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RESUMEN

La enzima ureasa cataliza el proceso de hidrdlisis de la urea a dioxido de
carbono y amoniaco logrando asi la posible realizacibn de un tratamiento

enzimatico de aguas residuales y reutilizarlas para un uso agricola.

Se presenta el estudio cuantitativo y exploratorio ejecutado con un tiempo
aproximado de 06 meses como minimo, tomando como contexto al estadio
municipal lvan Elias Moreno ubicado en la Av. Los Alamos, Sector 3 Grupo 15 en
el distrito de Villa El Salvador.

Para ello se usara metodologias: a través de la filtracion y la centrifugacion
se lograra aislar la ureasa del frejol de soja (glycine max), y para la evaluaciéon se
aplicara en plantulas como bioindicadores de calidad ambiental, seguidamente se
procederd a aplicarlos en las aguas residuales con contenido de ureay tener como
resultado final aguas aptas para un segundo uso en las areas con cobertura vegetal
en el distrito de Villa El Salvador, es decir, la reutilizaciéon de aguas residuales con
uso de riego.

Por lo tanto, se concluye en la elaboracion del posible reliso de aguas y
lograr mitigar la escasez de agua de manera factible, rentable y viable.

Palabras clave: enzima, reutilizar, mitigar y areas verdes.



INTRODUCCION

El incremento de la poblacién y el acelerado avance tecnolégico propio de
la era tecnolégica que afrontamos, ha traido consigo beneficios y a su vez
originaron ciertos problemas en tematica ambiental; siendo uno de ellos el
vertimiento de aguas residuales de manera inadecuada y el mas grande dafio es
no tratarlo antes de verterlo, generando un impacto negativo alto en los cuerpos de

agua, perjudicando la salud publica y dafiando los cuerpos de agua (Guyer, 2020).

En el Perd, como en muchos paises de la region, los cuerpos de agua son
los receptores del vertimiento directo de las aguas residuales y/o efluentes, ya sea
de origen domeéstico o industrial, lo cual perjudica y dafa la calidad de agua,
disminuyendo la productividad del mismo e incrementando los gastos o costos al

tratamiento que se vaya a emplear acorde al dafio del recurso hidrico.

El Peru alberga el 1.89% del agua dulce del mundo (1.7 millones de
hectometros cubicos de agua), posee 1.007 rios distribuidos en 159 cuencas
hidrograficas de las cuales se usa un 2% en mineria, 6% en Industrias, 12% como
consumo poblacional y 80% en agricultura; esto se manifestdé en la reciente
situacion de escasez de agua debido al Fendmeno del Nifio Costero siendo Piura
la region mas afectada, segun el Compendio Estadistico publicado por el INEI, la
Region Lima al 2018 ha llegado a reutilizar 9 379 L/s, y el distrito de Villa El Salvador

solo 67 L/s a través del proceso de lagunas aireadas (INEI, 2019).

En Villa El Salvador esta situacion es critica, ya que no todos cuentan con
este servicio basico es por ello que buscamos frenar esta necesidad mediante esta

alternativa de solucion sostenible.

Por ello se vienen realizando investigaciones con programas y proyectos
pilotos impulsados por entidades publicas y privadas con el objeto de contrarrestar
el deterioro del ecosistema y el hibitat humano, o como el caso del presente trabajo
de investigacion que promueve y fomenta una nueva alternativa de tratamiento de

aguas residuales.
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Capitulo 1: ASPECTOS GENERALES
1.1. Contexto

El trabajo de investigacion desde la evaluacion hasta la ejecucion se
desarrollé en el distrito de Villa El Salvador, cuenta con una superficie de
35,46 km? y tiene una altitud media de 143 msnm. Ubicado al sur de Lima
Metropolitana, Provincia de Lima, Departamento de Lima; teniendo como

limites a los vecinos distritos:

e Por el Norte: San Juan de Miraflores y Villa Maria del Triunfo.
e Por el Sur: Lurin.
e Por el Este: Villa Maria del Triunfo.

e Por el Oeste: Chorrillos y el Océano Pacifico.

FiguraN° 1

Zonificacion del distrito de Villa El Salvador
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Urbano. Fuente: Municipalidad de Villa El Salvador, 2019.



Contando con una poblacion de 393 254 habitantes al afio 2017,

segun el instituto Nacional de Estadistica e Informética — INEI, indicado

en el Compendio Estadistico 2019.

1.2. Delimitacion temporal y espacial
1.2.1. Delimitacién Espacial
Este trabajo de investigacién se desarrollé la investigacion en el
laboratorio de Biologia de la Universidad Nacional Tecnolégica de Lima Sur
— UNTELS; por consiguiente, para la posterior aplicacion se coordin6
llevarlo a cabo en las Areas verdes pertenecientes al distrito, por ello se
coordino con la Sub Gerencia de Limpieza Publica, Parques y Jardines y
Evaluacion Ambiental de la Municipalidad de Villa El Salvador para la

accesibilidad de informacion.

Figura N° 2

Delimitacion espacial del Trabajo de Investigacion
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vegetal pertenecientes al distrito de Villa El Salvador; como son los parques,
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1.2.2. Delimitacién Temporal

La investigacion se llevo a cabo en un periodo de 03 meses, debido
a la revision documentaria y la busqueda de la técnica mas adecuada para
la obtencion de la enzima ureasa; de igual manera, para la identificacion de
la ureasa como producto final, esto debido a la falta de equipos de

espectrofotometria de radiacion UV — Visible.

1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo General
+« Proponer la técnica de reutilizacion de aguas residuales de origen

doméstico a través de la aplicacion de la enzima ureasa para el riego de

areas verdes.

1.3.2. Objetivos Especificos

+« Proponer la técnica mas optima para la obtencion de la enzima ureasa.
« Determinar la influencia de la concentracion de amoniaco y pH en la

calidad del efluente tratado.



2.1.
2.1.1.

CAPITULO 2: MARCO TEORICO
Antecedentes de la Investigacion

Antecedentes Internacionales

Mediante la evaluacion de urea en el laboratorio clinico se realizo una
practica, donde se propuso un método sencillo de extraccion y preparacion
de la ureasa a partir del frijol Canavalia gladiata DC como una alternativa

para resolver el déficit de este producto (Gonzalez, 2000).

Para la determinacion de la urea, la Lic. Martha Martinez utilizo un
filtrado libre de proteinas que contenia urea que al momento de incubarlo da
lugar al desdoblamiento de la enzima ureasa en amoniaco y didéxido de
carbono, posterior a ello le agrego el reactivo” Nessler” que se reactivo con
el nitrbgeno amoniacal, logrando la formacion del compuesto de color
amarillo. Esto ayudo a la investigacion del proyecto en la etapa de
comprobacion de la posible extraccion de la enzima ureasa, ya que al aplicar
este método se confirmaria la realizacion efectiva de la obtencién de la

enzima ureasa para la aplicacioén in situ de la misma.

Otra manera de comprobacion de la extraccion de la enzima es través
de la aplicacién del reactivo de Berthelot que a través del proceso hidrolitico
gue atraviesa el amoniaco que con la presencia del fenol y del compuesto
hipoclorito se produce un color azul, para ello se realizé un estudio en el
laboratorio clinico para el diagndstico de algunas enfermedades, motivados
por la escasez de los productos en los laboratorios, por esta razén se
reconocio en las diversas semillas de leguminosas de tipo Canavalia spp.
Como Canavalia brasiliensis spp., con nhombre comun frijol espada por ser
uno de los mas ricos y poseer bajo porcentaje de grasas ayudando a la
investigacion, ya que se requeria de un compuesto con estas caracteristicas
para aplicarse un método sencillo de extraccion como alternativa de solucion

al déficit de este importante producto.

La Suspension de Canavalia glicerol ejerce un efecto catalitico sobre
la urea que permite utilizarlo en esta técnica analitica en los laboratorios
clinicos, por lo que constituye una opcion importante para mantener el

servicio en estos ultimos (Martinez, 2010).



A través del uso de enzimas de tipo ureasa se identifica los
microorganismos adecuados de transformar el nitrdgeno organico contenido
en efluentes de origen industrial que contienen urea, y los transforma en
compuestos susceptibles que facilmente pueden ser despojados a través de
los métodos fisico quimicos aptos, para lograr que el efluente final abarque
los parametros menores a 40 ppm del nitrégeno total (Sergio A. Perez, Zulay
M. Nifio, Victor H. y Carlos H., 2007).

Acerca del proceso de extraccion de la enzima ureasa se reviso
diversos metodologias, tal cual lo describe Almanza, Rojas, Borda y Galindo
(2009, pp 34) “es preciso determinar las fuentes de esta enzima que se
encuentran distribuidas en la naturaleza, destacando microorganismos,
residuos industriales y organicos, y semillas de plantas de las familias
anonaceas, leguminosas y cucurbitaceas”, asimismo, se basan la
investigacion en el método de comprobacion por Vicente (1975), quien
determiné a la ureasa con una fraccion celulésica de la pared de células de
cotiledones de diferentes variedades de cucurbitaceas, siendo la especie

Cucurbita ficifolia la seleccionada.

Es por ello que se insistio en obtener la enzima ureasa de productos
proveidos de nuestra naturaleza, de los cultivos bajo en grasas y ricos en
proteinas para darle uso sostenible y organicos en la comunidad, y lograr la
reduccion de residuos desechados, e incrementar la aplicacién de residuos

como materia prima.

2.1.2. Antecedentes Nacionales

Al hablar de la enzima ureasa nos remite a Arce (2010), quien en su
investigacion se centra en aplicar microorganismos al tratamiento de aguas
residuales en zonas urbanas, las cuales son escasas y busca mejorar la
calidad de vida de los pobladores, cuya finalidad es realzar el concepto de
“‘urbanizaciones sostenibles”. Es por ello que aplica 2 etapas para su
tratamiento: la autodepuracioén, transformando las sustancias en dioxido de
carbono y nitrégeno amoniacal; y la descomposicion organica, para eliminar

patdgenos que causen enfermedades. En el caso de una urbanizacién,
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condominio, universidad o colegio se tiene la necesidad de embellecer el
paisaje urbanistico con areas verdes. Las aguas residuales que atraviesan
el proceso de tratamiento proveen la solucién alternativa para el riego
masivo que contienen cobertura vegetal y son usados como elementos
decorativos que involucran la mejora delo ornato del distrito; como piletas,
caidas de agua, etc. Otro uso primordial que se atribuye al agua residual
post tratamiento es aplicarlo en la agricultura, puesto que es una de las

actividades con mayor consumo de agua.

La tecnologia a emplear nos permite estructurar un conjunto
operacional aportando un accesible manejo y de bajo costo; por ello, el
tratamiento de las aguas residuales domésticas por biodegradacion a través
del uso de enzimas catalizadoras, las cuales presentan un disefio adecuado
para actuar en temperaturas ambiente acorde al uso de agua y la presién
atmosférica propia de la zona, y los procesos anteriormente mencionados,

gue permiten acelerar la biodegradacion de la materia organica.

La utilizacion de enzimas activa el proceso de degradacion de los
compuestos organicos a través de los microorganismos que se encuentran
en el agua residual, logrando que el agua tratada puede ser reutilizada en
algun cuerpo receptor natural, en riego, sistemas contra incendio, piscicola,
lagunas ornamentales, sanitarias, formacion de bofedales. (Sayritupac
Chihuan, 2016).

El reconocimiento de la enzima en el pais aun es escaso, asimismo la
informacion brindada por centros clinicos y/o laboratorios, por ello esta
investigacion tiene mas ambito internacional, como los paises hermanos de

Latinoamérica que ya cuentan con fundamento de esta indole.



2.2. Bases Teoricas

2.2.1. Urea

Se tiene por conocimiento que cada organismo (mamiferos, anfibios y

algunos invertebrados) descompone los acidos nucleicos y proteinas,

generando residuos nitrogenados, esto debido a que los acidos nucleicos y

proteinas contienen compuestos de nitrogeno, siendo en su mayoria la urea
(Lorenc, 2015).

La urea es un compuesto especialmente bueno para la eliminacién de

nitrégeno debido a la solubilidad en agua y por lo que presenta menor

toxicidad que el amoniaco, asimismo, la urea es el primer componente

organico sintetizado.

El ciclo del Nitrogeno (N).

En la atmésfera ocurren los ciclos biogeoquimicos propios del

ambiente, siendo el Ciclo del Nitrégeno, el cual contiene la Urea, uno

de los primordiales para el desarrollo de procesos metabdlicos.

Acerca del Ciclo del Nitrdgeno el N molecular (N2) es muy exuberante,

siendo esta molécula no reactiva o inerte debido al triple enlace que

posee, el cual lo provee de estabilidad; es por ello, que el Nitrdgeno

atmosférico debe ser fijado mediante una cadena de reacciones:

1)

2)

3)

El nitrégeno debe ser reducido a NHs (amoniaco), a través del
proceso de amonificacion, llevado a cabo por los
microorganismos y las descargas eléctricas en la naturaleza.
Posteriormente las bacterias saprofitas oxidan el amoniaco a
nitritos y nitratos (NOz y NO4), proceso denominado
nitrificacion.

Durante la inanicion prolongada se realiza la gluconeogénesis,
siendo las cadenas carbonadas de los aminoacidos quienes
liberan a los aminoacidos y se da paso a la excrecion de urea

y no se reincorpora a las proteinas.



Figura N° 3

Ciclo del Nitrégeno
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Nota: la figura representa las relaciones que se llevan a cabo entre el
ciclo del nitrégeno y los compartimentos organicos y minerales que se
involucran en el proceso; asimismo, los cuadros negros representan
las entradas al sistema y los de color gris indica las diversas
fracciones disponibles; por ultimo, los procesos y factores que influyen
en la disponibilidad del nitrdgeno estan plasmados en conectores sin

recuadro, MO: Materia organica. Fuente: Cerén, 2012.

2.2.2. Nitrégeno amoniacal y total

Las aguas residuales contienen una elevada carga contaminante de
materia orgénica, en la cual se encuentran los compuestos de nitrégeno y
sus formas, siendo las de mayor interés en las aguas residuales el nitrégeno
amoniacal y total. El amoniaco es un producto natural, ya que proviene de la
descomposicion de los compuestos organicos nitrogenados y es uno de los
componentes temporales en el agua, ya que forma parte del ciclo del
nitrégeno y es influido por la actividad bioldgica, por lo general las aguas

superficiales no deben estar sujetos al bajo o alto contenido de amoniaco,



siendo asi la presencia de amoniaco libre o ion amonio, el cual se considera
Como una experiencia quimica de contaminacion naciente y sea el grado y
dependiendo del caso podria llegar a ser peligrosa. Si el medio es aerobio,
el nitrdgeno amoniacal se transforma en nitritos (Sardifias, O., Pérez, A;
2004)

El nitrdgeno total esta compuesto por ambos nitrogenos: el nitrégeno
amoniacal y el nitrégeno organico, este Uultimo formado por las

composiciones de nitrégeno correspondientes al nitrato, nitrito y amonio.

En las aguas residuales podemos encontrar al nitrégeno en 04 formas
basicas, al detalle: nitrdgeno organico, amonio, nitrito y nitrato; cabe resaltar,
gue estas formas no se presentan de igual manera en los estados del agua,
por ejemplo, para las aguas residuales con reciente descarga de materia
organica, el nitrégeno se encontrard en forma de urea y compuestos
proteinicos, y para lograr transformarlo a su forma amoniacal debera

atravesar la descomposicion bacteriana (Lentech,2021).

Figura N° 4
Nitrégeno Total y Amoniacal en el proceso de tratamiento de aguas

residuales
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Nota: se representa el proceso que atraviesan el Nitrdgeno Total o Kjeldahl
en un cuadro principal partiendo del nitrdgeno organico y con la intervencion
de los nitrosomonas y el Nitrobacter obtenemos la descomposicion del

Amoniaco y Nitratos. Fuente: Sardifias, O., Pérez, A.; 2004.



El nitrégeno es un componente importante en las aguas residuales,
siendo necesario y primordial para el desarrollo de los microorganismos; Si
se diera el caso que el agua residual no posea el nitrdgeno suficiente pueden
surgir inconvenientes por carencia de nutrientes durante el tratamiento
secundario. Pero también el nitrégeno es un contribuyente especial para el
agotamiento del oxigeno y la eutrofizacion de las aguas, cuando se

encuentra en elevadas concentraciones.

A medida que el agua se estabiliza, por oxidacion bacteriana en medio
aerobio se generan nitritos y posteriormente nitratos. El agua residual
domestica suele contener 20-50 mg/L de nitrégeno total y 12- 40 mg/L de

Amonio.

2.2.3. Enzima ureasa

La ureasa, cuya denominacion sistematica es amidohidrolasa de urea,
y cataliza la hidrolisis de la urea a dioxido de carbono y amoniaco. A la
ureasa la encontramos en semillas, microorganismos e invertebrados, en el
caso de las plantas la ureasa es un hexamero, consta de 6 subunidades y/o
cadenas equivalentes, y esta ubicada en el citoplasma; para el caso de las
bacterias, la ureasa contiene dos o tres subunidades diferentes. Para la
activacion de la enzima ureasa se requiere articular dos iones de niquel por
subunidad (Lorenc, 2015).

Las investigaciones recientes sobre la ureasa han reconocido proponer
el principio trascendental en las reacciones enzimaticas, lo que resulta la
funcion de los grupos SH (sulfhidrico) y su participacion en los procesos de

catalisis.

Figura N° 5

Reaccion de la ureasa

0
HN—C—NH, + 3H0 —2®%95 o+ 2NHOH
Urea Agua Didxido Hidrdxido

de carbono de amonio
Sustrato Producto
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Nota: la reaccion quimica de la aplicacién de la enzima ureasa en un
compuesto ureico en estado acuoso. Fuente: Pagina web BIOQUIMICA,
2015.

Se aprecia la reaccion quimica al separar y/o catalizar la urea en
dioxido de carbono e hidréxido de amonio a través de la enzima ureasa en
estado acuoso, a continuacién de presenta las reacciones quimicas con
estequiometria de manera general, ya que, este tratamiento podria significar

un antecedente para otras experiencias similares:

a) Oxidacién de la Materia Organica

Cx Hy Oz + O2 — Enzima - CO2 + H20
b) Sintesis de la Célula (Crecimiento)

Cx Hy Oz + NH3 + Oz — Enzima - Célula + CO2 + H20
c) Oxidacién del material de la Célula

(Célula) + Oz - Enzima > CO2 + H20 + NH3

Caracteristicas de la enzima ureasa
e Peso molecular: 480 kDa para la ureasa de frijol.
e Metal en el sitio activo: Niquel (II).
e pH Optimo: 7.24534219998
e Temperatura optima: 50 °C
e Especificidad enzimética: urea y agua.

¢ Inhibidor enzimatico: metales pesados.

Efectos de la enzima Ureasa

a) Efecto de la temperatura sobre la actividad de la ureasa

Las enzimas debido a su completo desarrollo necesitan de una
temperatura optima y su velocidad de reaccion debe ser la maxima,
esto debido a que se requiere su maximo progreso, para el caso de

temperaturas bajas, la frecuencia de choques entre la enzima y el
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b)

sustrato (urea) sera la mas baja, de igual manera sucedera con la

velocidad de reaccion.

En concusion, acorde se eleve la temperatura, a su vez se
incrementara la frecuencia de choques, asistiendo a la velocidad de
reaccion (representado por la formacion del producto); pero si la
temperatura es muy elevada perjudicaria el compuesto, inclusive
puede destrozar la estructura de Vander Waals y los puentes de
hidrogeno, los cuales estabilizan la estructura terciaria y cuaternario
de las enzimas; como consecuencia generaria la desnaturalizacion y

perdida de la actividad enzimatica (Jean F. MacFaddin, 2015).

Efecto de la pH sobre la actividad de la ureasa

La distribucion tridimensional que conserva la enzima, determina
Su area a catalizar y la actividad que desarrolla, dicha estructura se
encuentra estable por una serie de enlaces no covalentes (en su
mayoria hidrofébicos, que contienen puentes de hidrogeno, con
atracciones electrostaticas) y covalentes (con puentes de disulfuro)
gue coexisten entre los grupos de los aminoacidos que no poseen
neutralidad, por ejemplo: las enzimas aspartato, la lisina, la arginina y
el glutamato, y logran interceptarse con las atracciones electrostéaticas
y Su permanencia estructural tridimensional, lo que provoca una

pérdida total o parcial de la actividad enziméatica.

Segun Manahan, en su libro acerca de la Quimica ambiental de
los contaminantes en los efluentes describe la selectividad que
presenta cada enzimay que a su vez sefiala el pH 6ptimo en relaciéon
a la actividad que lleve a cabo, el cual se altera segun la region celular
donde se encuentre la enzima, en el caso del lisosoma el pH es
proximo a grado dos, en cambio para las enzimas presentes en el

plasma o en el duodeno el pH éptimo oscila entre 7.0y 8.0

La ureasa opera en los combinados a nivel de los puentes

Carbono — Nitrégeno, a excepciéon de aquellos compuestos que
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contienen puentes peptidicos, en conclusién, el pH 6ptimo para la

actividad de la ureasa es de grado siete.

c) Efecto del tiempo de reaccion en la cantidad de urea hidrolizada

En toda reaccién la enzima no es totalmente consumida ni sufre
alteracion alguna, de manera que puede continuar transformando la
molécula de sustrato a producto, en nuestro caso seria el amoniaco.
Por lo tanto, si se garantiza que la concentracion de sustrato no sera
limitante, a mayor tiempo gue se lleve a cabo la reaccion, mayor sera
la formacién del producto o la degradacién del sustrato (Jean F.
MacFaddin, 2015).

d) Efecto de la concentracién de enzima sobre la actividad enzimatica

Segun lo indicado por Pefia A. y Ruedas S. en la revista de
investigacion “Ingenieria Ambie3ntal”, 2005; detallan las reacciones
enzimaticas, y explican el incremento de la concentracion de enzima,
dando a conocer la proporcionalidad de las mismas, se forma mayor
cantidad de productos por cada unidad de tiempo. El incremento en
la velocidad de reaccion es directamente proporcional al incremento
en la concentracion de enzima, siempre y cuando la cantidad de
sustrato no sea limitante, es decir, que el sustrato no llegue a

agotarse.

Reaccion de laurea en el suelo y proceso de volatilizacién
La reaccion quimica describe la hidrélisis producida por la
aplicacion de la enzima ureasa como un fertilizante agricola, es ahi
donde el amonio es liberado en la hidrélisis de la urea, quedando en

equilibrio dinamico con el amoniaco de la atmdsfera.
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Figura N° 6

Reaccion de la urea en la hidrolisis

NH;* (Adsorbido) 4 NHy* + OH (Sol. Suelof ™ NH; + Hy O (Sol. Suelo)—#  NH (htr).

MO0 amomn hodroalo amondaco  agua amoniaco

Asimismo, en la investigacion realizada por Robert Mikkelsen,
acerca de las Emisiones de amoniaco en operaciones agricolas, especifica
la accion del fertilizante cuyo contenido principal es el Amonio (NH4) se
encuentra considerablemente expuesto a la pérdida por volatilizacion, sin
embargo, las propiedades especificas de los fertilizantes al entrar en
contacto con el suelo pueden promover grandes diferencias de pérdida de

Nitrogeno (N).

En suelos con pH mayor que 6.3, cuando se agrega urea al suelo,
ésta sufre un proceso de hidrélisis, generando como productos de la
reaccion amonio (NH4+) y anién bicarbonato (HCO3-).

Figura N° 7

Reaccion de la urea en el suelo

(NH,),CO + 2H,0 — (NH,),CO,
Urea Carbonato de amonio
(NH,),CO, + 2H* — 2NH,* + CO, + H,0
(Reaccién que consume acidez v eleva el pH)

NH,+ + OH- = NH, + H,0 (pK, = 9.3)

Sin importar la forma de aplicacion, sea liquida o solida, la urea
experimenta las reacciones descritas en la Figura 07, y reacciona al
aplicarse al suelo; por ello, se recomienda las condiciones de campo mas

favorables para la volatilizacion del NHz de la urea aplicada al suelo:
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e La falta de lluvia

e Los residuos de cultivo en la superficie del suelo

e Las altas temperaturas

e Elevado pH

e Bajo contenido en arcilla o materia organica, al igual que la
Capacidad de Intercambio Catidnico (CIC).

e Suelo inicialmente himedo que seca con rapidez.

2.2.4. Bioindicadores

En los dltimos afios la investigacion acerca de la calidad ambiental a
través de Bioindicadores con especies vegetativas o animales se ha
incrementado, generando una diversidad de ideas y sustento entre diversos
autores, quienes difieren acerca del método biol6gico a emplear, ya que
representa la interpretacion y manejo del recurso hidrico, el cual influye el
nivel integrativo y el empleo de bajo costo; este Ultimo se da en su gran

mayoria en las plantas (Guadalupe de la Lanza Espino, 2000).

Un indicador bioldgico es caracteristico del ambiente, a través del cual
se cuantifica la magnitud del estrés, la caracteristica propia del habitat y el
grado de exposicién del estresor o en todo caso, el grado de respuesta

ecoldgica a la exposicion presentada.

Segun Cairns y Dickson (1971) nombran los beneficios de la
aplicacion de bioindicadores en el ambiente son:

e La accesibilidad que representan los datos biolégicos

e La expresion numérica de la informacion

e Proveen una mejor informacion, por lo que existen datos
biol6gicos

e Puede realizarse a evaluacién por grupos industriales o ajenos,
es decir, por su origen netamente bioldgico o ajeno a la biologia

(creado).
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2.2.5. Aguas Residuales

Las aguas residuales son aquellos liquidos procedentes de las
actividades desarrolladas por el ser humano, se caracterizan por presentar
una fraccion de agua con elevado porcentaje de residuos contaminantes;
son vertidas a cursos de aguas o masas de agua continentales y/o marinas
(Lépez, 2015)

La Quinta Disposicion Complementaria de la Resoluciéon N° 0291-
2009-ANA de fecha 01 de Junio del 2009, distingue las definiciones de aguas
residuales domésticas y residuales municipales sefiala al agua residual
doméstica, es el agua de origen doméstico, comercial e institucional que

contiene desechos fisioldgicos y otros provenientes de la actividad humana.

Y el agua residual municipal, es el agua residual doméstico que puede
incluir la mezcla con aguas de drenaje pluvial o con aguas residuales de
origen industrial siempre que estas cumplan con los requisitos para ser

admitidas en los sistemas de alcantarillado de tipo combinado.

Las aguas residuales de origen municipal son tipicas, ya que
contienen materia organica que demanda oxigeno para su biodegradacion,
sedimentos, grasas, aceites, espumas, bacterias patdgenas, virus, sales,
nutrientes de algas, plaguicidas, compuestos organicos refractarios, metales
pesados y una variedad de objetos flotantes. Se usan diversas
caracteristicas para describir a las aguas residuales, incluyen la turbidez, los
sélidos en suspensién (ppm) y el oxigeno disuelto (ppm de O2). La demanda
biogquimica de oxigeno se usa como una medida de las sustancias que

demandan oxigeno para su degradacion.

Actualmente el tratamiento de aguas residuales se divide en 03
categorias: tratamiento primario, secundario y terciario; de igual manera, se
discute los sistemas de tratamiento total de aguas residuales, basados en

gran medida en procesos fisicos y quimicos (Manahan, 2007).

Al respecto sobre dichas definiciones habria que sefialar que en
realidad todo residuo es producto de la actividad humana, directa o

indirectamente, por lo que es observable que se mencione a otros desechos
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provenientes de la actividad humana, y de otro lado, no es comun que algun
municipio cuente con normas que exijan requisitos de los efluentes
descargados en las alcantarillas, por lo que en principio se debe detallar a
gue requisitos se refiere para posteriormente exigir que exista la

normatividad pertinente.

Los componentes y variables fisicas, quimicas y biolégicas que tienen
las aguas residuales, segun lo definido por METCALF & EDDY INC.
Figura N° 8

Componentes y variables fisicas, quimicas y biologicas de las aguas

residuales

Caracteristica Variables Procedencia
Prapledades [ Aguas  Residuales (AR} domésticas &  industriales,
Fislcas desintegracidn natural de materiales orgéinicos.
Clar AR &n descompogicidn, vertimiantos industriales.
Sdlidos Aguas de suministre, AR damésticas & industriales, arosiin
dal suelo, infiltracién y conexiones incontroladas
Temparatura AR domésticas & industrialas
Constituyentes
Quimlcos
Qrginlens Catahidratas AR coamerciakes & industriales
Grasa animal y aceite | AR dom ésticas, comerciales & industriales.
Pasticidas Raziduos agricolas
Fanales Vartidos industriales
Protelnas AR dom ésticas y comerciakes
Agentes lermo acfivos | AR dom ésticas & industrialas
Cros Desintegraciin natural de matefiales organicos
Inarginlcos Alzalinidad AR domésticas, agua de suminigtro, infitracién de aguas
subtarineas
Claruras Agua de suministro, AR domésticas, infitracién de aguas
subtamanaas
Metakes pesados Vartimientos industiales, AR domésticas y residuos agricolas
Mitrég ena AR daom ésticas v residuos agrieolas
PH Vartimiantos industiales
Féafor AR dam ésticas, industriales, escarmentla regsidual
Azufra Aguzs da suministro, aguas residuales, domésticas e industiales
Compuestos wwicos | Vertidos industriales
Constituyentes Suffurg da | Descomposiciin de AR domésticas
Gazgeosos hidrbgena
Metano Descamposickin de AR damésticas
Cilgano Agua de suministra, infitracién del agua superficial
Constituyentes Animales Curzos de Aquas vy Plantas de Tratamianto
Blolaglcos
Plantas Cursos de Aguas y Plantas de Tratamianto
Protistos AR domésticas, Plantas de Tratam iento
Virus AR dam ésticas

17



2.3.

Bases Legales

Ley General de las Aguas (LEY N° 17752). - Cuyos articulos 22 y
122, indican la prohibicion de emitir o verter cualquier residuo, sea
sélido o liquido, y que pueda generar alguna alteracion a los cuerpos
de agua y dafios a la salud.

Asimismo, obliga la aplicacion del Articulo N°274 del Cddigo Penal,
para toda persona natural o juridica que contamine las aguas
superficiales o subterraneas y afecte la salud de los pobladores, la
flora y fauna.

Ley General del Ambiente (LEY N°28611). — es la ley primordial que
establece los principios y bases en tematica ambiental, con la
finalidad de asegurar un adecuado ejercicio del derecho a un
ambiente equilibrado y saludable.

Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para agua. — segun la
categoria de los ECA, se les asignha la Categoria 03, Riego de
vegetales y bebida de animales, en la subcategoria D01, Aguas que
pueden sr utilizadas para el riego de vegetales, como Riego No
Restringido: el cual establece a aquellas aguas cuya calidad permite
su utilizacién en el riego de cultivos alimenticios que se consumen
crudos, cultivos de arboles o arbustos frutales, parques publicos,
campos deportivos, areas verdes y plantas ornamentales, o cualquier

otro tipo de cultivo.
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CAPITULO 3: DESARROLLO DEL TRABAJO PROFESIONAL

3.1. Determinacion y analisis del problema
En el distrito de Villa ElI Salvador no cuenta con un sistema de
tratamiento de aguas residuales continuo, ello debido a la falta de presupuesto.
Es por ello, que el gobierno local posee 02 Plantas de Tratamiento de aguas

residuales a un nivel primario.

3.2. Modelo de solucion propuesto
Ante la problematica descrita, se plantea una nueva manera de tratar las
aguas residuales en el distrito de Villa El Salvador, esto a través de la aplicacion
enzima ureasa en los efluentes domésticos que contengan alto contenido en
ureay lograr el proceso de hidrolisis para la obtencién de un fertilizante liquido
con alto contenido de nitrégeno amoniacal lo cual requiere las areas verdes

para su mantenimiento y conservacion.

3.2.1. Disefio de Investigacion

Y = (Xl, XZ)
(Técnica optima de = Concentracion del . Obtenci6n de
tratamlento de amoniacoy Ph del ! enzima ureasa
aguas residuales) agua tratada

a) Variable independiente

En la presente investigacion se busca reutilizar los efluentes de
origen doméstico para el riego de areas verdes, es por ello que debemos
hallar los siguientes datos:

- ldentificar la técnica mas adecuada para la obtencion de la enzima
ureasa (proceso biolégico, fisico — quimico)

- Concentracién del amoniaco (mg/L) y pH
Por el hecho de determinar la influencia de la concentracion de

amoniaco y el pH en la calidad de agua agricola.
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b) Variable Dependiente

Técnica Optima de tratamiento de aguas residuales para aplicarlo
como agua de riego. Esto es necesario saber, ya que de la calidad del
agua residual va a depender nuestro uso destinado a areas verdes, si
estos efluentes no poseen una buena calidad entonces no podriamos
aplicarlas a las plantas del estadio, o en este caso al césped natural del

estadio.

¢) Unidad de analisis

La unidad de andlisis va a comprender aspectos relacionados con
el Tratamiento enziméatico de la Ureasa en los efluentes provenientes de

los urinarios del distrito de Villa El Salvador.

En que observaremos aspectos como:

e El caudal del agua tratada por dia
e Laconcentracion del amonio y el pH del agua tratada.

e La aplicacion en uso agricola, destinado a areas verdes.

3.2.2. Toma de datos y/o muestras
La Planta de Tratamiento de Aguas Residuales del distrito de Villa
El salvador cuenta con el sistema de lagunas y/o pozos aireados con una
dimensién de 2 metros de alto, 6 metros de largo y 4.50 metros de ancho,
siendo la captacion maxima de reserva para agua tratada de 54 m3

equivalente a 13.5 galones.

Figura N°9
Caudal (L/s) de la PTAR de Villa El salvador

VOLUMEN DIARIO DE AGUA TRATADA
PTAR caudal tiempo volumen
(litros/seg) horas segundos litros m3
Av. Juan Velazco 1.35 18 64800 87480 87.48
Av. Cesar vallejo 1.15 18 64300 74520 74.52
TOTAL (m3) 162.00
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Nota: informacion proporcionada por la Sub Gerencia de Limpieza

Publica, Parques y Jardines y Evaluacion Ambiental. Fuente:

Municipalidad de Villa El Salvador.

Tabla N° 1

Céalculo de Riego para areas verdes

VOLUMEN [ VOLUMEN | oo o | anea pe
PTAR DIS (B G RIEGO RIEGO
TRATADA | TRATADA (midia) (Ha/d 2)
(m¥dia) (L/dia)
VELAZCO 87.48 87 480 19 600 1.96
VALLEJO 74.52 74 520 20 728 2.1
TOTAL 162 162 000 45 328 4.5

Nota: informacion proporcionada por la Sub Gerencia de Limpieza Publica,
Parques y Jardines y Evaluacion Ambiental de la Municipalidad de Villa El
Salvador.

3.2.3. Descripcién de la Metodologia
La poblacion objeto de estudio de la presente investigacion es el
distrito de Villa El Salvador.

Para el tamafio de la muestra se contara con el célculo del
volumen por dia de un servicio higiénico (bafio) debido a la viabilidad y
accesibilidad de obtener los célculos de manera inmediata. Para la
seleccion de la muestra se realizara la proporcion para 20 muestras:
concentracion de la enzima ureasa / volumen de agua residual.
Como ya hemos venido asimilando la posible realizacion y por tanto los

posibles resultados.
Etapas de la Investigacion
Para la ejecucion de la investigacion se llevd a cabo en 02 etapas:

1. Obtencion de la enzima Ureasa, ejecutado a través de las
técnicas de bafio en hielo, filtracién y centrifugacion.

2. Aplicacion de la enzima ureasa.
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Al realizarse la investigacion se revisaron trabajos anteriores en
los cuales identificaban y obtenian a la enzima ureasa de cepas
bacterianas, siendo de un elevado costo y la complejidad que
representaban; por ello para la investigacion se llevd a cabo la
obtencion a través de procesos fisicos, quimicos de menor
complejidad, como lo son: el bafio en hielo, la filtracion y la

centrifugacion de las muestras.

Etapa 01: obtencion de la enzima ureasa

Los materiales e insumos a emplear para la primera etapa y

lograr la obtencion de la enzima se enlistan en la siguiente tabla:

Tabla N° 2

Materiales utilizados para el proyecto

e
Pl

Molino manual
-—

Agua destilada

— NADRO __

ETiLICO
CESNATURALIZADO

“oatenido neto: w
S—r0c e

/

Alcohol etilico Vaso precipitado Agitador
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Hielo Bandeja Colador
Papel filtro Matraz Embudo

Probeta Acetona Tu_bos d?‘,
centrifugacion
yd
Pipeteador Fiola

W

pH metro

Muestra de Agua
residual
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El procedimiento a ejecutar se realiza aplicando técnicas de enfriamiento y

centrifugacion, detallandose:
1. Preparacion de la muestra

Con la ayuda de un molino manual se trituro 500
gramos de soya, usandose para este proceso 20

gramos.

En un vaso precipitado agregamos la muestra previamente pesaday 9 ml al

30% de alcohol etilico.

30 ml al 30%

2. Bafo en hielo

En un vaso precipitado se agreg6 la muestra
con el alcohol etilico y se agito lentamente por

1 hora bajo bafio en hielo.

Luego con la solucién obtenida se procedio a colar la

muestra.
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3. Filtracién
Posteriormente se procedié a filtrar la

solucion obtenida del vaso precipitado.

4. Centrifugacion

Con el liquido que se filtr6 se le agrego 50 ml de

acetona.

Con la ayuda del pipeteador y una

pipeta agregamos a cada tubo de

centrifugacion 12 ml
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Se observa que se decanta el liguido sobrenadante, y se disuelve el

precipitado con agua destilada.

Liguido Sobrenadante

Precipitado

Finalmente, con el precipitado aforar a los 50 ml en una fiola.
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Etapa 02: aplicacion de la enzima ureasa

Al no tener los equipos de espectrofotometria para corroborar la
obtencion de la enzima se utilizé la prueba de verificacion a través del
crecimiento y desarrollo de la Planta Bioindicadora, en este caso se uso a la

semilla del maiz.

Se realizaron la siembra en placa Petri de 03 muestras las cuales se
detallan en la figura N°13. Para la Placa N°01 se utilizé la muestra de ureasa pura,
para la placa N°02 se us6 agua destilada y para la Placa N°03 se diluy6 la muestra

obtenida con el agua residual.

Figura N° 10

Muestras de sembrado de plantulas de maiz

Para analizar las caracteristicas a reformular en una Planta de
Tratamiento de Aguas Residuales e implementar la propuesta se realizaria

algunas modificaciones acordes a los siguientes procedimientos.

a) Pre tratamiento: Captacion de aguas residuales: la red principal de desagtie
de los efluentes del distrito de Villa El Salvador ingresaran a la primera poza
de abastecimiento, se abre la valvulay pasa por unarejilla (esta rejilla retiene
el paso de residuos sélidos de gran tamafio, como bolsas, papeles y otros),
a la segunda poza de abastecimiento, aqui nuevamente se abre la valvula

captando sélo el efluente liquido (orina + H20).
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b)

d)

Conduccidn de aguas residuales: en la segunda poza de abastecimiento, se
abre una compuerta de entrada para el paso de estas aguas residuales a la
poza de tratamiento.

Poza de tratamiento: tiene una capacidad de 195.39 m3, tiene 4 tuberias con
3 difusores cada uno, estos proveen enzima ureasa al cuerpo de agua,
tratamiento de sistema enzimatico.

Poza de acumulacioén y certificacion: el agua de la poza de tratamiento pasa
por unas rejillas y cuando llega un nivel apropiado se mide la concentracion
de amonio y el pH luego del tratamiento enzimatico.

Bombeo de agua tratada, esta agua es impulsada por electrobombas
mediante un canal de tuberias para regar las areas verdes del distrito de
Villa El Salvador.

Figura N° 11

Diagrama de flujo de la PTAR Velasco

PLANTA DE TRATAMIENTO DE AGUAS RESIDUALES - PTAR VELAZCO

Aguas residuales

Tratamiento aerobico
\L (Bombeo de aire}
l
T N - - Agua
i Captacion H Conduccion I _>| Aireacion |-) E Sedimentacion I -)I Acumulacion I tratada

de agua

Nota: informacion proporcionada por la Sub Gerencia de Limpieza Publica,

Parques y Jardines y Evaluacién Ambiental

Figura N° 12

Diagrama de flujo incluyendo el tratamiento enzimético

_Agua Residual
Pre Tratamiento

v (Enzima Ureasa)

Captacion Conduccion » | Tratamiento

Agua Residual Tratada

l

Bombeo de agua

Enzimatico

Cemﬁcaaénod‘ .1 Agua l
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3.3. Resultados

Por ultimo, después de haber aislado la enzima ureasa y haber realizado

las 20 muestras, las cuales se determinaron en base a una proporcidon para

para determinar la dosis 6ptima de aplicacion como agua de riego, en base a

la toma de medida del pH, siendo el rango 6ptimo de 6,7 a 7 para la aplicacion

del agua de riego.

Tabla N° 3

Aplicacion de la muestra a diversas concentraciones

Muestra UREASA (ml) RESI?D%X? (ml) pH Estado
1 1 19 13.1 NO APTO
2 2 18 12.44 NO APTO
3 3 17 11.3 NO APTO
4 4 16 10.8 NO APTO
5 5 15 10.2 NO APTO
6 6 14 9.4 NO APTO
7 7 13 8.5 NO APTO
8 8 12 8.1 NO APTO
9 9 11 7 APTO
10 10 10 6.8 APTO
11 11 9 6.8 APTO
12 12 8 6.8 APTO
13 13 7 6.7 APTO
14 14 6 6.2 NO APTO
15 15 5 6 NO APTO
16 16 4 6 NO APTO
17 17 3 6 NO APTO
18 18 2 6 NO APTO
19 19 1 6 NO APTO
20 20 0 6 NO APTO

Se aprecian los resultados de las 20 muestras de 20 ml total de contenido,
cuyo contenido es complementario, siendo las muestras del 09 al 13 se

consideran las muestras APTAS, debido a que reflejaron el pH 6ptimo de

grado 07.
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Figura N° 13

Resultados de la aplicacion de enzima Ureasa en aguas residuales
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Nota: En el grafico anterior cada barra representa a un modelo tubular de 20 ml, siendo su contenido el agua residual y la enzima

ureasa que al agregarse a los tubos de ensayo sus medidas se complementan hasta alcanzar las muestras de 20ml, de igual manera,

se refleja los resultados obtenidos de la Tabla N° 03, en el cual se obtiene a las muestras N°09, 10, 11, 12 y 13, ya que son las

muestras con pH oscilante entre 6.7 — 7, que es el pH 6ptimo para el desarrollo de la enzima ureasa.
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CONCLUSIONES

Se estableci6 el tratamiento enzimético ureasa como la técnica principal de
reutilizacion de aguas residuales de origen doméstico para aplicarlo como agua de
riego de areas verdes, siendo el lugar a aplicar el distrito de Villa El Salvador.
Para la obtencién de la enzima ureasa se revisaron investigaciones anteriores y en
base al bajo costo y la menor complejidad se seleccioné el proceso fisico a través
del bafio en hielo, la filtracion y la centrifugacién en el laboratorio de la Universidad
Nacional Tecnol6gica de Lima Sur.

Acerca de la evaluacion de los parametros para determinar una adecuada calidad
de agua de uso agricola y obtener la dosis éptima a usar, se basoé en la influencia

de la concentracion de la muestra y la medida del pH.

RECOMENDACIONES

Se recomienda usar los frejoles de soya Canavalia gladiata mas maduros
para acelerar el proceso de molienda, ya que, en la experiencia en
laboratorio se presentaron percances y demora, asi como en el proceso de
enfriamiento (bafio en hielo) para el aislamiento de la muestra de ureasa.
Para tratamiento posterior se recomienda utilizar cepas bacterianas que
refuercen el proceso de reutilizacion, este aporte se sustenta en la
investigacion de Sergio A. Perez, Zulay M. Nifio, Victor H. y Carlos H. (2007)
a través de su publicacion cientifica “Uso de Enzimas de Tipo Ureasa en el
Tratamiento de Aguas Residuales con Alto Contenido en Nitrogeno
Organico”, sefialan el uso de cepas bacterianas obtenidas del helycobacter
pylori con alto contenido de enzima ureasa, como refuerzo a la aplicacién en
aguas residuales para lograr la debida aplicacion acorde a la normativa
ambiental vigente.

En investigaciones futuras se sugiere como método comprobatorio el filtro
de la espectrofotometria en la identificacion de la enzima ureasa de liquido
sobrenadante obtenido en laboratorio para la verificacion del mismo, a través

de la evaluacién éptico enzimética.
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