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RESUMEN 

 

En la presente investigación se evaluó la presencia de microorganismos tolerantes a tensioactivos 

en afluentes y efluentes de la planta de tratamiento de aguas residuales Villa La Unión del Cantón 

Colta. Se recolectaron dos muestras al día durante una semana, a las que se les realizó la medición 

de pH y temperatura, siendo inoculadas en agar PCA e incubadas a temperatura ambiente y a 35º 

C. Posteriormente se realizó la selección y purificación de las colonias más representativas de 

acuerdo a rasgos distintivos, a las que se caracterizó macro y microscópicamente, logrando 

determinar 6 clones bacterianos Gram negativos y 4 clones Gram positivos. Mediante pruebas 

bioquímicas, se planteó los posibles géneros, siendo estos: Streptococcus spp., Staphylococcus 

spp., Micrococcus spp., Pseudomonas spp., y Acinetobacter spp. A continuación, los clones 

fueron sometidos a una evaluación de tolerancia a los tensioactivos, mostrando el amonio 

cuaternario un marcado efecto tóxico sobre el crecimiento microbiano con una tolerancia del 

1,53%; tras la acción del tensioactivo dietanolamina se obtuvo un efecto tolerante del 45,71%; 

habiéndose aplicado el tensioactivo lauril sulfato de sodio se encontró un 39,28% de resistencia; 

mientras que, con el tensioactivo nonil fenol de 10 moles se desarrolló una tolerancia del 45.71%. 

A través de estos resultados los clones bacterianos demostraron ser capaces de sobrevivir a la 

presencia de los tensioactivos, por lo que se recomienda desarrollar una evaluación a profundidad 

de los diferentes clones aislados que sean eficientes en la remoción de los tensioactivos como 

herramienta biotecnológica en la recuperación de medios hídricos contaminados. 

Palabras claves: <BIOTECNOLOGÍA>   <MICROBIOLOGÍA>   <TENSIOACTIVO>   

<AGUA RESIDUAL>   <TOLERANCIA A TENSIOACTIVOS>   <VILLA LA UNIÓN>   

<COLTA (CANTÓN)>    
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SUMMARY 

 

The purpose of the current research was to evaluate the presence of surfactant-tolerant 

microorganisms in tributaries and effluents of Villa La Unión sewage treatment plant located in 

Colta County. Two samples a day were collected during a week, in which pH and temperature 

were measured for their further inoculation in agar PCA, these were incubated at room 

temperature and 35º C. Then, the selection and purification of the most representative colonies 

according to distinctive characteristics were carried out, they were characterized in a macro and 

microscopic way so that, it was possible to determine 6 Gram negative bacterial clones and 4 

Gram positive clones. By means of biochemical tests the possible genders were considered, they 

were: Streptococcus spp., Staphylococcus spp. Micrococcus spp. Pseudomonas spp., and 

Acinetobacter spp. In addition, the clones were put under surfactant-tolerance evaluation in which 

quaternary ammonium reflected a clear toxic effect on microbial growth with a tolerance of 

1.53%; after the action of diethanolamine surfactant, a tolerant effect of 45.71% was obtained and 

with the use of sodium lauryl sulfate surfactant, a resistance of 39.28% was found; while, with 

the nonyl phenol 10 mole surfactant, a tolerance of 45.71% was developed. Through these results, 

the bacterial clones were able to survive in presence of surfactants, so it is recommended to 

develop an in-depth evaluation of the different isolated clones, which are effective in the removal 

of surfactants as a biotechnological tool in the recovery of contaminated water environments.  

Keywords: <BIOTECHNOLOGY> <MICROBIOLOGY> <TENSIOACTIVE> <SEWAGE> 

<COLTA (COUNTY)> 
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INTRODUCCIÓN 

 

El uso diario de detergentes en diferentes actividades antropogénicas ha contribuido con el 

aumento de la contaminación en fuentes hídricas, teniendo como componente principal el uso de 

¨tensioactivos¨ que no permiten que las partículas de grasa o mugre se adhieran a las superficies, 

además, imposibilitan la solubilidad del oxígeno en el agua siendo necesaria para los organismos 

que habitan en ella, sufriendo importantes afectaciones en sus sistemas orgánicos (Sanz 2010). La 

demanda actual de tensioactivos está cubierta por menos de diez tipos de tensioactivos que ocupan 

las principales posiciones en el mercado (Altmajer Vaz et al. 2006). Varios países han prohibido el 

uso de detergentes compuestos por fosfatos debido a su efecto destructor, estos productos después 

de ser usados van directo a las aguas residuales terminando en ríos y lagos siendo difíciles de 

remover y representando un peligro. Las algas que por medio del proceso de fotosíntesis liberan 

el oxígeno requerido por otros seres vivos, no obstante, las alteraciones producidas por los 

detergentes llevan a la desaparición progresiva de éstas y a la proliferación de las bacterias que 

se alimentan de la basura y el oxígeno, provocando la desaparición de la diversidad biológica. (1) 

La biodegradación es una descomposición orgánica, que permite la eliminación o reducción de 

contaminantes, siendo necesario para el reciclaje de los elementos en la biosfera (2). Los 

microorganismos son los principales encargados de llevar este proceso, convirtiendo sustancias 

complejas en sustancias simples, desarrollando nuevas rutas catabólicas para la degradación de 

contaminantes convirtiéndose en portadores de carbono, energía y diferentes nutrientes para su 

proliferación.(Arbeli, 2009, pp. 58) 

El aislamiento de los microorganismos tolerantes a sustancias contaminantes contribuye una 

investigación importante para determinar propiedades y características particulares, presentando 

un gran potencial para la degradación del compuesto contaminante, mediante mecanismos 

enzimáticos capaces de romper enlaces moleculares de forma amigable con el ambiente (García 

2016). Los bioensayos ecotoxicológicos se han convertido en un instrumento fundamental en la 

evaluación de los efectos y mecanismos de una sustancia química en un organismo biológico 

(Iannacone, Salazar y Alvariño 2016). Los microorganismos son los más usados en estas pruebas 

toxicológicas por su tamaño y la capacidad de replicarse en un tiempo corto, además que no se 

requiere de grandes instalaciones para su alojamiento siendo accesible para el investigador.  

El agua residual aloja una gran diversidad microbiológica que varía de acuerdo a la composición 

y concentración del contaminante, donde su actividad se verá limitada por la temperatura y el pH 

pues estos parámetros son importantes para el crecimiento de los mismos. Los principales 

microorganismos que se encuentran son las bacterias, virus, algas, protozoos y  hongos, entre los 



 

2 

 

que destacan: Escherichia, Salmonella, Pseudomonas, Aeromonas, Serratia, Nocardia, 

Anabaena, Spyrogira, Euglena, Enteromorpha, Cladophora, Chlorella, Anacystis, entre otros 

microorganismos causantes de diversas enfermedades siendo potenciales de riesgo para la salud 

y afectando las actividades agropecuarias.(CIDTA, 2018, pp. 2) 

La planta de tratamiento de agua residual es el lugar idóneo para el aislamiento de 

microorganismos tolerantes, principalmente a tensioactivos debido a estar en contacto con el 

medio hídrico, desarrollando una adaptación a la presencia del compuesto contaminante, 

considerándose un estudio de interés para aplicaciones biotecnológicas en la recuperación de 

ambientes contaminados. 

El GAD Municipal de Colta dota de los servicios básicos como el sistema de alcantarillado a la 

población de la cabecera municipal. La red de drenaje fue ampliada con el fin de incrementar la 

cobertura de este servicio, ya que a lo largo de los años la población ha crecido junto con las 

actividades antropogénicas,  reflejándose una elevada concentración de sustancias contaminantes, 

provocando alteraciones ambientales y el aumento de recursos económicos para su tratamiento. 

(Gobierno Municipal de Colta, 2019). En el año 2017, el GAD Municipal construyó la planta de 

tratamiento de aguas residuales “Villa La Unión” implementando nuevos parámetros de 

evaluación físicos, químicos y microbiológicos para el cumplimiento de los límites de descarga a 

un cuerpo de agua dulce en base al Acuerdo Ministerial N° 097-A, Norma de calidad ambiental 

y de descarga de efluentes al recurso agua, TULSMA, Libro VI, Anexo 1, Tabla 9 (MAE 2015, pp. 

24).  

La presente investigación se enfoca en la búsqueda de microorganismos capaces de recuperar un 

ambiente contaminado por tensioactivos, evaluando los efectos tóxicos sobre los microrganismos, 

los mismos que serán obtenidos a partir de muestras de agua de la PTAR del Cantón Colta para 

implementar en un futuro tratamientos biológicos, que permitan cumplir con el límite permisible 

del parámetro tensioactivo de acuerdo a la normativa ambiental vigente (Acuerdo Ministerial 

N°097-A), además de contribuir con el desarrollo de nuevas alternativas biológicas para el manejo 

y saneamiento del recurso hídrico de manera sustentable.  
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OBJETIVOS 

 

Objetivo General 

 Evaluar la presencia de microorganismos tolerantes a tensioactivos en afluentes y 

efluentes de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales Villa La Unión, Cantón Colta 

 

Objetivos Específicos 

 Determinar las características físicas y químicas (temperatura y pH) del agua residual de 

entrada y salida de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales del Cantón Colta.  

 

 Aislar la flora bacteriana presente en muestras de agua de la Planta de Tratamiento de 

Aguas Residuales Villa La Unión.  

 

 Determinar la capacidad de crecimiento de los clones aislados en presencia de 

tensioactivos a diferentes concentraciones 
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CAPITULO I 

 

 

1. MARCO TEÓRICO REFERENCIAL  

 

1.1. Antecedentes  

Según el programa hidrológico de la UNESCO, en el año 2025 una gran parte de la población 

deberá conformarse con bajas reservas de agua (UNESCO, 2015). El aumento demográfico, la 

expansión industrial y agropecuaria, junto con el mejoramiento de la calidad de vida del hombre, 

han hecho que el agua se convierta en un recurso frágil (Yves 2015, pp. 1,5). Incorporándose 

soluciones la reutilización de este recurso mediante una serie de procesos como son las plantas 

de tratamientos de agua residual que cumplen con el objetivo de eliminar los elementos 

contaminantes de una fuente hídrica. 

Diferentes elementos extraños ingresan a los ambientes hídricos, debido a aportes pluviales o 

mediante vertidos directos al sistema de alcantarillado (3). Los ecosistemas acuáticos cercanos a 

las zonas urbanas sufren un deterioro en sus propiedades y calidad, siendo los detergentes entre 

los vertidos líquidos domésticos elementos de interés de evaluación por sus efectos contaminantes 

(Castiglioni y Collins 2010, pp. 43-53). 

Los detergentes están conformados por diferentes componentes químicos dentro de ellos tenemos 

a los tensioactivos, constituyendo por volumen, uno de los principales compuestos xenobióticos 

presentes en las aguas residuales urbanas. La producción anual mundial alcanza los 12,5 millones 

de toneladas, con un incremento anual estimado de 500.000 toneladas. (Edser 2006, pp. 1-8) 

Se han desarrollado algunas investigaciones relacionadas con la contaminación de agua por la 

presencia de tensioactivos, como la realizada en España que presentaron los aspectos relacionados 

con la biodegradabilidad y toxicidad de los tensioactivos, y los efectos del uso del ozono para la 

eliminación del elemento contaminante. (Ríos Ruiz, 2014, pp. 17). En la Provincia de Cádiz con la 

evaluación de la biodegradabilidad y ecotoxicidad de 5 especies de microalgas en el medio 

acuático frente a los tensioactivos (Lores y Ángel 2008, pp. 17-19). Sun y otros (2014) usaron el alga 

verde Chlorella vulgaris en la bioconcentración y degradación de tensioactivos no iónicos 

mostrando eficiencia en la eliminación del contaminante. Herrera (2017) realizó un estudio 

comparativo de la biodegradación de los tensioactivos aniónicos, no iónicos y anfóteros siendo 

influidos por la concentración y el tiempo. En Ecuador se ha reportado estudios para la remoción 

de detergentes en aguas residuales textiles con el uso de cuatro cultivos y un consorcio de hongos 



 

5 

 

aislados a nivel de laboratorio (Yépez Guerrero, 2011, pp. 15), y la evaluación de microorganismos 

capaces de crecer en presencia de tensoactivos aislados a partir de muestras de agua en los 

efluentes de una PTAR realizado por Pérez (2019).  

El empleo de microorganismos, fundamentalmente bacterias para la depuración de las aguas 

residuales se ha convertido en uno de los tratamientos adecuados para la descontaminación de las 

mismas. El agua contaminada constituye el sustrato de microorganismos, manteniendo las 

condiciones óptimas para el desarrollo de la biocenosis (Arnáiz, lsac y Lebrato 2000, pp. 1-7). A través 

del uso de microorganismos capaces de adaptarse a ambientes extremos y de sus mecanismos 

enzimáticos se hace posible la recuperación de sistemas hídricos constituyendo una estrategia 

potencial para la degradación de compuestos tóxicos. (Oliart, Manresa y Sánchez 2016, pp. 1-12) 

 

1.2. Marco conceptual 

1.2.1. Agua residual 

Son aguas que presentan alteraciones en su calidad, afectada directamente por las actividades 

antropogénicas, agua desechada por entornos domésticos, urbanos y naturales, conformado por 

elementos contaminantes ya sean solidos o disueltos, cuya composición y concentración es 

variable. El reciclaje de esta agua es de gran importancia tal que requiere sistemas de tratamientos 

para su incorporación a una fuente hídrica. (Gil et al. 2012, pp. 52-53) 

1.2.2. Tipos de microorganismos presentes en las aguas residuales 

1.2.2.1. Bacterias 

Organismos microscópicos procarióticos que actúan en el proceso de biodegradación y 

estabilización de la materia orgánica, en las aguas residuales brutas predominan especies 

pertenecientes a grupos como: Escherichia, Pseudomonas, Salmonella, Aeromonas, Serratia, 

Nocardia, Flavobacterium,  Spirochaeta sp esta última habita en medios donde abunda la materia 

orgánica disuelta.  

Las bacterias coliformes son indicadores de contaminación de vertidos antropogénicos, cada 

persona elimina diariamente de 100.000 - 400.000 millones de coliformes a través de las heces, 

(Marín 2014, pp. 75-76),  además de diferentes tipos de bacterias entre estos los Micrococcus 

encontrándose en ambientes hídricos o el género Gallionella caracterizado por crecer en lugares 

donde existen mezclas de aguas aerobias y anaerobias (Torres 2012, pp. 21) 
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1.2.2.2. Algas 

Organismos eucariotas que intervienen en la estabilización de la materia orgánica utilizándola 

como fuente de carbono. Su crecimiento es favorecido por la presencia de nitrógeno y fósforo en 

distintas formas. Su excesiva presencia provoca recubrimiento por colonias flotantes y dando 

lugar a procesos de eutrofización. Estos fenómenos de eutrofización son producidos por algas de 

géneros como: Anabaena, Spyrogira, Euglena, Enteromorpha, Cladophora, Chlorella, Anacystis, 

Chaetophora elegans, Cyanophyceae.  

1.2.2.3.  Protozoos  

Microorganismos eucariotas de una sola célula. Los más comunes en estas aguas son: amebas, 

flagelados, y ciliados libres, fijos y reptantes. Son importantes en los tratamientos biológicos, 

especialmente en los filtros percoladores y fangos activados. Capaces de mantener el equilibrio 

natural entre microorganismos, eliminan bacterias en suspensión, evitando el proceso de 

turbidez.  El Paramecium caudatum, protozoo ciliado alimentada por bacterias y vive en aguas 

con elevada carga nutritiva. (CIDTA 2018, pp. 2-9) 

1.2.2.4. Hongos  

Los hongos son organismos eucariotas, unicelulares y multicelulares, aerobios y no fotosintéticos. 

Muchos de ellos son saprófitos, se alimentan de materia orgánica muerta. Junto con las bacterias, 

los hongos son los principales responsables de la descomposición del carbono en la biósfera. 

Crecen en condiciones de poca humedad, pH bajo y en concentraciones de nitrógeno bajo.  

1.2.2.5. Virus  

Los virus son partículas parásitas de células presentes en las aguas residuales debido a la excreción 

por parte de individuos infectados, ya sean humanos o animales. Capaces de adsorber sólidos 

fecales y otras materias, resistentes a algunos tratamientos del agua residual, constituyendo un 

peligro para las aguas receptoras (CIDTA 2018, pp. 10-13). Entre los virus de origen hídrico tenemos 

al Rotavirus y el  Adenovirus causantes de infecciones al humano, transmitidos mediante el 

contacto directo, la transmisión fecal-oral, y ocasionalmente mediante transmisión por agua. 

(Torres 2012, pp. 19-20)  

1.2.3. Bioprospección  

La bioprospección es la búsqueda sistemática de nuevas fuentes de compuestos químicos, genes, 

proteínas y otros productos que poseen un valor económico actual o potencial, encontrándose en 

componentes de la diversidad biológica. Práctica antigua pero que en la actualidad ha aumentado 

su desarrollo, gracias a los avances tecnológicos que se han permitido descifrar gran parte de la 
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fisiología de los seres vivos, con el fin de explorar la potencialidad de las llamadas sustancias 

bioactivas y la opción de encontrar en ellas la solución a importantes problemas.(Torres, 2011, pp. 1) 

1.2.3.1. Bioprospección en las aguas residuales 

La bioprospección es una herramienta valiosa para la elucidación del consorcio microbiano que 

participa en la degradación de contaminantes, los microorganismos utilizados en el tratamiento 

de estos contaminantes pueden ser los ya existentes (autóctonos) en el sitio contaminado o pueden 

provenir de otros ecosistemas, en cuyo caso deben ser agregados o inoculados, las enzimas 

empleadas en este proceso por lo general son las enzimas peroxidasas que se utilizan para iniciar 

la degradación de fenoles y aminas aromáticas presentes en aguas residuales de muchas industrias 

(Pérez, Petro y Verona 2015) 

La implementación de enzimas peroxidasas en los procesos biológicos del tratamiento de las 

aguas residuales generalmente no puede eliminar los tensioactivos cuando están presentes en 

grandes cantidades en el efluente, para mejorar la degradación de estos productos contaminantes 

se deben desarrollar enfoques biotecnológicos y técnicas de bioaumentación, agregando a estos 

procesos el uso de microorganimos como soluciones eficientes en la limpieza biológica. (4). 

La aplicación de la bioprospección como instrumento para la degradación de contaminantes ha 

contribuido al restablecimiento de medios contaminantes de una forma amigable con el ambiente 

que va aumentando cada día. 

1.2.4. Detergentes 

Son sustancias formadas por uno o varios tensioactivos y otros componentes que contribuyen a 

la acción de los primeros, como aditivos, coadyuvantes y auxiliares para mejorar su presencia, 

con la capacidad de deshacer o separar la suciedad que está en la superficie de un objeto sin 

dañarlo. Pueden ser usados para actividades domésticas de limpieza, produciendo un efecto 

limpiador y protector eficiente en la superficie, provocando una serie de beneficios en la prenda 

como es el color, olor y tacto. (Altmajer Vaz et al. 2006, pp. 22) 
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Figura 1-1: Componentes del Detergente 

Fuente: (Domínguez Juan, 1986, pp. 166)  

Elaborado por: Juntamay Lilian, 2020 

 

1.2.4.1. Contaminación de las aguas a causa de los detergentes 

La mayoría de los detergentes contienen sosa, la cual mata los microorganismos que viven en el 

agua, constituyendo una fuente contaminante importante, debido a sus compuestos químicos 

perjudiciales y su degradación lenta, acumulándose en los cuerpos de agua y formando capas de 

espuma que afectan el proceso de autopurificación. Los problemas antes mencionados provocaron 

que la industria de los detergentes altere químicamente la estructura molecular de los tensioactivos 

y haciéndolos más vulnerables a la degradación biológica, que en otras perspectivas han resultado 

efectos perjudiciales (Moukalled, 2015). 

1.2.5. Tensioactivos  

Denominados también surfactantes o tensoactivos, son sustancias que modifican la tensión 

superficial disminuyendo la fuerza de adhesión de las partículas en la superficie, empleados en 

una amplia gama de actividades humanas. Compuesto de una parte hidrofóbica formada por 

cadenas alquílicas, y otra hidrofílica constituida por un grupo polar (iónico o no). A medida que 

aumenta la concentración de tensioactivo, las moléculas tienden a colocarse en forma de 

monocapa superficial con la cabeza polar hacia el agua y la cadena hidrofóbica orientada hacia el 

aire (Ana Gil Muíño, 2014, pp. 17) 

Materia activa 

Componentes 

complementarios 

Tensioactivos 
Aniónicos, no iónicos, catiónicos y 

anfóteros  

Coadyuvantes 

Blanqueantes químicos, perborato, 

activadores de perborato, 
inhibidores de corrosión, enzimas, 

perfumes, colorantes, suavizantes, 

agentes controladores de espuma  

Aditivos 

Polifosfatos, silicatos, citratos, 

zeolitas, EDTA, carbonatos, 

hidrótopos,... 

Sulfato de sodio, agua 
Auxiliares de  

presentación 
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1.2.5.1. Propiedades de los tensioactivos  

Poder mojante: Las moléculas del tensioactivo se disponen con la parte lipófila hacia el sólido, y 

la parte hidrófila hacia el agua, de esta forma disminuye la tensión en la interfase y el agua penetra 

en el sólido. 

Poder emulgente y dispersante: Como emulgente estabiliza dispersiones entre dos líquidos 

inmiscibles entre sí y como dispersante estabiliza cualquier dispersión sólidos en líquidos.  

Poder espumante: Capacidad presente al penetrar aire en el interior del líquido. Formada por una 

burbuja de aire, rodeada de tensioactivo, con la parte lipófila en contacto con  el aire y la parte 

hidrófila dirigida hacia el agua. 

Poder detergente: Capacidad para eliminar suciedad, arrancándola de la superficie. Acción debida 

a que la composición química del tensioactivo rompiendo la capa de grasa, formando gotas 

microscópicas que son estabilizadas dentro de las micelas de las moléculas de tensioactivo (Solé 

2014, pp. 144-145) 

1.2.5.2. Tipos de tensioactivos  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2-1: Tipos de tensioactivos 

Fuente: (Solé 2014) 

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

Tensioactivos aniónicos: Su grupo hidrófobo queda cargado negativamente, su extremo polar de 

la molécula se encuentra un anión. Representantes de este grupo son derivados del ion sulfato o 

de sulfonatos (Sanz Tejedor, 2010) 

Lauril sulfato de Sodio (Texapon): Tensioactivo aniónico altamente concentrado derivado de 

alcoholes grasos naturales. Uno de los mejores espumantes más conocidos, no tiene agentes de 

Cabeza polar                 Cadena polar         

Aniónico 

Catiónico  

No iónico   

Anfótero  
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conservación de consistencia pastosa. (Herrero 2016). Usado en la fabricación de lavavajillas líquido 

y productos de limpieza técnicos. El producto también es adecuado como un agente surfactante 

básico para preparados de limpieza cosméticos tales como champús, geles de ducha y baños de 

espuma.(BASF 2019). Con propiedades humectantes y emulsionantes así como su gran 

compatibilidad con la piel y gran persistencia a causa de su débil olor propio y de fácil de 

coloración. La adición de cloruro sódico aumenta la viscosidad de las soluciones de Texapon 

(ACOFARMA 2018) 

Tensioactivos catiónicos: Poseen una cabeza polar con carga positiva, pueden ser sales de 

amonio cuaternario, normalmente cloruros o bromuros, poseen un poder bactericida 

importante.(Solé, 2014, pp. 146-147) 

Amonio cuaternario: Tensioactivo catiónico compuesta por un átomo de nitrógeno unido a cuatro 

cadenas alquílicas (parte funcional de la molécula) y un átomo halógeno (generalmente cloro). 

Destacado por sus propiedades biocidas, con un amplio espectro bactericida, fungicida y virucida. 

Con un alto poder residual permaneciendo activo después de la aplicación conservando sus 

propiedades por un largo periodo de tiempo. Incompatible con tensioactivos aniónicos 

dificultando su formulación en conjunto. (PROQUIMIA 2020) 

Tensioactivos no iónicos: La parte hidrofilia no tiene carga, compatibles con tensioactivos 

aniónicos y catiónicos, La solubilidad en agua de estos compuestos se debe a la capacidad de los 

átomos de oxígeno y del grupo oxhidrilo para formar puentes de hidrógeno con el agua, 

biodegradables y de propiedades humectantes.(Gil 2014, pp. 19)  

Dietanolamina (Comperlan): Tensioactivo no iónico, estabilizante de espuma y químicamente 

estable. Formado por una amina secundaria y un dialcohol, con un alto poder solubilizante, al 

combinarse con otros tensoactivos de tipo no-iónico, como alcoholes grasos, permite obtener un 

aspecto de alta viscosidad y completamente transparentes y brillantes.(CONQUIMICA 2020). La 

dietanolamina utiliza en la formulación de jabones en detergentes líquidos para lavar la ropa y 

platos, cosméticos, champús y acondicionadores para el cabello. En la producción de lubricantes 

de la industria textil, en la purificación de gases industriales y en la elaboración de productos 

químicos agrícolas. (IARC 2013)  

Nonil Fenol Etoxilato 10 moles: Tensioactivo no iónico, compuesto orgánico perteneciente a la 

familia de los alquilfenoles, formada por un fenol unido a una cadena hidrocarbonada de nueve 

átomos de carbono, dispersante, solubilizante y de  alta hidrofobicidad (EPA 2010, pp. 1-2); su parte 

hidrofóbica la provee el nonil fenol etoxilato, mientras que la parte hidrofílica la provee el óxido 

de etilenousado, usado en la fabricación de productos de limpieza y en procedimientos 
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industriales (MAQUIMEX 2012), persistente en el medio ambiente acuático, moderadamente 

bioacumulable y extremadamente tóxico para los organismos acuáticos. (Soares et al. 2008) 

Tensioactivos anfóteros: Actúan dependiendo del medio en que se encuentren, en medio básico 

son aniónicos y en medio ácido son catiónicos. (Ospina 2012, pp. 5) 

1.2.5.3. Producción mundial de tensioactivos  

El mercado global de tensioactivos representó $ 43,655 millones en 2017, y se proyecta que 

alcance $ 66,408 millones para el 2025, registrando un crecimiento del 5.4% en el periodo 2018 

a 2025. El desarrollo en las industrias en el mercado se debe a los bajos precios y la fácil 

disponibilidad debido a procesos tecnológicos avanzados y la viabilidad comercial, factores que 

impulsan el crecimiento del mercado de tensioactivos. El mercado global de tensioactivos está 

segmentado en función de varios parámetros, como el tipo, la aplicación y la región. (Laxman 

Shasttri & Onkar Sumant 2018) 

Según la región, se analiza en América del Norte, Europa, Asia-Pacífico y América Latina 

obteniendo diferentes niveles de usos de los tensioactivos, como se muestra en la Figura 3-1. 

 

Figura 3-1: Crecimiento de los tensioactivos en mercado por región  

Fuente: (Mordor Intelligence 2018) 

Se espera un crecimiento en Asia-Pacífico significativo debido al aumento de los ingresos de los 

hogares combinado con una gran población en la región, particularmente en economías 

emergentes como China e India. Además el aumento de las plantas petroquímicas en países como 

China, India, Japón y Corea del Sur contribuye aún más al crecimiento del mercado de 

tensioactivos, ya que crea una fácil disponibilidad de materias primas.(Laxman Shasttri & Onkar 

Sumant 2018) 
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A pesar de las consecuencias que producen en el ambiente por el uso de estos químicos no ha 

reducido su venta pues hay un incremento en la demanda, importación y exportación, pues estos 

productos químicos de superficie activa se encuentran en casi todos los hogares y se usa en 

numerosas aplicaciones industriales. (Stark 2017) 

1.2.5.4. Efectos de los tensioactivos en el recurso hídrico  

Los tensioactivos traen consigo efectos e impactos ambientales ya que se depositan en las 

depuradoras que son arrastrados por las aguas residuales. Entre los efectos más representativos se 

encuentran la facilidad de transporte de agentes patógenos mediante la formación de espumas 

debido a la presencia de sales de calcio y proteínas en el medio. Otro de los efectos que ocasionan 

es la alteración en la transferencia y la disolución del oxígeno produciendo un bajo rendimiento 

en los procesos de tratamiento de sedimentación, floculación, coagulación y biológico. (Botanical 

2019). La permeabilidad de los suelos también se ve afectada permitiendo la libre penetración de 

los microorganismos a las aguas subterráneas. Los detergentes generan efectos tóxicos, 

mutagénicos y cancerígenos en microorganismos y organismos superiores. En el agua provoca un 

incrementando el pH y nutrientes, además de la presencia de malos olores a partir de la presencia 

de compuestos contaminantes (Brand 2019, pp. 8-9) 

1.2.5.5. Relación entre los tensioactivo y los microorganismos 

Debido al alto consumo de agentes tensioactivos y al efecto del tratamiento inadecuado de los 

tensioactivos, hay una necesidad de desarrollar tecnologías para el tratamiento de este 

contaminante, que a mayores concentraciones y un tiempo de exposición largo tienen un efecto 

tóxico sobre las bacterias, inhibiendo o disminuyendo la actividad microbiológica la cual es una 

herramienta valiosa para la aclaración del consorcio microbiano que participa en la degradación. 

(Jiménez, Medina y Gracida 2010) 

Su mecanismo de acción se da en una adsorción y penetración en la pared celular, provocando 

una reacción en la membrana citoplasmática, fuga de material intracelular, la degradación de 

proteínas y ácidos nucleicos; y finalmente lisis de la pared celular, su actividad hidrofóbica 

también los hace efectivos contra los virus que contienen lípidos. (Gerba 2015, pp. 464) 

Durante la biodegradación, los microorganismos pueden utilizar tensioactivos como sustratos de 

energía y nutrientes o co-metabolizar los agentes tensioactivos. La tasa de biodegradación del 

surfactante depende de factores químicos y ambientales tales como la temperatura, el pH, la 

aireación, la concentración y la presencia de otras fuentes. (Karray et al. 2016) 
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1.2.6. Biodegradación de los tensioactivos  

La biodegradación con respecto a los tensioactivos se define de la siguiente manera: 

 La biodegradación primaria significa una transformación cambio estructural de un 

tensioactivo por microorganismos que resulta en la pérdida de sus propiedades de superficie 

activa debido a la degradación de la sustancia original y la consiguiente pérdida de la 

propiedad de superficie activa.(Wu et al. 2019) 

 La biodegradación definitiva se da cuando el microorganismo utiliza totalmente el 

surfactante, obteniendo como resultado dióxido de carbono, agua y sales minerales de 

cualquier otro elemento presente (mineralización) y nuevos componentes celulares 

microbianos (biomasa). 

 La biodegradabilidad aeróbica después de una serie de pruebas de detección específica para 

la biodegradabilidad final, se desarrollan pruebas estrictas que a dichos compuestos se 

biodegradan rápida y completamente en el medio ambiente acuático en condiciones 

aeróbicas.(Merrettig y Jelen 2009) 

1.2.6.1. Factores que influyen en la biodegradación 

La biodegradación depende de por varios factores, entre estos el número de microorganismos 

capaces de metabolizar el compuesto, factores de crecimiento como temperatura, pH, nutrientes, 

contenido de agua y la biodisponibilidad del sustrato.  

En las pruebas y en los procesos de biodegradación, la reacción puede iniciarse con un suministro 

inicial de microorganismos que se adaptan a condiciones especiales o al compuesto utilizado 

como fuente de sustrato para una biodegradación óptima. (Merrettig y Jelen 2009) 

1.2.6.2. Rutas de degradación 

Las moléculas de tensioactivos tienen lugar a procesos de hidrólisis o desulfonación, con lo que 

se originan productos que sufren uno o varios mecanismos como: 

 La -oxidación: Acorta la cadena hidrocarbonada en dos unidades, con liberación de un 

radical de acetato y la producción de una molécula original en CO2, agua y biomasa. En un 

sistema aeróbico, el hidrógeno termina por desprenderse en forma de agua y, en un sistema 

anaerobio, en forma de metano o de ácido sulfhídrico. (Wu et al. 2019, pp. 5) 

 Oxidación metílica: Degrada las moléculas de hidrocarburos con alto peso molecular 

originando una molécula de ácido graso. 
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 Oxidación aromática: Producción de un compuesto del tipo del ácido-cetoadípico, sometido 

posteriormente al mecanismo de -oxidación hasta su total biodegradación, generando grupos 

acetato y succinato. (Manuela María Lechuga Villena, 2005, pp. 90) 
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CAPÍTULO II 

 

 

2. MARCO METODOLÓGICO 

 

2.1. Diseño Experimental 

 

2.1.1. Tipo de investigación  

El tipo de investigación fue experimental – exploratoria; ya que representa un estudio poco 

explorado en el país, La finalidad de esta investigación es recabar información y determinar el 

grado de tolerancia de los microorganismos a diversas concentraciones de tensioactivos, como 

alternativa ambiental en la recuperación de medios hídricos contaminados.  

2.1.2. Diseño de la investigación 

Para el presente estudio se utilizó el método de investigación mixta, la misma que implica la 

recolección y análisis de datos cuantitativos y cualitativos (Hernández y Mendoza 2018, pp. 612). Se 

manipularon las variables temperatura y las diferentes concentraciones de tensioactivos, 

observando la capacidad de respuesta de los clones bacterianos, resultados que permitieron 

alcanzar una conclusión objetiva de la investigación. 

2.1.3. Unidad de Análisis 

Muestras de aguas recolectadas dos veces al día al transcurso de una semana en dos puntos 

(afluente y efluente), pertenecientes a la planta de tratamiento de aguas residuales Villa La Unión, 

Cantón Colta.  

2.2.  Metodología 

2.2.1. Lugar de recolección de muestras 

Las muestras de agua residual fueron tomadas en la planta de tratamiento de aguas residuales 

Villa La Unión, ubicada en la parroquia Cajabamba a un kilómetro de las instalaciones del 

Gobierno Autónomo Descentralizado del Cantón Colta. La PTAR Villa la Unión consta de rejillas 

que retienen el material suspendido que trae consigo el afluente, evitando la obstrucción de las 

tuberías y proteger los equipos. El canal parshall mide el fluido que entra en el equipo, los filtros 
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percoladores se basan en la interacción de las bacterias formadas en su interior y las sustancias 

contenidas en el agua a tratar. (5). Los tanques de sedimentación usados para separar la fracción 

líquida y sólida de los lodos, formada por dos procesos la coagulación y la floculación. (6); En la 

etapa de desinfección se esteriliza el agua a través de los humificadores, los que llevan ozono 

(O3) en forma de gas, eliminando cualquier agente patógeno. En el lecho de secado el agua es 

filtrada por la gravedad pasando por arena y grava, siendo esta recogida para ser conducida a las 

lagunas de oxidación donde comienza a sedimentar más sólidos y partículas, finalmente el agua 

tratada es descargada hacia el rio Sicalpa. (GAD Municipal del Cantón Colta, 2020). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1-2: Diagrama de Flujo de la PTAR Villa La Unión  

Fuente: (GAD Municipal del Cantón Colta, 2020)  

Elaborado por: Juntamay Lilian, 2020 

2.2.2. Recolección de muestras 

Para la recolección de muestras se utilizaron frascos de vidrios con tapa, limpios y estériles de 

300 mL, cada frasco fue enjuagado tres veces con el agua residual antes de tomar la muestra final, 

(NTE INEN 2176, 2013). Se tomaron dos muestras por día, la primera en la mañana a las 9 horas y en 

la tarde a las 14 horas debido a que se desarrollan diferentes actividades (doméstica, comercial e 

industrial) en estos horarios, los mismos que provocan que la composición del agua residual sufra 

diferentes cambios haciendo que las muestras individuales no sean homogéneas. Por lo que fue 

necesario conformar una muestra compuesta pues permite conocer un promedio de composición 

y minimizar la variabilidad de las muestras individuales (Reutelshöfer y Guzmán 2015). Este proceso 

se repitió durante una semana en el afluente y efluente, las muestras recolectadas fueron 

transportadas al laboratorio de análisis de agua potable y agua residual del GAD Municipal de 

Cantón Colta.  

 

Rejillas  Canal parshall 

Lechos de secado  

Desinfección   

Tanques de 

sedimentación 

(coagulación y 

floculación)  

Filtros percoladores  

Laguna de oxidación  Salida 

Entrada 



 

17 

 

Las muestras fueron tomadas del afluente y el efluente, como se puede observar en la Tabla 1-2: 

Tabla 1-2: Georreferencia de los puntos de muestreo 

 

 

 

 

 

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

 

 

 

 Figura 2-2: PTAR Villa La Unión 

 Fuente: Google Earth, 2020 

 Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

 

2.2.3. Medición de pH  

En un vaso de precipitación se depositó una cantidad de muestra, y se procedió a introducir el 

electrodo del potenciómetro para la lectura del pH, se esperó hasta que la lectura se estabilice para 

el registro de la medida. 

2.2.4. Medición de temperatura  

Al obtener la lectura del potenciómetro del parámetro pH también se registró el valor de la 

temperatura, ya que el mismo dispositivo posee un sensor de temperatura, facilitando de una 

forma más rápida y exacta la medición de este parámetro.  

Punto Sitio de muestreo Coordenadas UTM 

1 Afluente  747746, 9812389 

2 Efluente 747755, 9812519 
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2.2.5. Preparación de los medios de cultivo  

Para la presente investigación se usó el agar PCA (Standard Methods Agar), este es un medio no 

selectivo de crecimiento microbiológico, con formulación especificada para muestras procedentes 

de aguas y aguas residuales. En el medio existen los nutrientes necesarios para el crecimiento de 

una vasta variedad de microorganismos (Soria 2009, pp. 1-2).  El medio fue preparado de acuerdo a 

las indicaciones del fabricante y a las necesidades de la investigación, para su preparación se 

procedió a pesar 23,5 gramos en una balanza, para ser incorporada a un litro de agua destilada, 

posteriormente la esterilización del medio se realizó en un frasco de vidrio termo resistente de 

500 ml con tapa hermética.  

2.2.6. Siembra 

La siembra de las muestras de agua residual se realizó mediante diluciones seriadas (base 10), en 

el afluente por su alta carga microbiana se procedió a sembrar las diluciones óptimas 10-4 y 10-3; 

y en el efluente debido a tratamientos previos la carga microbiana disminuye por lo que se sembró 

la disolución óptima de 10-2, pues a mayores disoluciones no hay presencia de crecimiento mayor 

a 30 colonias, se usó un volumen de 100 μL por triplicado. A continuación, se tomó la espátula 

de vidrio Drigalski estéril para una distribución uniforme del volumen en toda la superficie de la 

placa y se incubaron a dos temperaturas, a 17°C valor de la temperatura ambiente del lugar de 

estudio y a 35°C para comprobar la presencia de microorganimos desarrollados a altas 

temperaturas.  

2.2.7. Conteo de colonias 

Se utilizó un contador se colonias donde, se ubicó la caja Petri sobre la superficie de apoyo 

iluminado del dispositivo, con la ayuda de un marcador se cuantificó las colonias en la cubierta 

de la placa Petri. Los datos obtenidos de la lectura realizada se anotaron para estimar las unidades 

formadoras de colonias (UFC). 

2.2.8. Determinación de UFC 

Para la estimación de UFC se tomó en cuenta únicamente aquellas cajas Petri que tuvieron entre 

30 a 300 colonias. Se contaron todas las colonias de las placas, debido a que fueron sembradas 

por triplicado se realizó un promedio, el cual fue multiplicado por el inverso de la dilución y por 

la cantidad de muestra sembrada, obteniéndose la cantidad de UFC. (NTE INEN 1205 2013, pp. 5) 



 

19 

 

2.2.9. Aislamiento  

Para el aislamiento microbiano, se seleccionaron las colonias morfológicamente diferentes, con 

el uso de palillos estériles se tomó una porción de la colonia a aislar, realizando un total de 3 

repiques a nuevas placas, luego se incubaron durante 24 horas a 17°C y a 35°C,  

2.2.9.1. Selección de las colonias bacterianas  

Tras el último repique se procedió a seleccionar las colonias más repetitivas y representativas que 

demostraron ser diferentes debido a sus características morfológicas, identificándolas con un 

número único a las colonias.  

2.2.10. Aislamiento por agotamiento  

En el aislamiento por agotamiento se usó una asa bacteriológica de platino, la que se flameó para 

que se encuentre en condiciones estériles, antes y después de cada colonia aislada, se dejó enfriar 

el asa para posteriormente tomar una colonia que se sembró en forma de estrías al acabar en un 

extremo este será llevado de forma perpendicular hasta obtener tres lados con estrías, la última 

estría será en el centro de las anteriores (Luna 2012, pp. 30-34). Por último las placas fueron incubadas 

a 17°C y a 35°C. 

2.2.11. Caracterización  

2.2.11.1. Caracterización macroscópica  

La caracterización macroscópica consistió en determinar a través de la observación directa cada 

característica fenotípica de las colonias aisladas, y se realizó de acuerdo a los criterios que se 

muestran en la siguiente tabla:  

Tabla 2-2: Morfología macroscópica  

Morfología de colonias 

Borde Consistencia Elevación Forma 

 Entero 

 Filamentoso 

 Ondulado 

 Lobulado 

 

 Cremosa 

 Duras 

 Viscosa 

 Convexa 

 Elevada 

 Plana 

 

 Circular 

 Puntiforme 

 Irregular 

 Rizoide 

 Fusiforme 

Superficie Luz reflejada Luz Transmitida 

 Lisa 

 Rugosa 

 Brillante 

 Mate 

 Translucida 

 Opaca 

Fuente: (López y Torres 2006, pp. 3) (Díaz 2010, pp. 8-9) 

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 
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2.2.11.2. Caracterización microscópica  

La identificación microscópica se realizó mediante la técnica de tinción Gram, la cual se realizó 

un frotis del clon en un portaobjeto, fijando la colonia con la ayuda de un mechero; a continuación, 

se aplicó una gota de cristal violeta sobre la muestra fijada durante un minuto y se lavó con 

abundante agua destilada. Posteriormente se aplicó lugol por un minuto y se enjuagó; de igual 

forma, se cubrió la preparación con alcohol-acetona por 30 segundos y luego se enjuagó con agua 

destilada; por último se añadió safranina por un minuto y lavó, para luego dejar secar la muestra 

en posición vertical, finalmente se agregó aceite de inmersión al portaobjetos y se llevó a observar 

en el microscopio (Santiago 2006, pp. 59-60). A través del proceso, se obtuvo la diferenciación de 

Gram positivas y Gram negativas, y por su morfología entre bacilos y cocos.    

2.2.12. Pruebas Bioquímicas  

Las pruebas bioquímicas sirven para identificar características propias de las bacterias, algunas 

pruebas son de lectura rápida, que permiten evaluar la presencia de una enzima, obteniendo 

resultados en menor tiempo; otras pruebas consisten en detectar componentes metabólicos o 

determinar la sensibilidad a una sustancia, su lectura varía hasta las 48 horas. (Bou et al. 2011, pp. 6) 

2.2.12.1. Catalasa 

Se agregó una gota de peróxido de hidrógeno a un portaobjetos, con un asa estéril se tomó un 

frotis de la colonia, se observaron los resultados y se reportó. La prueba se consideró positiva al 

observar espuma esto es para aquellas bacterias aerobias y anaerobias facultativas que poseen la 

enzima catalasa  

2.2.12.2. Citrato  

Se preparó el medio de cultivo Citrato Simmons, se colocó en tubos de ensayo para luego ser 

esterilizados en la autoclave, se dejó enfriar en una posición inclinada o también denominada pico 

de flauta, se inoculó en forma de estría con una incubación de 72 horas, pasado el periodo de 

tiempo, se observó y se reportó el resultado. El resultado se consideró positivo la coloración azul 

y la coloración verde como resultado negativo. (Britania 2015b, pp. 1) 

2.2.12.3. MacConkey  

Se preparó el medio de cultivo se acuerdo a las condiciones del fabricante, se colocó el medio en 

tubos de ensayo para ser llevados al autoclave, se dejó enfriar a manera de pico de flauta, con un 

asa se tomó una colonia bacteriana y se sembró en forma de estría con una incubación de 24 horas. 

El resultado se consideró positivo a la coloración rosada indicando que poseen la capacidad de 

fermentar la lactosa. (Gil 2019) 
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2.2.12.4. Oxidasa 

Con un palillo estéril se tomó una colonia bacteriana y se trasfirió a la tira de papel, se dejó 

reaccionar por unos minutos y luego se reportó el resultado. La reacción positiva se mostró de 

color purpura claro o púrpura intenso indicando la presencia de citocromo oxidasa, caso contrario 

no llegó a sufrir ningún cambio de color  

2.2.12.5. Ureasa 

Se preparó el medio de cultivo Urea Agar base al cual se le agregó una solución de urea al 40%, 

se fraccionó en tubos de ensayo con un contenido de 3 ml y se dejó enfriar el medio en forma de 

pico de flauta con fondo profundo. Se tomó una colonia bacteriana para sembrarla en forma de 

estría con una incubación de 24 horas, pasado el tiempo, se reportó el resultado obtenido, 

considerando positivo la coloración fucsia y la coloración amarilla como resultado negativo. 

(Britania 2015a, pp. 1) 

2.2.13. Evaluación de tolerancia a tensioactivos  

Para la evaluación de la tolerancia de los clones, se preparó plate count agar (PCA) suplementado 

con tensioactivos a concentraciones crecientes aplicados como presión selectiva, para la 

evaluación de tolerancia microbiana como se muestra en la Tabla 2-2  

Tabla 3-2: Preparación de los medios de cultivo 

Medio de cultivo Tensioactivo Concentración 

Plate Count Agar 

 Amonio cuaternario 

 Dietanolamina (Comperlan) 

 Lauril sulfato de Sodio (Texapon) 

 Nonil fenol etoxilato 10 moles 

10 % 

30% 

50% 

70% 

90% 

100% 

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

 Medio PCA con Amonio cuaternario 

Se preparó el medio PCA para luego ser suplementado con el tensioactivo amonio cuaternario a 

diferentes concentraciones ya mencionadas, para que el tensioactivo se incorpore al medio, se 

esterilizó y distribuyó en las cajas Petri  

 Medio PCA con Dietanolamina (Comperlan) 

Con el medio PCA ya preparado se le agregó el tensioactivo Comperlan y con una barra de 

agitación tratando que éste se disuelva en el medio, para luego ser llevado a la autoclave y 
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posteriormente se distribuyó en cajas Petri de forma lenta para que no exista la generación de 

burbujas  

 Medio PCA con Lauril sulfato de Sodio (Texapon) 

Al medio preparado PCA se suplementó con el tensioactivo Texapon, se agitó suavemente el 

frasco para una adecuada disolución,  se llevó a esterilizar y finalmente se distribuyó a cajas Petri 

sin que se desarrolle burbujas en el medio.  

 Medio PCA con Nonil fenol etoxilato 10 moles. 

En el medio PCA se agregó el tensioactivo Nonil fenol etoxilato, se agitó suavemente el frasco 

provocando la disolución del tensioactivo, se esterilizó y luego se depositó en cajas Petri, la 

distribución fue lenta con el fin de que no se generaren burbujas. 

Una vez preparados los medios se procedió a sembrar los clones aislados y previamente 

caracterizados, que serían evaluados de acuerdo a la metodología descrita a continuación:   

Para la siembra de los clones aislados en los medios suplementados, se tomó con un palillo estéril 

la colonia a sembrar y se trasladó a la nueva placa suplementada, se repitió el mismo proceso 

descrito anteriormente hasta obtener en cada placa todas las diez colonias aisladas. Se incubaron 

durante 24 horas a temperatura ambiente y a 35°C, se observó el crecimiento y se reportó, se 

midió los diámetros de las colonias cada 24 horas, donde finalmente a las 72 horas se mostró 

claras tendencias de crecimiento a ciertas concentraciones y a tensioactivos, esta información se 

comparó y se reportó.  
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CAPÍTULO III 

 

 

3. MARCO DE ANÁLISIS E INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS 

 

3.1.  Análisis físico – químico de las muestras   

A continuación, en las tablas 1-3 y 2-3, se detallan los valores de temperatura y pH registrados 

durante el monitoreo del afluente y efluente de la PTAR  

Tabla 1-3: Análisis de físico – químico de muestras del afluente la PTAR 

Hora 9:00 14:00 

Día 
Caudal 

(L/s) 

Temperatura 

(°C) 
pH 

Caudal 

(L/s) 
Temperatura

(°C) 
pH 

Lunes 16.0 17.4 7.86 14.6 17.2 8,49 

Martes 14.0 16.3 8.14 15.2 16.8 8.32 

Miércoles 15.3 17.2 8.04 16.2 17.8 7.89 

Jueves 15.0 17.3 7.96 15.9 17.5 8.40 

Viernes 12.4 16.1 8.26 17.0 18.1 8.01 

Promedio 14.5 16.9 8.05 15.8 17.5 8.22 

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

Tabla 2-3: Análisis de físico – químico de muestras del efluente la PTAR 

Hora 9:00 14:00 

Día 
Caudal 

(L/s) 

Temperatura 

(°C) 
pH 

Caudal 

(L/s) 

Temperatura 

(°C) 
pH 

Lunes  15.6 17.2 7.10 14.0 18.5 8.01 

Martes 13.2 16.0 7.94 14.9 17.5 7.97 

Miércoles 14.9 16.3 8.14 15.8 18.2 7.81 

Jueves 14.6 17.1 8.24 16.2 18.3 8.23 

Viernes 12.6 17.1 7.82 16.5 18.6 8.01 

Promedio 14.2 16.9 7.85 15.48 18.2 8.22 

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

El afluente, correspondiente a las muestras tomadas durante la mañana, se registró un caudal 

promedio de 14.5 L/s con un caudal mínimo de 12.4 L/s y un máximo de 16.0 L/ (Tabla 1-3), un 

rango de temperatura entre 16.1 a 17.4 °C, con un valor promedio de 16.9 °C; y valores de pH 

desde los 7.86 a 8.26, con un valor promedio de 8.05; como se observa en el Gráfico 1-3.  
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Gráfico 1-3: Evolución de temperatura y pH en el afluente en la mañana  

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

Los resultados de los muestreos realizados durante la tarde se registró un caudal mínimo 14,6 L/s 

y un máximo de 17.0 L/s, con un caudal promedio de 15,8 L/s (Tabla 1-3). Se evidenció un rango 

de pH entre 7.89 y 8.49, con un valor promedio de 8.22; y temperaturas en un rango comprendido 

entre los 16.8 y los 18,1°C, con un valor promedio de 17.5°C; lo cual puede ser observado en el 

Gráfico 2-3 

 

Gráfico 2-3: Evolución de temperatura y pH en el afluente en la tarde 

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

En el efluente las muestras tomadas durante la mañana, se registró un caudal mínimo de 12.6 L/s 

y un máximo de 15.6 L/s, con un caudal promedio de 14.2 L/s (Tabla 2-3), los valores de 

temperatura que van desde un rango de 16.3 a 17.2 °C, con un valor promedio de 16.7 °C; y un 

17,4
16,3

17,2 17,3
16,1

7,86 8,14 8,04 7,96 8,26

16,9

8,05

Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes

Mañana

Temperatura pH T,Promedio pH,Promedio

17,2 16,8
17,8 17,5 18,1

8,49 8,32 7,89 8,40 8,01

17,5

8,22

Lunes Martes Miércoles Jueves Viernes

Tarde

Temperatura pH T,Promedio pH,Promedio
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rango de pH entre 7.1 y a 8.14, con un valor promedio de 7.85, como se observa en el Gráfico 3-

3. 

 

Gráfico 3-3: Evolución de temperatura y pH en el afluente en la mañana  

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

Los resultados de los muestreos realizados durante la tarde muestran un caudal promedio de 15.48 

L/s, un caudal mínimo de 14.0 L/s y un máximo de 16.5 L/s (Tabla 2-3). Se registró un rango de 

pH entre 7.81 y 8.23, con un valor promedio de 7.96; y temperaturas en un rango comprendido 

entre los 17,5 y 18,6°C, con un valor promedio de 18.2°C; lo cual puede ser observado en el 

Gráfico 4-3. 

 

Gráfico 4-3: Evolución de temperatura y pH en el afluente en la tarde  

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 
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En la planta de tratamiento de agua residual “Villa La Unión, correspondiente a las muestras 

tomadas durante una semana, se evidenció que los caudales sufren una variación en su crecimiento 

de acuerdo a los registrados en sus promedios generales en la mañana con un caudal de 14.35 L/s 

y en la tarde de 15.6 L/s, esto se debe principalmente a las diferentes actividades antropogénicas 

relacionadas con el uso del agua; se registró en el afluente temperaturas desde los 16.1 a 18.1 °C, 

con una temperatura promedio de 17.2°C, y pH en un rango comprendido entre los 7.86 a 8.49, 

con  pH promedio de 8.14; y en el efluente, temperaturas con un rango de 16.0 a 18.6 °C, con un 

promedio de 17.3°C, y pH comprendido entre los 7.1 y 8.24, con un promedio de 7.67.  

La temperatura ambiente del lugar de estudio fue de 17°C el cual permite identificar a los 

microorganismos presentes dentro del grupo de los psicrófilos facultativos, los cuales se 

desarrollan dentro de un rango entre los 0°C a 20°C, con una temperatura óptima de 15°C. 

(Ramírez, Serrano y Sandoval 2006, pp. 58),  en similitud este valor concuerda con el obtenido por Macas 

y Tipantasig 2019 con un registro de 16°C en el mismo cantón; y en los valores de pH registrados 

se observó una disminución, esto se debe a los diferentes tratamientos que sufre el agua residual, 

principalmente en la fase de coagulación y floculación por la adición de sales de aluminio como 

el policloruro de aluminio (PAC), el cual produce una serie de reacciones en el agua y la 

formación de especies hidrolizadas con carga positiva. (Barrenechea 2004, pp. 1-2) 

3.2. Número de colonias bacterianas  

3.2.1. Número de colonias bacterianas en el afluente  

Tras la realización de pruebas, se identificaron como disoluciones óptimas 10-4 y 10-3, las cuales 

cumplieron con el rango de 30 a 300 colonias por caja para la estimación UFC (NTE INEN 1205 

2013, pp. 5),  siendo sembradas a dos temperaturas, cuyos resultados se muestran en la Tabla 3-3.  

Tabla 3-3: Número de colonias bacterianas en el afluente  

Día Dilución 

T. 17°C 
Total 

UFC/ml 

T. 35°C Total 

UFC/ml  Tiempo (H) Tiempo (H)  

48 72 48 72 

Lunes 
10-3 209 234 2.34x106 154 181 1.81x106 

10-4 38 43 4.3x106 17 26 2.6x106 

Martes 
10-3 266 242 2.42x106 142 163 1.63x106 

10-4 37 48 4.8x106 18 27 2.7x106 

Miércoles 
10-3 240 255 2.55x106 157 175 1.75x106 

10-4 41 49 4.9x106 18 32 3.2x106 

Jueves 
10-3 238 254 2.54x106 139 163 1.63x106 

10-4 30 39 3.9x106 15 25 2,5x106 

Viernes 
10-3 249 258 2.58x106 150 169 1.69x106 

10-4 34 39 3.9x106 21 29 2.9x106 

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 
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3.2.2. Número de colonias bacterianas en el efluente  

En el efluente se llegó a identificar la serie 10-2, como disolución óptima; el cual fue sembrado 

cuyo crecimiento se observa en la Tabla 4-3.  

Tabla 4-3: Número de colonias bacterianas en el efluente  

Día 

T. 17°C 
Total 

UFC/ml 

T. 35°C 
Total 

UFC/ml 
 Tiempo (H) Tiempo (H) 

48 72 48 72 

Lunes  252 269 2.69x105 184 226 2.66x105 

Martes 254 266 2.66x105 183 220 2.2x105 

Miércoles 243 256 2,56x105 185 233 2,33x105 

Jueves 254 266 2.66x105 183 221 2.21x105 

Viernes 250 255 2.55x105 188 231 2.31x105 

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

Los resultados reflejan que las muestras con mayor carga microbiana se desarrollaron a una 

temperatura ambiente, al contrario de las incubadas a 35°C. Esto se debe a que la microbiota 

presente se desarrolla a una temperatura promedio de 17°C; valor que se acerca a los 15°C, siendo 

esta temperatura óptima para los microorganimos psicrófilos, valores que permite un adecuado 

funcionamiento y crecimiento en el medio. (Luna 2020, pp. 62). Estos resultados obtenidos también 

concuerdan con un estudio realizado por López (2018) en el mismo territorio, en la cual se muestra 

un mejor crecimiento de las bacterias a temperatura frías, clasificándolas dentro del grupo de 

bacterias psicrófilas facultativas.      

3.3. Evaluación macroscópica y microscópica   

Del total de clones bacterianos se seleccionaron 10 clones, basándose en sus características 

fenotípicas diferentes, los mismos que fueron caracterizados macro y microscópicamente.  

3.3.1. Caracterización macroscópica de los clones bacterianos   

En la caracterización macroscópica se identificó las características morfológicas, como se puede 

apreciar en la Tabla 5-3.  
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Tabla 5-3: Características morfológicas de los clones aislados  

Colonia Color Forma Borde Consist. Elevación Superf. 
Luz 

reflejada 

Luz 

transmitida 

1 Blanco  Irregular Ondulado Cremosa Elevada Lisa Brillante Traslúcida 

2 Blanco Circular Entero Cremosa Elevada Lisa Brillante Opaca 

3 Blanco Irregular Lobulado Cremosa Elevada Lisa Brillante Translúcida 

4 Amarillo  Circular Entero Cremosa Elevada Lisa Brillante Opaca 

5 Amarillo Irregular Ondulado Viscosa Elevada Lisa Brillante Opaca 

6 Amarillo 

verdoso 

Circular Entero Cremosa Elevada Lisa Brillante Translúcida 

7 Blanco Irregular Lobulado Cremosa Plana Rugosa Mate Opaca 

8 Café Circular Entero Cremosa Elevada Lisa Brillante Opaca 

9 Rosado Circular Entero Cremosa Elevada Lisa Brillante Opaca 

10 Crema Circular Entero Cremosa Elevada Lisa Brillante Opaca 

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

La evaluación macroscópica de los clones bacterianos, reflejaron resultados en el parámetro de 

coloración un 40% de color blanco, con 20% amarillo y el 10% en las coloraciones amarillo 

verdoso, café, crema y rosado. Por su forma, el 60% representaron la forma circular y el  40% 

irregular. Sus bordes se definieron con el 60% entero, 20% onduladas y 20% lobuladas. En su 

consistencia se observó en el 90% cremosa y el 10% viscosa. Mientras que en la elevación consta 

el 90% elevada y un 10% plana; la superficie que presentan las colonias tienen un 90% lisa y el 

10% rugosa; en el parámetro de luz reflejada existe un 90% brillante y un 10% mate; y en luz 

transmitida se obtuvo el 70% opaca y 30% translúcida.  

De forma general se puede mencionar que las características más sobresalientes son el color 

blanco, forma circular, borde entero, consistencia cremosa, elevadas, superficie lisa, luz reflejada 

brillante y transmitida opaca, estos resultados fueron cotejados con un estudio realizado en el 

Cantón Colta por Macas y Tipantasig (2019) reportando características similares, predominando 

bacterias circulares, enteras, de pigmentación blanca y cremosas con un 64%, y en un 100% 

elevadas y lisas.  

3.3.2. Caracterización microscópica de los clones bacterianos   

Tras la realización de las pruebas de tinción de Gram y la observación morfológica de los clones 

bacterianos se obtuvieron los siguientes resultados:  
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Tabla 6-3: Resultados de la Tinción Gram de los clones aislados 

Número de 

Clon 

Tinción 

Gram  

Forma de la 

colonia  

1 Positivo Cocos 

2 Positivo Cocos 

3 Positivo Cocos 

4 Positivo Cocos 

5 Positivo Cocos 

6 Negativo Bacilos 

7 Negativo Bacilos 

8 Negativo Bacilos 

9 Positivo Cocos 

10 Negativo Coco 

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

 

Gráfico 5-3: Porcentaje de los resultados de la caracterización microscópica 

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

En los gráficos 7-3 se muestra el análisis microscópicos de los 10 clones aislados. El 60% de los 

clones pertenecieron al grupo Gram positivos siendo estos de morfología cocos, con un 40% de 

Gram negativos siendo en un 30% bacilos y un 10% Cocos. Coincidiendo estos datos con los 

obtenidos por Pérez 2019, pp. 41 durante la caracterización microscópica de la microbiota de 

muestras de agua residual del Cantón Patate, con resultados del 55% de bacterias Gram positivos 

y el 45% de bacterias Gram Negativas. 

3.4. Evaluación bioquímica de los clones bacterianos 

Para la evaluación bioquímica de los clones bacterianos obtenidos en la investigación se 

emplearon las pruebas rápidas de la catalasa y oxidasa; y las pruebas bioquímicas mediante 

medios de cultivo, entres estos la ureasa, citrato y MacConkey; estas pruebas fueron usadas 

debido a su accesibilidad e implementación en laboratorios (Bou et al. 2011, pp. 7).  Estos ensayos 

fueron probados en los clones aislados, evidenciando los siguientes resultados descritos en la 

Tabla 7-3:  

60%
10%

30%
Cocos Gram +

Cocos Gram -

Bacilos Gram -
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  Tabla 7-3: Evaluación Bioquímica de los clones aislados 

Clon  Catalasa  Oxidasa  Ureasa  Citrato  MacConkey 

1 + - + - + 

2 + - - - + 

3 - - + - + 

4 - - - - - 

5 + - - - - 

6 + + - + - 

7 + + - + - 

8 + + - + + 

9 + - + - - 

10 + + - - + 

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

Los resultados de las pruebas inmediatas, arrojaron que el 80% de los aislamientos son positivas 

y el 20% negativos para la producción de catalasa; y en la prueba oxidasa el 60% son negativos 

y 40% positivos para la producción de la enzima citocromo c oxidasa.  

Los cultivos realizados en el agar base urea Christensen y en el agar citrato, evidenciaron que el 

30% de los aislamientos sufrieron un cambio de color, dando como positivo en la producción de 

la enzima ureasa y citrato, mientras que el 70% fue negativo; por último, en la prueba con agar 

Macconkey se obtuvo el 50% de clones capaces de fermentar la lactosa.   

Los resultados de la Tabla 7-3 se cotejaron con información bibliográfica, coincidiendo que los 

clones bacterianos podrían pertenecer a los géneros Streptococcus spp., Staphylococcus spp. 

Micrococcus spp. Pseudomonas spp., y Acinetobacter spp., los mismos que se han encontrado 

con frecuencia en caracterizaciones bacterianas realizadas en las aguas residuales como las 

presentadas por Calonge (2014), Moeller (2010) y  Torres (2012) 

En la tabla 8-3 se presentan los resultados de los posibles géneros bacterianos pertenecientes a 

cada clon.  

Tabla 8-3: Resultados de los géneros bacterianos encontrados  

Número de Clon Resultado 

1 Staphylococcus spp. 

2 Micrococcus spp. 

3 Streptococcus spp. 

4 Sreptococcus spp. 

5 Micrococcus spp. 

6 Pseudomonas spp. 

7 Pseudomonas spp. 
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8 Pseudomonas spp. 

9 Micrococcus spp. 

10 Acinetobacter spp. 

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

3.5.  Pruebas de tolerancia a tensioactivos  

Los resultados derivados de la evaluación de tolerancia hacia los tensioactivos, presentaron 

rangos diferentes de crecimiento en su diámetro, los cuales mostraron tendencias en su 

crecimiento.  

3.5.1. Evaluación de la tolerancia de los clones aislados en presencia del Amonio cuaternario  

Los diámetros de crecimiento de los clones bacterianos sembrados en el medio suplementado con 

amonio cuaternario y diferentes temperaturas, presentaron un efecto en los clones como se 

muestra en los gráficos 6-3 y 7-3.  

 

Gráfico 6-3: Efecto del amonio cuaternario y la temperatura de 17°C en el crecimiento bacteriano  
Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

 

Gráfico 7-3: Efecto del amonio cuaternario y la temperatura de 35°C en el crecimiento bacteriano  
Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 
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El amonio cuaternario mostró un marcado efecto tóxico sobre los clones. En el Gráfico 6-3 se 

observa una mayor tolerancia en el clon 1 soportando una concentración del 50% de AC, los 

clones 2, 3, 8 y 10 solo llegaron a un concentración del 30%; a diferencia de los clones a 35º C 

(Gráfico 7-3), donde el clon 4 creció hasta la concentración del 50%, y el clon 1 soportó una 

concentración del 30%, mientras que el clon 8 no superó la primera concentración; y los demás 

clones han sido inhibidos en su crecimiento; pues este tensioactivo se adhiere fácilmente por su 

carga positiva a la superficie de las bacterias con carga negativa, incrementando la permeabilidad 

de la membrana con la consecuente pérdida de los componentes citoplasmáticos (McDonnell 2009). 

Los resultados se pueden contrastar con los obtenidos en el estudio realizado por Sidhu, Sørum y 

Holck (2002) donde se determinó la resistencia al amonio cuaternario, encontrando apenas 16 

cepas resistentes a un bajo nivel de exposición, encontradas entre 1325 aislamientos.  

3.5.2. Evaluación de la tolerancia de los clones aislados en presencia de la Dietanolamina 

(Comperlan)  

Los resultados obtenidos del crecimiento de clones aislados, muestran que los clones 

seleccionados presentan una alta tolerancia al tensioactivo frente a una temperatura ambiente de 

17°C, al contrario de la presentada a 35°C como se muestra a continuación en los Gráficos 8-3 y 

9-3:  

 

Gráfico 8-3: Efecto de la Dietanolamina y la temperatura de 17°C en el crecimiento bacteriano  
Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 
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Gráfico 9-3: Efecto de la Dietanolamina y la temperatura de 35°C en el crecimiento bacteriano  
Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

En el Gráfico 8-3 se observa el crecimiento de 7 clones, los cuales llegaron a crecer hasta el 100% 

de concentración de la Dietanolamina, obteniendo diámetros de crecimiento mayores como los 

presentados en los clones 1 y 3, cada una de las colonias se han desarrollado de forma variada, 

desde una forma descendente, ascendente o llegando a mantenerse de forma lineal; al contrario 

de los clones a 35ºC, cuyo crecimiento es descendente y solo 5 clones presenta crecimiento, dentro 

de estos solo el clon 3 soporta el 100% de concentración de la Dietanolamina. Los clones que no 

han crecido fueron evidentemente influenciados por la temperatura y la Dietanolamina, 

provocando que los clones 8 y 2 no se desarrollen. Estos resultados positivos se cotejaron con los 

obtenidos por Gannon, Adams y Bennett, en cuento a la degradación microbiana de la 

dietanolamina usando una bacteria aislada de un fluido industrial y una población de aguas 

residuales; demostrando que la degradación microbiana de este componente es efectiva, además 

que es adecuado el uso de bacterias que han estado en contacto con tensioactivos para su 

degradación.  

3.5.3. Evaluación de la tolerancia de los clones aislados en presencia del Lauril sulfato de 

Sodio (Texapon)  

La evaluación del efecto del tensioactivo nonil fenol etoxilato sobre los clones aislados, mostró 

un comportamiento variable como se reflejan en los Gráficos 10-3 y 11-3 

 

0

5

10

15

Clon 1 Clon 2 Clon 3 Clon 4 Clon 6

D
iá

m
et

ro
 (

m
m

) 

Concentracion del la Dietanolamina (Comperlan)

10% 30% 50% 70% 90% 100%



 

34 

 

 

Gráfico 10-3: Efecto del Lauril sulfato de Sodio y la temperatura de 17°C en el crecimiento 

bacteriano  
Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

 

Gráfico 11-3: Efecto del Lauril Sulfato de Sodio (Texapon) y la temperatura de 35°C en el 

crecimiento bacteriano 
Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

En el Gráfico 10-3 se observa, el crecimiento de 7 clones que soportaron hasta el 100% de  

concentración de texapon, con diámetros favorables en los clones 1 y 3, y un bajo crecimiento en 

el clon 10. Los clones desarrollados a 35ºC fueron apenas 4 clones, los clones 6, 8 y 10 fueron 

inhibidos por la temperatura, parámetro que solo llegó a permitir el desarrollo de 3 clones al 100% 

de concentración de texapon. El crecimiento de los clones fue variado pues no llegaron a 

manifestar alguna tendencia. La biodegradabilidad presente a este tensioactivo aniónico y los 

diámetros presentados de los clones indican la facilidad de los microorganismos para tolerar las 

concentraciones del tensioactivo en prueba, estos resultados se puede comparar con los 

encontrados por Herrera (2017) donde la biodegradabilidad final del tensioactivo aniónico es casi 
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al 100%, además de su ascenso exponencial, una biodegradación uniforme y un sistema estable 

demuestran la facilidad de los microorganismos para biodegradar el LSS.  

3.5.4. Evaluación de la tolerancia de los clones aislados en presencia del Nonil fenol etoxilato 

10 moles 

 

Gráfico 12-3: Efecto del nonil fenol y la temperatura de 17°C en el crecimiento bacteriano  

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

 

Gráfico 13-3: Efecto del Nonil Fenol etoxilato 10 moles y la temperatura de 35°C en el 

crecimiento bacteriano 
Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

En el Gráfico 12-3, se observa que 8 clones presentaron crecimiento, de los cuales 8 soportaron 

hasta una concentración del 100% de Nonil Fenol, el clon 7 con 3 concentraciones, lo opuesto al 

clon 10 que solo soportó la concentración del 50% de NF. 
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En el Gráfico 13-3, se muestra la presencia de 5 clones, 4 clones se desarrollaron hasta la 

concentración del 100% de NF, y el clon 6 hasta una concentración del 50%; el desarrollo de 

clones no siguió ninguna tendencia en común, pues cada colonia se desarrolló de forma variable. 

Los resultados obtenidos en el crecimiento de las bacterias en este medio, se deben por su 

composición orgánica del tensioactivo, cuya estructura ha permitido el desarrollo de los clones. 

Estos resultados se puede cotejar con el estudio realizado por Sun et al. (2014) mediante el empleo 

del alga Chlorella vulgaris obteniendo un 95.7% de degradación; el resto de permanencia en la 

fase acuosa con el 1.1% y en las células del alga con un 3.2%, logrando una degradación del NF 

de forma eficiente  

3.5.5. Evaluación comparativa del crecimiento de los clones bacterianos; en los medios 

suplementados y el medio PCA (sin presión selectiva) 

Tabla 9-3: Diámetros máximos obtenidos en los medios suplementados con tensioactivos 

- : No hay crecimiento  
Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

En la Tabla 9-3 se observa que los clones con mayor tolerancia son los clones 1, 2, 3 y 4, mientras 

que los clones 5 y 7 no presentaron ningún crecimiento frente a los diferentes tensioactivos y a 

las dos temperaturas.  

Temp. 
# 

Clon 

PCA 

(SPS) 

AC DAE LSS NF 

Diámetro 

(mm) 

Concent. 

(%) 

Diámetro 

(mm) 

Concent. 

(%) 

Diámetro 

(mm) 

Concent. 

(%) 

Diámetro 

(mm) 

Concent. 

(%) 

17°C 

1 12 1 10 11 10 13 30 12 10 

2 18 1 50 6 90 7 100 8 100 

3 5 1 50 10 10 13 50 12 10 

4 2 - - 6 10 9 10 8 50 

5 5 - - - - - - - - 

6 6 - - 7 10 8 30 7 70 

7 2 - - - - - - -  

8 3 1 10 8 10 6 30 11 10 

9 3 - - - - - - 4 30 

10 3 1 10 5 50 5 10 2 10 

TOTAL 5 50 7 90 7 100 8 100 

35º C 

1 15 1 10 7 10 5 30 9 30 

2 13 - - 10 30 7 70 9 30 

3 4 - - 16 10 3 70 15 100 

4 2 1 10 3 30 2 30 5 50 

5 3 - - - - - - - - 

6 13 - - 1 10 - - 2 10 

7 5 - - - - - - - - 

8 3 1 10 - - - - - - 

9 3 - - - - - - - - 

10 7 - - - - - - - - 

TOTAL 3 10 5 30 4 70 5 100 



 

37 

 

El medio suplementado con amonio cuaternario es el que presenta mayor inhibición en el 

crecimiento, por lo cual se ha obtenido diámetros de crecimiento que no sobrepasan un milímetro, 

además que los clones que presentaron crecimiento lo hacen en concentraciones bajas de AC. 

Tras la acción de la dietanolamina (DEA), el lauril sulfato de sodio y el nonil fenol, se puede 

destacar que los diámetros de crecimiento registrados se asemejaron a los presentados en el medio 

PCA e incluso llegaron a ser superiores; con el total de colonias desarrolladas en los medios 

suplementados, se determinó que, el nonil fenol es el menos perjudicial para los clones 

bacterianos, pues registra el crecimiento de 8 clones a temperatura ambiente y un total de 5 clones 

a 35°C; en cuanto a diámetros, el lauril sulfato de sodio registró diámetros mayores a los obtenidos 

en los medios suplementados; las concentraciones en que sean han desarrollado los clones han 

sido altas, como la obtenida en la DAE a un 90 %, y en un 100% los tensioactivos LSS y el NF. 

La temperatura también fue un factor que influyó en el crecimiento los clones haciendo que no se 

inhiba su desarrollo; o su diámetro de crecimiento se reduzca o aumente. Los clones sembrados a 

17ºC presentaron mayor crecimiento, mientras que a 35ºC se desarrollaron un menor número de 

colonias, ya que su hábitat natural se encuentra a una temperatura promedio de 17°C 

clasificándolas dentro de los microorganismos psicrófilos facultativos, los cuales se desarrollan a 

una temperatura máxima de 20°C. En el caso de la evaluación de clones desarrollados a 35°C se 

trabajó con esta temperatura debido a que se quería comprobar si existen microorganismos 

mesófilos asociados a temperaturas mayores 20°C y evaluar la influencia de la temperatura en la 

eficiencia de degradación de los tensioactivos, por lo que se determinó que la alta temperatura 

influyó en el descenso de la tasa de crecimiento, ya que una temperatura máxima se produce una 

desnaturalización e inactivación de proteínas enzimáticas, el colapsamiento de la 

membrana citoplásmica y a veces lisis de la bacteria (Yáñez 2013), consecuencias que no 

permiten el desarrollo bacteriano. Mientras que las colonias sembradas a 35°C reducen su 

crecimiento a la mitad esto coinciden con el estudio desarrollado por Macas y Tipantasig 2019, 

pp. 35, evidenciando la influencia de la alta temperatura, pues el crecimiento de bacterias a 16°C 

es el doble a los sembrados a 35°C. Estos resultados también se pueden contrastar con los posibles 

géneros encontrados en esta investigación, donde su temperatura de crecimiento es versátil 

teniendo así a los géneros: Staphylococcus con una temperatura mínima de 6,5º C y máxima de 

46º C; en el género Micrococcus con una temperatura óptima de 10ºC, y una temperatura mínima 

de -4ºC y máxima de 24ºC (Prescott 2004, pp. 134),  el género Streptococcus con un crecimiento 

óptimo a los 37°C, y una temperatura mínima de 10º C y máxima de 45º C (Basualdo 2018, pp. 2), el 

género Pseudomonas soportan una temperatura máxima de 40º C y mínima de 4º C con un rango 

óptimo de temperatura de 25 y 30º C (Prescott 2004, pp. 134), el género Acinetobacter posee una 

temperatura de crecimiento 20 a 44ºC, y su temperatura óptima es de 30-35ºC (Salazar, y Nieves 

2005, pp. 2).  
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3.5.6. Evaluación de la capacidad de tolerancia de los clones aislados ante los tensioactivos  

A través del crecimiento de los clones se determinó el porcentaje de tolerancia, resultados que se 

detallan a continuación en la Tabla10-3.   

Tabla 10-3: Porcentajes de tolerancia de los clones hacia la presencia de tensioactivos  

Temperatura 
AC DAE LSS NF 

Tolerancia  (%) 

17°C 2 58 56 62 

35ºC 1,06 27,45 22,55 29,41 

Promedio  1,53 42,73 39,28 45,71 

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 

La tabla 10-3 muestra los porcentajes de tolerancia de los clones ante los tensioactivos, logrando 

el amonio cuaternario tener un bajo porcentaje de tolerancia; los resultados obtenidos a 17°C 

reflejaron una mejor respuesta con el 58% en la dietanolamina, 56% en lauril sulfato de sodio y 

en el nonil fenol un 62% de tolerancia; al contrario de los porcentajes reflejados a 35°C, los cuales 

llegaron a ser menores siendo estos 27.45% dietanolamina (comperlan), 22.45% en lauril sulfato 

de sodio y en el nonil fenol un 29.41% de tolerancia 

En el gráfico 14-3 se observa el diagrama de cajas que fue utilizado para presentar los efectos de 

los tensioactivos sobre los clones bacterianos aislados.  

 

Gráfico 14-3: Diagrama de cajas de la tolerancia de los clones a los tensioactivos 

Realizado por: Juntamay Lilian, 2020 
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En el diagrama de cajas se puede observar que los clones bacterianos tienen mayor tolerancia al 

tensioactivo nonil fenol etoxilato con el 45.71%, mientras que ante el tensioactivo dietanolamina 

se produce el 42.73% de resistencia, seguida por el lauril sulfato de sodio con un 39.28%, por 

último el amonio cuaternario con el 1.53% de tolerancia.  

A través de los resultados, se puede decir que existe la capacidad de tolerancia de los clones 

bacterianos hacia la presencia de los tensioactivos, los cuales han producido diferentes efectos 

sobre los clones, en este caso el NF produce mayor tolerancia por parte de los clones y el AC es 

el que produce menor tolerancia.  

En base a los niveles de tolerancia ante los tensioactivos, se puede deducir que el amonio 

cuaternario es un tensioactivo catiónico altamente tóxico y de alta acción, también considerado 

un biocida, esto se atribuye a las cadenas de cloruros como el cloruro de benzalconio y el cloruro 

de alquil dimetil bencil amonio (McKeen 2012, pp. 30), habitualmente considerados como 

desinfectantes a concentraciones de 0.25% a 1.6% (Vallejos 2009, pp. 21). Su mecanismo de acción 

principal se da mediante la adsorción y penetración de amonio cuaternario en la pared celular, 

seguida de una reacción y desorganización en la membrana citoplásmica; permitiendo la fuga de 

material intracelular de menor peso, la degradación de proteínas y ácidos nucleicos, y lisis de la 

pared celular (Gerba 2015). Por lo cual el amonio cuaternario inhibe casi en su totalidad los clones 

sembrados, siendo incapaces de desarrollarse ante la presencia del compuesto.  

Los tensioactivos no iónicos como la Dietanolamina (Comperlan) y Nonil fenol etoxilato 10 

moles poseen una baja toxicidad en comparación con los tensioactivos catiónicos y aniónicos. 

(Ríos 2014, pp. 55), razones por las que los clones aislados se desarrollan a altas concentraciones. La 

Dietanolamina (Comperlan) se encuentra en la formulación  de cosméticos y champús, de fácil 

degradación ante el calor, la luz y el aire, provocando una oxidación (Lastra 2016). De acuerdo a 

Williams y Callely la dietanolamina es usada como fuente de carbono y energía, degradándose 

en etanolamina y glicolaldehído, la etanolamina, se acumuló durante las primeras etapas de 

crecimiento bacteriano y luego desaparece progresivamente en forma de acetilo, el género 

Pseudomonas spp se destaca por cumplir esta degradación; además sugieren un sistema 

responsable de una aclimatación de las células a este compuesto para que sean potencialmente 

biodegradables. El Nonil fenol etoxilato de 10 moles es frecuentemente usado en formulaciones 

de detergentes y en la industria textil (PRTR España 2019), por su solubilidad en el agua, el cual 

aumenta conforme se incrementa su número de etoxilados, es decir, el nonil fenol etoxilado 10 

moles es más soluble que el nonil fenol etoxilado 6 moles; su toxicidad se ve incrementada al 

disminuir la longitud de la cadena etoxiladas. (Ríos 2014, pp. 55). En cuanto a la degradación no 

existe una ruta específica, por lo cual Bai et al. plantea una hipótesis de la vía de degradación que 

se inicia mediante la oxidación del anillo de benceno, seguida de una biodegradación de la cadena 

https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/benzene
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lateral, encontrando mejores resultados en condiciones aerobias, y propone candidatos 

prometedores para la biorremediación de NF entre estos se encuentran los géneros Sphingomonas 

spp, y Pseudomonas spp.  

El tensioactivo aniónico Lauril sulfato de Sodio (Texapon), al ser de cadena lineal tiene mayor 

biodegradabilidad que los tensioactivos aniónicos de cadena ramificada (Ríos 2014, pp. 55), su 

biodegradación se beneficiada por condiciones aeróbicas y anaeróbicas, la ruta de biodegradación 

ocurre a través una hidrolisis en el enlace éster formando alcoholes grasos que se oxidan en ácidos 

grasos, degradándose por β-oxidación y mineralizándose por completo e incorporándose a la 

biomasa, los subproductos formados son benignos para el medio ambiente, permitiendo así 

confirmar que LSS es un surfactante aceptable para su uso desde aspectos toxicológicas y de 

sostenibilidad con el ambiente (Bondi et al. 2015)  Ibrahim, Zahran y Youssef proponen el uso de 

consorcios bacterianos como los géneros Pseudomonas spp, Enterobacter spp y Bacillus spp pues 

han demostrado un alta eficiencia en la degradación del Lauril Sulfato de Sodio.  

La tolerancia hacia los tensioactivos ha sido favorecida por el permanente contacto de las aguas 

residuales con estos compuestos permitiendo que se desarrolle una capacidad de resistencia, esto 

se contrasta con Hegstad et al., demostrando que al mantenerse una exposición a un compuesto,  

se puede promover la selección de nuevos elementos genéticos que ayudarán a la propagación de 

la resistencia entre bacterias. 
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CONCLUSIONES 

 

El afluente registró una temperatura media de 17.2°C y un pH de 8.14, mientras que el efluente 

presentó una temperatura media de 17.3°C y un pH de 7.67; concluyendo que en la PTAR Villa 

La Unión se desarrollan microorganismos psicrófilos facultativos y cumple con los rangos 

permisibles de la normativa ambiental.  

Se seleccionaron un total de 10 clones bacterianos de acuerdo a la caracterización macro y 

microscópica, obteniéndose un 60 % de clones Gram positivos de morfología cocos, 40% de 

bacterias Gram negativas, 30% de bacilos y 10% de cocos; estos datos junto con los resultados 

de las pruebas bioquímicas permitieron la presunción de los posibles géneros bacterianos: 

Staphylococcus,  Streptococcus, Micrococcus, Pseudomonas y Acinetobacter 

La evaluación de la tolerancia a tensioactivos demostró que las cepas bacterias poseen una baja 

resistencia al amonio cuaternario (1.53%), observándose un marcado efecto tóxico en el 

crecimiento de los clones; por el contrario, se evidenciaron resultados favorables con respecto a 

los demás tensioactivos al observarse una mayor tolerancia por parte de los clones bacterianos: 

39.2% de tolerancia hacia el tensioactivo lauril sulfato de sodio, 42.73% de tolerancia frente al  

tensioactivo dietanolamina, y 45.71% de tolerancia al nonil fenol etoxilato de 10 moles.  
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RECOMENDACIONES 

Adoptar todas las medidas de seguridad e higiene para evitar algún riesgo de contagio, pues se 

desconoce la capacidad patógena que poseen las muestras.  

Se recomienda la secuenciación del material genético para la obtención de resultados precisos, 

con el fin de obtener el género y especie, además de parámetros exclusivos que permitan potenciar 

el crecimiento de los microorganismos.  

Realizar un nuevo estudio de los microorganismos tolerantes a otros contaminantes de la PTAR, 

con el fin de ser usados en procesos de biorremediación.  
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ANEXOS 

 

ANEXO A: Análisis del Agua de la Planta de Tratamiento de Aguas Residuales Villa La 

Unión, Cantón Colta 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

ANEXO B: Evaluación del crecimiento de los clones en el afluente   

 

ANEXO C: Evaluación del crecimiento de los clones en el efluente   

 

 

          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Día Dilución Repetición 

17°C 
Total 

UFC/ml 

35°C Total 

UFC/ml  Tiempo (H) Tiempo (H)  

48 72 48 72 

Lunes 

 

10-3 

R1 223 249 

2.3x106 

184 205 1,81x106  

R2 218 233 146 172 

R3 187 221 133 165 

10-4 

R1 40 46 

4.3x106 

16 27 2.6x106 

R2 37 41 14 25 

R3 38 42 20 26 

Martes 

 

 

 

 

 

10-3 

R1 239 254 

2.42x106 

146 159 1.63x106  

R2 223 230 145 178 

R3 337 242 135 153 

10-4 

R1 37 50 

4.77x106 

23 26  2.7x106 

R2 36 46 12 28 

R3 38 47 19 27 

Miércoles 

 

 

 

10-3 

R1 237 251 

2.55x106 

163 184  1.75x106 

R2 246 260 151 170 

R3 237 253 157 171 

10-4 

R1 42 51 

4.87x106 

18 38 3.2x106  

R2 39 43 20 33 

R3 43 52 17 25 

 
 

Jueves 

 

 
 

10-3 

R1 265 286 

2.54x106 

150 171 1.64x106  

R2 221 237 139 168 

R3 229 240 128 152 

10-4 

R1 33 43 

3.93x106 

15 22 2.5x106  

R2 27 36 14 23 

R3 30 39 17 30 

Viernes 

10-3 

R1 262 247 

2.58x106 

167 191 1,7x106 

R2 222 241 136 148 

R3 262 286 149 170 

10-4 

R1 34 37 

3.87x106 

26 31 2.9x106 

R2 31 36 21 34 

R3 37 43 16 22 

Día Repetición 17°C Total 

UFC/ml 

35°C Total 

UFC/ml  Tiempo (H) Tiempo (H) 

48 72 48 72 

Lunes R1 255 267 2.69x105 181 221 2.26x105 

R2 248 263 192 232 

R3 253 278 178 225 

Martes R1 241 253 2.66x105 180 223 2.20x105 

R2 267 277 191 223 

R3 254 267 177 214 

Miércoles R1 248 259 2.56x105 186 225 2.33x105 

R2 248 262 176 218 

R3 234 246 193 234 

Jueves R1 248 259 2.66x105 189 218 2.21x105 

R2 244 260 188 226 

R3 270 280 170 220 

Viernes  R1 265 269 2.55x105 189 234 2.31x105 

R2 244 251 190 226 

R3 240 246 184 232 



 

 

 

ANEXO D: Evaluación de tolerancia hacia el Amonio cuaternario 

Temperatura 

Clon 

Concentraciones 

17°C 

10% 30% 50% 70% 90% 100% 

Diámetros (mm) 

Clon 1 1,33 1 1 0,33 0 0 

Clon 2 0,33 0,33 1 0,67 0 0 

Clon 3 0,33 0,67 1,33 1,00 0,67 0,33 

Clon 8 1,33 0,33 0 0 0 0 

Clon 10 1,67 0,33 0 0 0 0 

35°C 

Clon1 1 0,33 0 0 0 0 

Clon 4 1,33 1 0,67 0 0 0 

Clon 10 1 0 0 0 0 0 

 

ANEXO E: Evaluación de tolerancia hacia la Dietanolamina 

Temperatura 

Clon 

Concentraciones 

17°C 

10% 30% 50% 70% 90% 100% 

Diámetros (mm) 

Clon 1 11 9 9 7 8 9 

Clon 2 6 6 5 5 6 5 

Clon 3 10 8 8 7 9 8 

Clon 4 6 5 4 4 4 4 

Clon 6 7 5 6 5 6 6 

Clon 8 8 6 6 6 5 5 

Clon 10 4 3 3 5 4 4 

35°C 

Clon 1 7 6 6 4 4 4 

Clon 2 10 10 9 7 7 5 

Clon 3 16 15 13 13 11 10 

Clon 4 3 3 2 1 0 0 

Clon 6 1 0 0 0 0 0 

 

ANEXO F: Evaluación de tolerancia hacia el Lauril Sulfato de Sodio (Texapon) 

Temperatura Clon 

Concentraciones 

10% 30% 50% 70% 90% 100% 

Diámetros (mm) 

17°C 

Clon 1 10 13 7 7 6 6 

Clon 2 5 6 6 7 7 7 

Clon 3 9 13 13 12 12 11 

Clon 4 9 8 6 6 7 7 

Clon 6 8 8 6 6 7 7 

Clon 8 6 6 5 5 5 5 

Clon 10 5 4 4 4 4 4 

35°C 

Clon 1 3 5 4 4 4 4 

Clon 2 6 7 7 7 6 6 

Clon 3 7 10 7 10 8 4 

Clon 4 2 2 1 0 0 0 

 

 

 



 

 

 

ANEXO G: Evaluación de tolerancia hacia el Nonil Fenol Etoxilato 10 moles  

Temperatura Clon 

Concentraciones 

10% 30% 50% 70% 90% 100% 

Diámetros (mm) 

17°C 

Clon 1 12 11 11 8 8 7 

Clon 2 6 7 7 7 8 8 

Clon 3 12 10 9 10 8 7 

Clon 4 6 6 8 7 6 6 

Clon 6 7 7 7 7 6 6 

Clon 8 11 9 8 5 5 5 

Clon 9 4 4 3 3 3 3 

Clon 10 2 1 1 0 0 0 

35°C 

Clon 1 7 9 6 5 4 4 

Clon 2 9 9 7 7 8 7 

Clon 3 10 9 7 10 15 15 

Clon 4 2 4 5 3 2 1 

Clon 6 2 1 0 0 0  0 

 

 

 

 

 



 

 

 

ANEXO H: Recolección de muestras y medición de temperatura y pH 

 

 

 

 

 

 

NOTAS CATEGORIA DEL DIAGRAMA: 
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CHIMBORAZO 

FACULTAD DE CIENCIAS 

CARRERA INGENIERÍA EN BIOTECNOLOGÍA 

AMBIENTAL 

 

Elaborado por: 

Lilian Elizabeth Juntamay Tenezaca 

Recolección de muestras y medición de 

temperatura y pH 

a. Sitio 1: Afluente de la PTAR 

b. Sitio 2: Efluente de la PTAR 

c. Medición de temperatura y pH 

 

 

 Aprobado 

 Certificado 

 Información 

 Preliminar 

 Por aprobar 

 Por calificar 

LAMINA ESCALA FECHA 

1 1:1 25/11/2019 

a.  b.  c.  



 

 

 

ANEXO I: Siembra de las muestras de agua residual  

 

 

 

 

 

 

NOTAS CATEGORIA DEL DIAGRAMA: 
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Lilian Elizabeth Juntamay Tenezaca 

Recolección de muestras y medición de 

temperatura y pH 

a. Medio de cultivo  PCA  

b. Distribución de medio de cultivo Cajas Petri  

c. Diluciones de las muestras de agua residual  

d. Incubación a  35º C 

 

 Aprobado 

 Certificado 

 Información 

 Preliminar 

 Por aprobar 

 Por calificar 

LAMINA ESCALA FECHA 

2 1:1 29/11/2019 

c.  b. a.  d. 
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ANEXO J: Crecimiento bacteriano y conteo de colonias  
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Recolección de muestras y medición de 

temperatura y pH 

a. Crecimiento de las diluciones 10-1 hasta 10-6 del afluente 

b. Crecimiento de las diluciones 10-1 hasta 10-5 del efluente 

c. Uso del contador de colonias 

d. Resultado del conteo 

 Aprobado 

 Certificado 

 Información 

 Preliminar 

 Por aprobar 

 Por calificar 

LAMINA ESCALA FECHA 

3 1:1 02/12/2019 

c.  b. a.  
d.  



 

 

 

ANEXO K: Aislamiento de clones bacterianos  
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Recolección de muestras y medición de 

temperatura y pH 

a. Aislamiento de clones bacterianos caja 2  

b. Aislamiento de clones bacterianos caja 3  

c. Aislamiento de clones bacterianos y repliques con un total 

de 8 cajas  

 

 

 Aprobado 

 Certificado 

 Información 

 Preliminar 

 Por aprobar 

 Por calificar 

LAMINA ESCALA FECHA 

4 1:1 07/12/2019 

c.  b. a. 



 

 

 

ANEXO L: Aislamiento por agotamiento de las colonias 1 al 5  
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Recolección de muestras y medición de 

temperatura y pH 

a. Colonia 1 

b. Colonia 2 

c. Colonia 3 

d. Colonia 4  

e. Colonia 5  

 Aprobado 

 Certificado 

 Información 

 Preliminar 

 Por aprobar 

 Por calificar 

LAMINA ESCALA FECHA 

5 1:1 22/01/2020 

c.  b. a.  

e.  d.  



 

 

 

ANEXO M: Aislamiento por agotamiento de las colonias 6 al 10  
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Recolección de muestras y medición de 

temperatura y pH 

a. Colonia 6 

b. Colonia 7 

c. Colonia 8 

d. Colonia 9  

e. Colonia 10  

f. Colonias del 1 al 10 

 Aprobado 

 Certificado 

 Información 

 Preliminar 

 Por aprobar 

 Por calificar 

LAMINA ESCALA FECHA 

6 1:1 22/01/2020 

c.  b. a.  

d.  
f.  e.  



 

 

 

ANEXO N: Tinción Gram   
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Recolección de muestras y medición de 

temperatura y pH 

a. Gram negativo cocos 

b. Gram positivos cocos 

c. Gram negativos bacilos 

 

 Aprobado 

 Certificado 

 Información 

 Preliminar   

 Por aprobar 

 Por calificar 

LAMINA ESCALA FECHA 

7 1:1 24/01/2020 

c.  a.  b.  



 

 

 

ANEXO O: Pruebas bioquímicas  
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Recolección de muestras y medición de 

temperatura y pH 

a. Preparación de medios para las pruebas bioquímicas 

b. Medios de cultivo ureasa, citrato y MacConkey 

c. Prueba catalasa positivo 

d. Prueba oxidas positivo (azul),  negativo (incoloro) 

e. Prueba ureasa positivos (rosado),  negativos (amarillo) 

f. Prueba de MacConkey positivo (rosado), negativo (rojo) 

 Aprobado 

 Certificado 

 Información 

 Preliminar 

 Por aprobar 

 Por calificar 

LAMINA ESCALA FECHA 

8 1:1 23/01/2020 

d.  

g.  

c.  b.  a.  

e.  f.  



 

 

 

ANEXO P: Evaluación de tolerancia a los tensioactivos  
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ESCUELA SUPERIOR POLITÉCNICA DE 

CHIMBORAZO 

FACULTAD DE CIENCIAS 
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Elaborado por: 

Lilian Elizabeth Juntamay Tenezaca 

Recolección de muestras y medición de 

temperatura y pH 

a. Preparación de medios de cultivo suplementados con 

tensioactivos  

b. Evaluación de tolerancia al Amonio Cuaternario  

c. Evaluación de tolerancia a la Dietanolamina 

d. Evaluación de la tolerancia al Lauril Sulfato de Sodio 

e. Evaluación de tolerancia de Nonil Fenol 10 moles  

 Aprobado 

 Certificado 

 Información 

 Preliminar   

 Por aprobar 

 Por calificar 

LAMINA ESCALA FECHA 

9 1:1 14/02/2020 

a.  

d.  e.  

c.  b.  
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