada y se identificaron
aguellos aislados bacterianos capaces de degradar caseina. Se procedié a determinar el indice de
potencia enzimatica proteolitica de los aislados bacterianos identificados anteriormente Se realizé tincion
Gram en 51 clones bacterianos y se aislaron ocho clones representativos de las lagunas artificiales
muestreadas. Se emplearon pruebas bioquimicas para la identificacién de los ocho clones bacterianos
aislados, los mismos que corresponden a los siguientes géneros: Micrococcus, Staphylococcus, Proteus,
Gardnerella, Plesiomonas Kurthia y Citrobacter y Moraxella Como recomendacion en la toma de
muestras se debe procurar no afectar el sitio o zona de muestreo con el fin de que cada muestra sea

representativa del lugar



1. INTRODUCCION

El agua es uno de los recursos que constituye la base para el desarrollo de la vida y el adelanto de los
pueblos. Sin embargo uno de los graves problemas que aquejan al ambiente son las descargas de aguas
residuales, en las corrientes y cuerpos superficiales de agua lo cual conduce al deterioro de la calidad de
dichas aguas, hasta un grado tal que las puede inutilizar como fuente de abastecimiento para la

comunidad, ademas de alterar y perturbar el equilibrio ecolégico del ecosistema. .(Néstor, et al, 2011)

En las aguas residuales se depositan contaminantes como lacteos, proteinas, grasas, aceites,
detergentes, pesticidas, entre otros. Muchas veces estas aguas residuales no son debidamente tratadas
antes de ser vertidas a las diferentes cuencas hidrograficas y al ambiente en general, produciendo
alteraciones que pueden provocar resistencia a estos contaminantes en los microorganismos presentes

en los diferentes ecosistemas.

Los pantanos artificiales o humedales artificiales se pueden definir como sistemas de depuracion en los
que se reproducen los procesos de eliminacion de contaminantes, que tienen lugar en las zonas humedas
naturales. La depuracién de las aguas residuales tiene lugar al hacerlas circular a través de estas zonas
hamedas artificiales, en las que tienen lugar procesos fisicos, quimicos y biolégicos, que van reduciendo
los contaminantes presentes, pero al presentarse un descuido de estos lugares, su eficiencia y remocién

de los mismos decae mas de un 60 %. (Perez et al, 2007)

Por cada mililitro de residuo organico mezclado con en las aguas residuales se albergan alrededor de
50. 000 millones de bacterias entre estas estan las proteoliticas que tienen la capacidad de degradar
proteinas mediante enzimas especificas (Arias 1.2011) Estudios biotecnolégicos que aprovechen este
tipo de residuos hacen que se encuentren nuevas alternativas como aporte a la solucion de problemas

ambientales del que es objeto de este trabajo de titulacion.

Por eso es importante publicar y dar a conocer los patrones, tendencias y nuevos estudios de actividad
proteolitica en las bacterias existentes en los diferentes ambientes del pais y el mundo para aplicar y
ganar ventaja sobre ellas (Cornejo Juarez, 2007). Se plantea realizar un estudio bioprospectivo para
determinar la presencia de microorganismos que se encuentra en los pantanos artificiales de shushufindi

para dar respuesta y aportar a la comunidad informacién relevante:

¢ Pueden las bacterias de los pantanos artificiales para tratamiento de aguas residuales tener actividades

proteoliticas?
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2. JUSTIFICACION. OBJETIVOS

El agua es un recurso limitado y renovable. Renovable porque la cantidad de agua que se encuentra
circulando continuamente por el ciclo hidrolégico es constante, y limitado porque su disponibilidad en
forma de agua dulce y liquida no esta distribuida equitativamente por todo el globo. (Orozco et al., 2005).
Al mismo tiempo, es el tnico liquido conocido por el ser humano que puede servir para la vida, desde el

crecimiento de las plantas hasta para el consumo humano, teniendo una gran cantidad de utilidades.

Las bacterias y otros microorganismos pueden crecer en los ambientes diversos. Su capacidad y
eficiencia metabdlica permitieron que ellos colonizaran la superficie terrestre, el aire, el agua y
practicamente todas las regiones geograficas del planeta, especialmente el agua que albergar diferentes

tipos de vida.

Siendo las aguas residuales las mayores fuentes de microorganismos, por lo que la busqueda de
bacterias con diferentes capacidades y mas que todo con actividades enzimaticas como las proteoliticas
es de interés cientifico a nivel mundial, pero se estima que menos del 1% de los microorganismos que
habitan en el planeta han sido estudiados, y pudiera haber alrededor de 50 millones de especies

bacterianas por descubrir. (Oliart et al., 2016: p. 82),

A su vez el enfoque actual de las nuevas investigaciones, en concordancia con la evolucion de los
procesos productivos a nivel industrial, esta en la produccién y purificaciéon de enzimas, con el fin de
reducir costos y optimizar los procesos industriales, generando nuevas tecnologias por ejemplo en el

area de las biotransformaciones aplicables a nivel industrial y biotecnoldgico. (Lopez y Soria, 2018, p:2)

La estrategia ha sido continuar la busqueda de nuevos microorganismos que presenten actividades
enzimaticas interesantes, como las proteoliticas, y que estas mismas enzimas mediante su purificacion

ayuden a tratamientos de aguas residuales con diferentes contaminantes.

Las enzimas proteoliticas o proteasas catalizan la hidrélisis de los enlaces peptidicos de las proteinas,
estas enzimas rompen un mismo tipo de enlace, el enlace amida o peptidico. Las proteasas se han
convertido en las principales enzimas industriales, y constituyen mas del 65% del mercado mundial de
enzimas. Estas enzimas son ampliamente empleadas en la industria alimenticia, farmacéutica, textil, del
cuero Yy para tratamiento de aguas residuales (Haki & Rakshit, 2003 citado en Rubiano, 2006: pp. 25-
26).

Se han dirigido las investigaciones hacia las proteasas de microorganismos, utilizadas como aditivos en
detergentes, ademas de sus aplicaciones en la industria del cuero para el tratamiento pieles,
reemplazando el uso de quimicos toxicos y la descomposicion de contaminantes en aguas residuales,
esto hace que estas enzimas ocupen las principales posiciones con respecto a las aplicaciones
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comerciales (Granados et al., 2003 citado en Rubiano, 2006: pp. 25-26).

Las proteasas son usadas en la industria alimenticia, para la fabricacion de galletas, pan, etc., en la
industria cervecera y en la industria de detergentes, mejorando la eficacia del lavado hidrolizando las
proteinas coaguladas que no son dispersadas por el agua (Granados et al., 2003 citado en Rubiano,
2006: pp. 25-26).

Una forma de aplicacion industrial de las proteasas seria sobre fibras proteinicas tales como plumas,
cabello y ufas, las cuales, estan abundantemente disponibles en la naturaleza como residuos. Estas
pueden ser convertidas a biomasa Uutil, entre otros, proteinas concentradas o aminoacidos usando
proteasas obtenidas a partir de ciertos microorganismos (Anwar &Saleemuddin, 1998 citado en Rubiano,
2006: pp.25- 26).

El conocimiento de proteasas de especies acuaticas es Util en acuicultura para el entendimiento de la
fisiologia, bioguimica y alimentaciéon del organismo. En condiciones in vivo, la capacidad de los peces
para digerir proteina, asi como su absorcién o asimilacién, depende de la presencia y la calidad de las

enzimas proteoliticas (Gonzalez-Zamorano, Navarrete, & GarciaCarrefio, 2013).

Cabe destacar que en la actualidad también se esta usando enzimas purificadas para tratamiento de
aguas residuales y la descomposicién de sus contaminantes, como parte de los tratamientos biolégicos

que estas reciben. (Duran, 2010 citado en Pazmifio Flores, 2016: pp. 9-11).

Una de las caracteristicas importantes que presentan los lagos y lagunas contaminados es la elevacion
del pH del agua (Aguilar-Ibarra, 2010) Debido a esto, se plantea el estudio de microorganismos
provenientes de los pantanos artificiales de shushufindi buscando actividad proteolitica cuyas enzimas
son de gran valor industrial, al presentar ventajas asociadas a su mayor estabilidad por ejemplo, pH

extremos y agentes desnaturalizantes, lo que permitiria una mayor eficiencia en los procesos industriales.

Las proteasas presentan un gran potencial de aplicacion biotecnoldgica en la industria y como una

alternativa al tratamiento de aguas residuales.

El objetivo principal de este trabajo es evaluar prospectivamente la actividad proteolitica en las bacterias

de los pantanos artificiales de aguas residuales, Shushifindi.

Como objetivos secundarios se plantean:

0 Caracterizar fisico y guimicamente el agua de los pantanos artificiales.

0 Aislar las colonias bacterianas de las aguas provenientes de los pantanos artificiales.

0 Realizar pruebas de actividad proteolitica e identificar las colonias bacterianas mediante pruebas
bioguimicas.
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3. METODOLOGIA

3.1. Zona de estudio

Pantanos Artificiales de Shushufindi

La zona correspondiente al estudio (figuraly 2)

'

i MAPA DE SHUSHUFINDI
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Figura 1 Mapa politico de sucumbios
Realizado por: Soria, Liliana, 2019
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Figura 2 Ubicacion de los rios de shushufindi

Realizado por: Soria, Liliana, 2019
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El sitio de colecta de las aguas residuales se encuentra ubicado en la parroquia de San Francisco

perteneciente a Shushufindi, provincia Sucumbios. (GAD Sucumbios, 2018)

Las aguas residuales fueron tomadas de los pantanos artificiales que sirven como tratamiento biolégico
de las mismas, se ubican a una latitud de 0°10'53.88"S y una longitud de 76°38'54.29"0. Brinda solucion
a aproximadamente 400 usuarios, entre los habitantes del centro poblado y dos campamentos ubicados
en este sector. Donde anteriormente contaban con un sistema de biodigestores nada funcional, por lo
que cada morador trataba las aguas servidas de forma individual con acequias en sus terrenos, sin
embargo, sobrepasada su capacidad, generaban problemas de insalubridad en el lugar. (GAD
Sucumbios, 2018)

El sistema de tratamiento de aguas residuales cuenta con 8 lagunas artificiales donde se decidié tomar

3 muestras por cada laguna, para dar seguimiento al proceso bioldgico.

3.2. Tipo ydisefio de lainvestigacion

El tipo de investigacion es experimental y prospectiva.

Experimental, porque actuamos constantemente sobre el objeto de estudio de nuestra investigacion, lo
cual corresponde a las bacterias de las aguas residuales de los pantanos artificiales y su respectiva

actividad enziméatica

3.3. Obtencién de la muestra

El criterio de muestreo de cada laguna artificial se bas6 en tomar 3 diferentes muestras representativas
de puntos de interés con el fin de tener una apreciacién real de la microbiota del area como se muestra

a continuacion:

Muestra 1 Muestra 3

Figura 3 Primer pantano Artificial

Realizado por: Soria, Liliana, 2019
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De todos los pantanos artificiales se obtuvo tres muestras, recolectando la primera del lugar de captacion

del agua, la segunda del lugar mas cercano a los aireadores y la tercera muestra del punto de conexiéon

con la siguiente laguna.

3.4. Técnicas de recoleccion de datos.

3.4.1. Tomade muestras

Para la toma de muestras se utilizaron frascos de plastico con tapa, limpios y estériles, se procedi6 a

enjuagar el frasco por lo menos tres veces con el agua de la fuente, tomando la muestra en contra

corriente con el fin de evitar contaminacién. A continuacion, se procedié a tapar inmediatamente los

frascos y a sellar con parafilm para evitar fugas. Cada muestra fue identificada segun el pantano artificial

muestreado.

3.4.2. Caracterizacion fisica de las muestras de agua

La caracterizacion fisica y quimica se realizdé ex situ en el laboratorio de la Ultima laguna artificial

correspondiente a aquella donde se considera terminado el tratamiento, antes de ser vertido al rio mas

cercano de las lagunas artificiales. Se analizaron los siguientes pardmetros de acuerdo a la normativa

vigente:

Tabla 1 Parametros de caracterizacion fisica de las muestras de agua

Realizado por: Soria, Liliana, 2019

Parametros Unidad
T °C

pH

Conductividad eléctrica us/cm
Sdélidos Totales Disueltos | mg/l
Turbiedad NTU
Hierro mg/l
Aluminio mg/l
Manganeso mg/I
Sulfatos mg/l
Cianuro mg/l
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3.4.3. Disefio de las unidades experimentales para las pruebas de degradacion de caseina

con bacterias de las aguas residuales de los pantanos artificiales Shushufindi.

Preparacion de los medios de cultivo utilizados.

e Medio PCA.

Este medio de cultivo esta conformado por triptona 5 g/l, dextrosa 1 g/l, extracto de levadura 2,5 g/l y

agar 12 g/L. para su preparacion se siguio las instrucciones de la etiqueta comercial Mast Group Ltd.

e Medio leche descremada (LD).

En un matraz erlenmeyer se disolvieron 20 g/L de leche descremada en ¥ del volumen total a preparar,
se esterilizé a 121 °C. En otro matraz se preparo 16 g/L de agar PCA en los % de volumen restante, se
calentd hasta ebullicion durante un minuto y se esterilizé a 121 °C durante 15 minutos. En condiciones
aseépticas se mezclo la leche descremada con el agar PCA y se vacio en las cajas petri estériles (Ramirez
y Luna., 1996).

Aislamiento, seleccion y recuento de las colonias bacterianas
Mediante el método de siembra en superficie utilizando un haza de vidrio se procedié a sembrar tres
réplicas de cada punto de muestreo diluidas a 10, en tres volimenes diferentes de 25, 50 y 100 pl, en
cajas Petri con medio agar PCA. Se incubd a 30 °C. se procedio a realizar un recuento bacteriano durante

3 dias cada 24 horas.

Se seleccionaron al azar 48 representantes de cada una de las diferentes colonias bacterianas que

crecieron en las placas Petri, por cada fuente correspondiente a las lagunas artificiales.

Las 48 colonias bacterianas seleccionadas por cada fuente laguna artificial fueron sembradas con el uso

de una plantilla, por el método de picadura en el medio e incubado a 30 °C (Herrera, 2003; Alane 1996),

A fin de estabilizar las colonias bacterianas, estas fueron replicadas luego de 24 horas de crecimiento en

el mismo medio. Contando con al menos tres repigues.
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3.4.4. Determinacion de la actividad proteolitica

Inoculacion de las cepas bacterianas.

Se inocularon las respectivas cepas por cada laguna artificial mediante la técnica de sembrado por

picadura en placas Petri en el medio leche descremada (LD) a 30 °C.

Medicion del indice de potencia de actividad enzimatica

Se identificé aquellos clones bacterianos que presentaron halos de hidrdlisis en el medio utilizado (LD)

Se realizaron 3 réplicas con los clones identificados por cada laguna artificial, que presentaron
crecimiento bacteriano, se procedi6 a incubar a una temperatura de 30 °C. A las 24 horas de crecimiento,

se registré el halo de hidrélisis.

Aislamiento por agotamiento de las bacterias.

Se selecciond un clon bacteriano por cada laguna artificial. Como criterios para la seleccion de cada clon

se tuvo en consideracion su color y la presencia de un mayor halo de hidrélisis proteolitico.

Caracterizacion microscOpica y macroscopica de los aislados bacterianos

e Microscopica

Se realizé una Tincibn Gram de 51 clones bacterianos, los cuales mostraron un halo de hidrdlisis y de 10
clones bacterianos que no mostraron halo de hidrélisis. Se procedié con la observacién al microscopio
con el fin de identificar forma y la clase bacteriana, Gram+ o Gram- (Tortora, Funke & Case, 200: pp. 55-
74).

e Macroscopica

En la identificacidbn macroscépica se tomé en consideracion color y tamafio, de los 8 clones bacterianos
aislados por agot
amiento (Tortora, Funke & Case, 200: pp. 55-74).

Pruebas bioquimicas.

A cada clon bacteriano aislado, se le realizaron cinco pruebas bioquimicas las cuales fueron:
- Catalasa
- Medio SIM
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- Prueba de la urea
- Medio con manitol salado
- Medio TSI

3.4.5. Andlisis estadistico
Sistema de variables.
e Hipotesis
En bacterias de las lagunas artificales de Shushufindi es posible encontrar proteasas

e Variables

Variable dependiente: Presencia de proteasas.
Variable independiente: Estado fisioldgico de la colonia bacteriana.

Variable interviniente: Caracteristicas fisicas del agua.

.Indice de potencia (IP)

Se valor6 la actividad proteolitica de acuerdo al indice de potencia (IP). El IP es la relacion entre el

diametro del halo de hidrdlisis y el diametro de la colonia (Herrera, 2003; Alane, 1996).

Ecuacion 1. indice de Potencia (IP)

Ip = Diametro del Halo de Hidrolisis

Diametro de la Colonia

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion fisica de las muestras de agua.

A continuacién, se muestran los resultados de los parametros fisicos- quimicos de las muestras de la
Ultima laguna artificial, la cual corresponde a aquella donde se considera terminado el tratamiento antes

de ser vertido al rio mas cercano
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Tabla 2 Resultados de la caracterizacion fisica de las muestras de agua.

Parametros Unidad Muestra | Muestra | Muestra | PROMEDIO | Valor max
1 2 3 permisible

T °C 24.8 24.5 24.7 24,7 <35

pH 7.2 7.0 7.5 7,2 7

Conductividad us/cm 920 950 900 923,3

eléctrica

Solidos Totales mg/l 4,5 4,3 4,5 4,4 1,0

Disueltos (STD)

Turbiedad NTU 27.3 28.0 27.0 27,4

Hierro mg/I 4.1 4.2 40 4,10 10,0

Aluminio mg/I 4,9 5,0 4,7 4.8 50

Manganeso mg/l 7,0 7,1 7,3 7,1 2,0

Sulfatos mg/I 7,4 7,6 7,8 7,6 0,5

Cianuro mg/| 0 0 0 0,0 0,007

Realizado por: Soria, Liliana, 2019

Se analizd sélo la dltima laguna artificial con el fin de caracterizar los resultados del proceso de

tratamiento de agua residual, antes de ser vertidos al afluente mas cercano.

La caracterizacion del agua muestreada indicié respecto a los parametros fisicos un promedio de T de
24,7 °C, un pH de 7.2, CE de 923.3 us/cm; STD 4.4 mg/l y turbiedad de 27.4 NTU; mientras que en los

pardmetros quimicos obtuvo un promedio de hierro igual a 4.10 mg/l, aluminio 4.8 mg/l, manganeso 7.1

mg/l; sulfatos 7.6 mg/l y nulo en cianuros.

Los valores obtenidos en los pardmetros fisicos son muy cercanos a los reportados por (Villaramin
Robert, 2015) de T de 25 °C, un pH de 7.6, STD 3.5 mg/l y turbiedad de 26 NTU, en su estudio realizado

sobre las aguas residuales de la misma ciudad. Y de la misma forma los pardmetros quimicos son

cercanos a los reportados por (Berrones Deysi, 2013) con hierro 5 mg/l, aluminio 3 mg/l, manganeso 8

mg/l; sulfatos 10 mg/ly en su estudio realizado de aguas residuales en la ciudad del Coca
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Gréafico 1 Comparacion del promedio de los pardmetros fisicos y quimicos de las muestras tomadas con
respecto a la normativa vigente
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Realizado por: Soria, Liliana, 2019

La gréfica 1 representa una comparacion del promedio obtenido en los diferentes parametros tanto fisicos
como quimicos de la ultima laguna artificial con el fin de dar tratamiento de aguas residuales con respecto
a la norma técnica para el control de descargas liquidas, donde se indica que los pardmetros como el
pH, sélidos totales disueltos, aluminio, manganeso y sulfatos se encuentran por encima del valor maximo
permisible para descargas, y que Unico parametro que cumple con la norme es el hierro encontrdndose

cercano al valor maximo.

Los valores a considerar con mayor preocupacion son los correspondientes a sulfatos y manganeso, los
mismos que respecto a la horma técnica para el control de descargas liquidas, son los mas elevados, lo

gue no sucede con el cianuro o el hierro cumplen con los limites maximos permisibles.

Al verter el agua con estas condiciones fisicas y quimicas directamente a afluente, indica que se esta
produciendo una contaminacién de las mismas. Estos resultados también se evidencian en el estudio
para el disefio de un sistema de tratamiento de aguas residuales en la parroquia Sibambe, realizado por
(Berrones Deysi, 2013), por lo que en este estudio se intenta implementar un sistema de tratamientos a
las aguas, dandonos a pensar que en las lagunas artificiales el tratamiento que se da, esta actuando de

forma deficiente, no cumpliendo las necesidades de la ciudad donde se encuentra.
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4.2. Recuento de las colonias bacterianas.

Tabla 3 Recuento de las colonias bacterianas UFC/ul

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3
Lagu | Tiempo | UFC/25 | UFC/50 | UFC/10 | UFC/25 | UFC/50 | UFC/10 | UFC/25 | UFC/50 | UFC/10
na (h) ul ul OuL ul ul OuL ul ul OuL
24 5 10 20 3 5 10 0 3 3
48 7 10 21 3 5 10 2 4 10
1 72 9 12 25 5 7 10 2 4 12
24 10 21 30 10 15 20 11 11 23
48 10 21 30 10 15 20 11 12 23
2 72 10 22 30 10 17 25 11 12 26
24 30 40 53 21 30 48 11 11 21
48 34 40 55 22 30 49 11 12 23
3 72 35 40 57 22 30 49 11 14 26
24 100 173 220 40 120 150 2 3 3
48 100 175 210 42 120 150 2 3 3
4 72 109 180 238 42 120 150 2 4 5
24 45 130 150 45 93 120 5 7 10
48 47 137 150 45 93 125 5 7 10
5 72 50 137 150 45 95 125 6 10 10
24 65 162 200 60 150 188 64 159 201
48 65 162 200 60 150 188 64 159 201
6 72 65 162 200 60 150 188 64 159 201
24 12 20 49 10 40 74 2 3 3
48 12 22 49 11 45 90 2 3 3
7 72 12 26 49 11 47 91 2 4 5
24 6 30 50 5 18 60 3 5 11
48 9 39 79 9 22 62 3 8 20
8 72 14 43 109 15 50 89 4 11 35

Realizado por: Soria, Liliana, 2019

En la muestra 1 el mayor recuento bacteriano fue de la laguna artificial 4 correspondiendo a 238 UFC a
una concentracién de 100 pL, 180 UFC a una concentracion de 50 puL y 109 UFC a una concentracién
de 25 pL, esta muestra fue recolectada en la conexion entre la tercera laguna y cuarta, esta agua

corresponde a la tratada previamente en la laguna tres, el dia de la colecta esta laguna se encontraba a
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rebosar por lo que se puede relacionar a contaminantes externos debido a la cantidad de agua existente

en ella.

En la muestra 2 el mayor recuento bacteriano fue de la laguna 6 correspondiendo a 188 UFC a una
concentracion de 100 pL, 150 UFC a una concentracion de 50 yL y 60 UFC a una concentracion de 25
uL, la muestra de esta laguna fue recolectada en una zona con la presencia de varios insectos, ademas
cercana a un sistema de aireacién por lo que el mayor crecimiento de las bacterias registrado, puede

atribuirse a la contaminacion del agua debida a tales insectos.

El mayor recuento bacteriano en la muestra 3 fue de la laguna 6 correspondiendo a 201 UFC a una
concentracion de 100 pL, 159 UFC a una concentracion de 50 yL y 64 UFC a una concentracion de 25
uL, esta muestra de tal laguna corresponde a una zona de conexién entre la laguna 6 y la laguna 7 de

igual forma esta laguna se encontraba a rebosar lo que puede indicar contaminantes externos.

El menor recuento bacteriano en general de todas las muestras y concentraciones fue en la fuente 4y 7
en las cuales hubo 5 UFC, a 100 pL Esta fuente se encuentra poca cantidad de agua, a un 50% de su
capacidad, por lo que se presume que no es intervenida por contaminantes externos y que en estas se

esta produciendo una tratamiento de aguas residuales de forma correcta.

El mayor recuento bacteriano se registré en la muestra 1 de la laguna 4, a una concentracién de 100 pL,
siendo este el valor de 238 UFC, la cual difiere a lo reportado por (Berrones Deysi, 2013) de 53.3x10°
UFC en promedio de las aguas residuales de su estudio, por lo que se presume que la variacion en el
recuento bacteriano se debe a una diferencia en la dilucion realizada, las condiciones climéticas y la

técnica de recoleccion de muestras.

Tabla 4 Promedio del recuento bacteriano a las Grafico 2 Unidades formadoras de colonia por
72 h en UFC/ ml mililitro vs laguna artificial muestreada
Laguna UFC/ mi
g / UFC/ ml
1 15667
2 27000
196333
3 44000 —
4 131000 131000
5 95000 95000
6 196333 77667
44000 48333
7 48333 15667 27000 ’_‘ H
8 77667 e |_|
Realizado por: Soria, Liliana, 2019 1 ) 4 5 6 7 8

Realizado por: Soria, Liliana, 2019
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En promedio de las tres muestras tomadas por cada laguna artificial el mayor recuento bacteriano a las
72 horas corresponde a 196333 UFC/ mL de la laguna 6 y el menor recuento bacteriano es de 15667
UFC/mL de la laguna 1. Los resultados presentados puede deberse a contaminacion externa debido a

que algunas lagunas se encontraban rebozando.

4.3. Pruebas de degradacién de caseina con las bacterias de las lagunas artificiales
Shushufindi

Con las pruebas de degradacion realizadas en el medio Leche descremada en mezcla de PCA se logré
la observacién de halos de hidrélisis de los aislados bacterianos por lo que se procedi6 a utilizar tal medio

para la determinacién del IP de cada aislado bacteriano.

4.4. Determinacion del indice de potencia de actividad enziméatica

:I'abla 5 Promedio de la determinacién del indice

de potencia de actividad proteolitica (IPP) Tabla 6 Promedio de la determinacién del indice
mostrado por los aislados bacterianos en la de potencia de actividad proteolitica (IPP)
laguna artificial 1 mostrado por los aislados bacterianos en la

laguna artificial 2

Aislado Promedio IP
1 2,8 Aislado Promedio IP
2 3,2 15 2,6
3 3,1 16 2,6
4 2,7 17 2,4
5 1,0 18 2,7
6 1,4 19 2,8
7 1,0 20 2,5
8 1,1 21 1,3
9 2,9 22 1,2
10 1,4 23 1,0
11 3,0 24 2,8
12 2,0 25 1,0
13 2,5 26 2,6
14 2,3 27 2,4
Realizado por: Soria, Liliana, 2019 28 1,7
29 2,0

Realizado por: Soria, Liliana, 2019
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Tabla 7 Promedio de la determinacion del indice
de potencia de actividad proteolitica (IPP)
mostrado por los aislados bacterianos en la
laguna artificial 3

Aislado Promedio IP
30 3,2
31 1,7
32 1,9
33 1,9
34 2,1
35 1,0
36 2,1
37 3,0
38 1,2
39 2,3
40 2,3

Realizado por: Soria, Liliana, 2019

Tabla 8 Promedio de la determinacion del indice
de potencia de actividad proteolitica (IPP)
mostrado por los aislados bacterianos en la
laguna artificial 4

Aislado Promedio IP
41 1,7
42 1,8
43 1,4
44 1,0
45 2,9
46 2,6
47 2,9
48 3,0
49 2,0
50 1,4
51 2,7
52 2,6
53 2,6
54 2,7
55 2,8

Realizado por: Soria, Liliana, 2019

Tabla 9 Promedio de la determinacion del indice
de potencia de actividad proteolitica (IPP)
mostrado por los aislados bacterianos en la
laguna artificial 5

Aislado Promedio IP
56 2,4
57 3,0
58 2,8
59 3,1
60 2,6
61 2,6
62 2,2
63 2,2
64 2,5
65 2,2
66 2,0
67 2,6
68 2,3
69 2,4
70 2,7

Realizado por: Soria, Liliana, 2019

Tabla 10 Promedio de la determinacion del
indice de potencia de actividad proteolitica (IPP)
mostrado por los aislados bacterianos en la
laguna artificial 6

Aislado Promedio IP
71 1,7
72 1,6
73 3,9
74 1,0
75 2,4
76 3,0
77 2,9
78 1,0
79 2,6
80 2,5
81 2,5
82 2,3

Realizado por: Soria, Liliana, 2019
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Tabla 11 Promedio de la determinacion del Tabla 12 Promedio de la determinacion del

indice de potencia de actividad proteolitica (IPP) indice de potencia de actividad proteolitica (IPP)
mostrado por los aislados bacterianos en la mostrado por los aislados bacterianos en la
laguna artificial 7 laguna artificial 8
Aislado Promedio IP Aislado Promedio IP
83 1,2 98 1,5
84 3,0 99 1,9
85 1,6 100 1,5
86 2,5 101 2,3
87 3,3 102 1,8
88 3,2 103 1,7
89 2,3 104 1,5
90 2,3 105 1,0
91 1,4 106 1,5
92 2,3 107 1,7
93 2,9 108 1,8
94 2,6 109 1,6
95 2,8 110 1,7
96 1,4 111 2,6
97 2,6 112 1,5
Realizado por: Soria, Liliana, 2019 Realizado por: Soria, Liliana, 2019

El mayor indice de potencia registrado en la fuente 1 pertenece al aislado bacteriano 2 con un valor de
3.2, asu vez en la laguna artificial 2 el aislado bacteriano 19 exhibe un valor de IP maximo de 2.8, en la
laguna 3 el aislado con el maximo IP es el 30 con un valor de 3.2, el aislado 48 de la laguna 4 tiene el
valor de IP mayor de 3.0, en la laguna 5 el mayor IP fue de 3.1 correspondiente al aislado bacteriano 59,
el 73 perteneciente a la laguna 6 con un IP de 3.9, en la laguna 7 el mayor IP fue de 3.3 presentado por
el aislado bacteriano 87 y por ultimo, en la laguna 8 el mayor IP observado es de 2.6 registrado en el

aislado bacteriano 111.

Comparando la actividad proteolitica en las diferentes lagunas artificiales se concluye que el mayor IP

registrado pertenece al aislado bacteriano 73 de la fuente 6 ya que posee un valor de IP de 3.9.

Pascual Dominguez (2014: p. 48), obtiene un IP de 1,9 a las 48 horas de crecimiento y 32 °C para la
cepa Bacillus licheniformis, este valor es menor a los reportados en este trabajo de investigacion para
las evaluaciones con el medio leche descremada a 24 horas y 30 °C, ya que el mayor indice de potencia
obtenido fue de 3,9 del aislado bacteriano 73, perteneciente a la laguna 6, siendo este valor el doble del

reportado por Pascual Dominguez.

Mientras que en un estudié de la actividad proteolitica desarrollado por (Soria y Lopez, 2018) obtienen
un IP proteolitico de 3.86 a 35 °C, en la cepa de Plesiomonas resultado que es similar al presentado en

este trabajo investigativo.
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Tabla 13 : Porcentaje de aislados bacterianos que mostraron un IPP mayor o igual a 2,50 por

laguna artificial de aguas residuales con tratamiento LD.

Laguna
Artificial

Total de Aislados
Bacterianas

NUmero de Aislados Bacterianas con
IPP> 2,50

% de Aislados
Bacterianos

1 14 7 50
2 15 8 53
3 11 2 18
4 15 9 60
5 15 9 60
6 12 15 125
7 15 8 53
8 15 7

Realizado por: Soria, Liliana, 2019

Gréafico 3 Porcentaje de aislados bacterianos que mostraron un IPP mayor o igual a 2,50 vs Laguna

Avrtificial.

70

60

50

40

30

20

10

53
50

Realizado por: Soria, Liliana, 2019
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La mayoria de las lagunas artificiales presentan un porcentaje similar por encima del 50 % de Aislados

Bacterianas que poseen un indice de potencia proteolitica mayor o igual a 2,50. Las lagunas 4 y 5 son

las mas altas llegando a un 60%, mientras que se da a notar que en la Gltima laguna correspondiente a

la 8, de todos los aislados bacterianos crecidos, sélo se presenta un 7% con actividad proteolitica por

encima de 2,5.
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4.5, Evaluacién microscopica de los aislados bacterianos

Tabla 14 Evaluacion microscépica de los aislados bacterianos

Aislado Bacteriano | Gram | Forma
1]- Cocos
2| - Cocos
3|- Bacilos
41 - Cocos
9] - Bacilos

11 | - Bacilos
13| + Cocos
15 | - Bacilos
16 | - Bacilos
17 | + Cocos
18 | - Bacilos
19| - Cocos
20| - Bacilos
24 | - Bacilos
26 | - Cocos
30| - Bacilos
37 | - Bacilos
45 | - Cocos
46 | - Cocos
47 | - Bacilos
48 | + Bacilos
511 - Bacilos
52| - Bacilos
53] - Bacilos
54 | - Bacilos
551 - Bacilos
56 | + Cocos
57 | + Bacilos
58 | - Bacilos
59 | + Bacilos
60 | - Bacilos
61|+ Cocos
64 | + Cocos
67 | + Bacilos
70 | + Bacilos
73 | - Bacilos
75| + Cocos
76 | + Bacilos
77 | + Bacilos
79| - Bacilos
80 | + Cocos
81] - Bacilos




84| + Cocos
86 | - Bacilos
87| - Bacilos
88 | - Bacilos
93 | - Bacilos
94 | - Bacilos
95 | - Bacilos
97 | + Cocos
111 | + Bacilos

Realizado por: Soria, Liliana, 2019

Grafico 4 Porcentaje de aislados bacterianos segun su forma y diferenciacion entre Gram +y Gram -

Total de Aislados Bacterianos
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14%

O+ cocos O+ bacilos - cocos [- bacilos

Realizado por: Soria, Liliana, 2019

De los 51 aislados bacterianos seleccionados, el 53% fueron identificados como Bacilos Gram -, mientras
gue el 16% fueron Bacilos Gram +, seguido del 14% que fueron cocos Gram —y por ultimo el 17% como
cocos Gram +.

A diferencia Cordova (2010: p. 60) y (Soria y Lopez, 2018) que reportan el 68% y 60% respectivamente
fueron identificadas como Bacilos Gram -, mientras que el 12% y 16 % fueron Bacilos Gram +, seguido
del 20% y 13% que fueron cocos Gram +y por ultimo el 0% y 11% como cocos Gram - en sus estudios,

siendo estos porcentajes relativos a los presentados en este trabajo investigativo

4.6. Identificacion macroscépicay pruebas bioquimicas

Tabla 15 Género de los clones bacterianos aislados

Clon Bacteriano Aislado | Género

2 | Micrococcus

19 | Staphylococcus

30 | Proteus

48 | Gardnerella

59 | Plesiomonas

73 | Kurthia

87 | Citrobacter
111 | Moraxella
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Realizado por: Soria, Liliana, 2019

Sobre los ocho clones que mostraron mayor actividad enzimatica proteolitica, se procedi6 a realizar su
identificacion mediante una serie de pruebas bioquimicas, las cuales permitieron una identificacion
presuntiva de los géneros microbianos aislados, comparandolos con la descripcion estandar del Manual
de Bergey sobre bacteriologia determinativa (2000), Diagnostico Microbiol6gico de Koneman (2008.) y
demas bibliografia. Los aislamientos se identificaron hasta el nivel de género; obteniendo como resultado
bacterias de los géneros Micrococcus, Staphylococcus, Proteus, Gardnerella, Plesiomonas Kurthia y

Citrobacter y Moraxella.

El género Micrococcus registrado en este trabajo en la fuente 1, segun estudios de Odu & Akujobi (2012:
pp. 1-6) posee actividad proteolitica, asi mismo Benavides Campafia (2017: p. 119) identifica a este

género en las aguas residuales de la comunidad Cunuyacu ubicadas en la parroquia Pastocalle

El género Proteus encontrada en este trabajo en la laguna 3, segun estudios de Gomez et al (2006: p.
47) y Dinorin (2012: p. 93) posee actividad proteolitica. A su vez en el trabajo de Naranjo & Pambabay
(2015: p. 55) se menciona que este género habita en fuentes de agua, por lo que podemos decir que

puede ser encontrada en este ambiente.

El género Gardnerella encontrado en este trabajo en la fuente 4, segun estudios de Loza & Jiménez
(2006: pp. 15-20) y Espinosa et al, (2005: pp. 3-6) posee actividad proteolitica, a su vez segun Trujillo
(2017: p. 16) este género es un patdgeno en humanos lo que se presume que esa es el medio por el cual

ha llegado a estas aguas residuales.

El género Plesiomonas registrado en este trabajo en la fuente 5, segun estudios de Ponce et al, (2005:
p. 2) posee actividad proteolitica, ademas en el estudio realizado por Rodriguez & Antillon (1989: pp. 1-

5) se menciona que es un género propio del ambiente acuatico..

Los géneros bacterianos registrados en el presente estudio, se asemejan a los reportados en anteriores
investigaciones sobre actividad proteolitica con bacterias aisladas de efluentes contaminados;
encontrando géneros bacterianos como Staphylococcus, Micrococcus y Enterobacter, a los cuales se los

asocia con el desarrollo de mecanismos de resistentes a diferentes contaminandtes. (Alam et al., 2011),

(Mullick, 2012.). Los géneros mencionados son constantes, al igual que el género Kurthia, en aislados a
partir de pieles sin curtir, y pieles en diferentes etapas del proceso de elaboracion del cuero, fundamentos
gue permiten respaldar los datos obtenidos (Lama, A., 2010). Dando a entender que por sus

contaminantes, estas bacterias también presenten actividad proteolitica.
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5. CONCLUSIONES

La evaluacion fisica y quimica de las lagunas artificiales para tratamiento de aguas residuales de
Shushufindi mostré una caracterizacion de parametros fisicos un promedio de O2 de 415.7; T de 24, 7
°C, un pH de 7.2, CE de 923.3 us/cm; STD 4.4 mg/l y turbiedad de 27.4 NTU; mientras que en los
parametros quimicos obtuvo un promedio de hierro igual a 4.10 mg/l, aluminio 4.8 mg/l, manganeso 7.1
mg/l; sulfatos 7.6 mg/l y nulo en cianuros, Sélo se analizé la fuente 8 debido a que en esta fuente se
considera culminado el tratamiento de las aguas y posteriormente se vierten en el efluente mas cercano.
La mayoria de los parametros analizados no cumplen con la normativa para fuentes de descargas a

excepcién de la cantidad de hierro que se encuentra proximo al limite maximo permisible.

Se aislaron 48 colonias bacterianas por laguna artificia, en total se obtuvieron un total de 384 aislados

bacterianos los cuales se estabilizaron 3 veces en medio con PCA.

Se realizaron pruebas de degradacion de caseina a los aislados bacterianos en tratamientos con medio
PCA, evaluando que la mayor parte de aislados bacterianos presentaron halos de degradacién en las

pruebas de caseina con una actividad enzimatica muy alta, siendo en un 50 % superior a 2,50.

El mayor indice de potencia en actividad Proteolitica corresponde al clon 73 con un valor de 3,9 con este
valor de indice se puede concluir que las bacterias provenientes de las lagunas artificiales para aguas
residuales en la ciudad de Shushufindi tienen una alta actividad enzimatica por lo que se deberia utilizar
estos asilados en los diferentes procesos industriales no alimenticios a fin de ganar mayor beneficios a

menor costo.

Se aislaron géneros bacterianos correspondientes a Micrococcus, Staphylococcus, Proteus, Gardnerella,

Plesiomonas Kurthia y Citrobacter y Moraxella.
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ANEXOS
Anexo A: Lugar de muestreo

Lagunas artificiales de aguas residuales desemboque de las lagunas artificiales

Anexo B: Recuento de las colonias bacterianas.

Recuento Bacteriano a 25 L Recuento Bacteriano a 50 plL de la Recuento Bacteriano a 100 pL
de la Muestra | de la Laguna ~ Muestra | de la Laguna artificial 1 en Agar de la Muestra | de la Laguna
artificial 1 en Agar PCA. PCA artificial 1 en Agar PCA.

ST,
€.

/4

Recuento Bacteriano a 25 pL Recuento Bacteriano a 50 pL de la Recuento Bacteriano a 100 pL
de la Muestra Il de la Laguna Muestra Il de la Laguna artificial 1 en de la Muestra Il de la Laguna
artificial 1 en Agar PCA. Agar PCA. artificial 1 en Agar PCA..
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de la Muestra 111 de la Laguna Muestra 111 de la Laguna artificial 1 en de la Muestra 111 de la Laguna
artificial 1 en Agar PCA. Agar PCA. artificial 1 en Agar PCA..
F

‘ Recuento Bacteriano a 25 pL Recuento Bacteriano a 50 pL de la Recuento Bacteriano a 100 pL

\

Recuento Bacteriano a 25 pL Recuento Bacteriano a 50 pL de la Recuento Bacteriano a 100 pL
de la Muestra | de la Laguna ~ Muestra | de la Laguna artificial 2 en Agar de la Muestra | de la Laguna
artificial 2 en Agar PCA. PCA. artificial 2 en Agar PCA..

=

—_—

Recuento Bacteriano a 25 pL Recuento Bacteriano a 50 pL de la Recuento Bacteriano a 100 pL
de la Muestra Il de la Laguna Muestra 1l de la Laguna artificial 3 en de la Muestra Il de la Laguna
artificial 3 en Agar PCA. Agar PCA. artificial 3 en Agar PCA..

Recuento Bacteriano a 25 pL Recuento Bacteriano a 50 pL de la Recuento Bacteriano a 100 pL
de la Muestra 111 de la Laguna Muestra 111 de la Laguna artificial 4 en de la Muestra 111 de la Laguna
artificial 4 en Agar PCA. Agar PCA. artificial 4 en Agar PCA..
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Anexo C: Estabilizacion de los aislados bacterianos.

Primera réplica de la fuente 1.

\
ey
<,

Primera réplica de la fuente 4. Segunda réplica de la fuente 4

Tercera réplica de la fuente 4.
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Primera réplica de la fuente 8.

Segunda réplica de la fuente 8

—— i

Tercera réplica de la fuente 7

Tercera réplica de la fuente 8.
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Anexo D: Pruebas enziméaticas en los aislados bacterianos y medicion del indice de potencia de
actividad enzimatica.

Pruebas Enzimaéticas en Pruebas Enzimaéticas en Pruebas Enzimaéticas en
medio LD para los aislados medio LD para los aislados medio LD para los aislados

bacterianos de la Fuente 1. bacterianos de la Fuente 2. bacterianos de la Fuente 3.

Pruebas Enzimaéticas en Pruebas Enziméticas en Pruebas Enzimaéticas en
medio LD para los aislados medio LD para los aislados medio LD para los aislados

bacterianos de la Fuente 4. bacterianos de la Fuente 5. bacterianos de la Fuente 6.
SRR L T L Ly Saladh

Pruebas Enzimaéticas en Pruebas Enzimaéticas en
medio LD para los aislados medio LD para los aislados
bacterianos de la Fuente 7. bacterianos de la Fuente 8
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Replica 1 de la Fuente 1 para  Replica 2 de la Fuente 1 parala  Replica 3 de la Fuente 1 para
la determinacion del IPP determinacion del IPP. la determinacion del IPP

Replica 1 de la Fuente 2 para  Replica 2 de la Fuente 2 parala  Replica 3 de la Fuente 2 para

la determinacion del IPP determinacion del IPP. la determinacién del IPP.

Replica 1 de la Fuente 3 para  Replica 2 de la Fuente 3 parala  Replica 3 de la Fuente 3 para

la determinacion del IPP determinacion del IPP. la determinacién del IPP.

~ . >

Replica 1 de la Fuente 4 para  Replica 2 de la Fuente 4 parala  Replica 3 de la Fuente 4 para

la determinacién del IPP. determinacion del IPP. la determinacién del IPP
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Replica 1 de la Fuente 5 para  Replica 2 de la Fuente 5 parala  Replica 3 de la Fuente 5 para

la determinacion del IPP determinacion del IPP la determinacion del IPP

Replica 1 de la Fuente 6 para  Replica 2 de la Fuente 6 parala  Replica 3 de la Fuente 6 para

la determinacion del IPP determinacion del IPP la determinacién del IPP

Replica 1 de la Fuente 7 para  Replica 2 de la Fuente 7 parala  Replica 3 de la Fuente 7 para

la determinacion del IPP determinacion del IPP la determinacién del IPP

Replica 1 de la Fuente 8 para

Replica 2 de la Fuente 8 parala  Replica 3 de la Fuente 8 para

la determinacioén del IPP determinacion del IPP. la determinacién del IPP.
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Anexo E: Observacion microscopica de los aislados bacterianos.

‘ Aislado Bacteriano 1 Aislado Bacteriano 2

Aislado Bacteriano 11.

Aislado Bacteriano 19 Aislado Bacteriano 20.

Aislado Bacteriano 3

e

Aislado Bacteriano 15.

Aislado Bacteriano 18.

Aislado Bacteriano 24

e g |
2 év’&’}- 2 .ft,‘, -
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‘ Aislado Bacteriano 26 Aislado Bacteriano 30. Aislado Bacteriano 37.

Aislado Bacteriano 46.

Aislado Bacteriano 54. Aislado Bacteriano 56.

Aislado Bacteriano 57. Aislado Bacteriano 59. Aislado Bacteriano 60.
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Aislado Bacteriano 61 Aislado Bacteriano 73

Aislado Bacteriano 79 Aislado Bacteriano 80 Aislado Bacteriano 81

Aislado Bacteriano 86 Aislado Bacteriano 88

| Aislado Bacteriano 97 Aislado Bacteriano 111
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Anexo F: Observacion macroscopica y pruebas bioquimicas de los aislados bacterianos.

Prueba de manitol

| Aislado Bacteriano 2 Aislado Bacteriano 19 Aislado Bacteriano 30

Aislado Bacteriano 48. Aislado Bacteriano 59.

O

Aislado Bacteriano 73 Aislado Bacteriano 87 Aislado Bacteriano 111

Prueba de la Catalasa

Aislado Bacteriano 2 Aislado Bacteriano 19 Aislado Bacteriano 30
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Aislado Bacteriano 48.

Aislado Bacteriano 73 Aislado Bacteriano 87 Aislado Bacteriano 111.

Prueba de la Urea

Aislado Bacteriano 2 Aislado Bacteriano 19 Aislado Bacteriano 30.

Aislado Bacteriano 48. Aislado Bacteriano. 59
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. ) Aislado Bacteriano.87 Aislado Bacteriano. 111
Aislado Bacteriano 73

Prueba de TSI
Aislado Bacteriano 2 Aislado Bacteriano 19 Aislado Bacteriano 30
Aislado Bacteriano 48 Aislado Bacteriano 59

Aislado Bacteriano 73 Aislado Bacteriano 87 Aislado Bacteriano 111

46



Prueba de'SIM

-

L

‘ Aislado Bacteriano.2 Aislado Bacteriano 19 Aislado Bacteriano.30
‘ Aislado Bacteriano 48 Aislado Bacteriano 59
Aislado Bacteriano73 Aislado Bacteriano 87 Aislado Bacteriano111
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