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RESUMEN

Hoy en dia es una necesidad la busqueda de nuevos métodos para la remocién de metales
pesados contaminantes, siendo los microorganismos una alternativa para la biorremediacion
de una manera sustentable y sostenible con el ambiente, el arsénico es un contaminante que
se encuentra tanto en el suelo como el agua e ingresa a las cadenas troficas y genera
bioacumulacion causando problemas a la salud de los seres vivos. En la presente
investigacion se tuvo como principal objetivo determinar la capacidad de remocion de
arsénico por Pseudomonas aeruginosa a diferente tiempo y concentracion, en aguas
contaminadas del rio Grande — Huamachuco. Las muestras de Pseudomonas aeruginosa
fueron obtenidas y aisladas en agar Centrimide, su identificacion se realizo considerando su
comportamiento frente a otros tipos de agar: Agar Mac Conkey y Agar Centrimide. Las
muestras de agua fueron extraidas en material de vidrio previamente esterilizado y guardados
en un recipiente plastico para su conservacion durante el traslado al laboratorio de analisis.
La concentracion bacteriana (UFC) se determind por medio de la técnica de recuento en
placa sobre medio agar Centrimide tras un periodo de incubacién de 24 horas a una
temperatura promedio de 37 + 2°C, realizando diluciones en 10, 10° y 10", Los resultados
muestran mayores porcentajes de remocion de arsénico, en el agua a condiciones naturales,
tras la aplicacion de 3.15 x 10'° UFC, siendo 55.23%, 57.73% y 61.14% tras periodos de 24,
48 y 72 horas respectivamente. Finalmente se determind que la mayor capacidad de
remocién a una concentracion 3.15 x 10*° UFC de Pseudomona aeruginosa logra remover
hasta un 61.14 % de arsénico a condiciones naturales en un periodo de 72 dias y un 95.36 %

en condiciones estériles durante el mismo periodo.

PALABRAS CLAVE: Pseudomona aeruginosa, remocion, arsénico.
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ABSTRACT

Nowadays, it is a necessity the research of new methods for the removal of polluting heavy
metals, being the microorganisms an alternative for bioremediation in a sustainable way with
the environment, arsenic is a polluting agent that is found both in the soil and the water and
enters the trophic chains and generates bioaccumulation, inflicting problems to the health of
the living beings. In the present investigation, the main objective was to determine the
capacity of Pseudomonas aeruginosa to remove arsenic at different periods of time and
concentrations in polluted waters from the river "Rio Grande" - Huamachuco. The samples
of Pseudomonas aeruginosa were obtained and separated on Centrimide agar, their
identification was made considering their reaction against other types of agar: Mac Conkey
Agar and Centrimide Agar. The water samples were extracted in pre-sterilized glasses and
stored in a plastic container for its conservation during the transfer to the analysis laboratory.
The bacterial concentration (CFU) was determined by the plate count technique on
Centrimide agar after an incubation period of 24 hours at an average temperature of 37 + 2
° C, making dilutions of 10°, 10 and 10". The results show higher percentages of arsenic
removal in water at natural conditions after the application of 3.15 x 10'° CFU, being these
percentages 55.23%, 57.73% and 61.14% after periods of 24, 48 and 72 hours respectively.
Finally, it was determined that the highest removal capacity at a 3.15 x 10° CFU
concentration of Pseudomonas aeruginosa is 61.14% of arsenic removal at natural conditions

in a period of 72 days and 95.36% in sterile conditions during the same period of time.

KEY WORDS: Pseudomona aeruginosa, removal, arsenic.



I.  INTRODUCCION

1.1.Realidad Problematica

En el Per(, existen dos ciudades caracterizadas por su produccion minera tal como el Centro
poblado de Quiulacocha en la ciudad de Cerro de Pasco y La Oroya, en la region de Junin.
Para el afio 2016, la ONG Red Muqui determiné como resultado de la investigacion realizada
por el medico ambientalista Fernando Osores que, en ambas ciudades, la poblacion presenta
dafo a su salud por la presencia de arsénico en el organismo, asi como de otros metales

pesados. (Lopez, 2018)

El arsénico esta presente en organismos que tienen caracteristicas organicas e inorganicas
asi como en cuerpos de agua, minerales, suelo, rocas, atmosfera y en formas metiladas (Basu
et al., 2014). Sin embargo, el hombre tiene una responsabilidad grande en el impacto
negativo que ocasiona el arsénico por la actividad y produccién de formas tdxicas a través
de la mineria, uso de pesticidas organicos, uso de combustibles fosiles, herbicidas y otros
productos agricolas, el uso como ingrediente en la preparacion de alimentos para aves de

corral y ganado utilizando arsénico (Shankar et al., 2014).

El arsénico es una de los metaloides mas contaminantes del medio ambiente, su distribucion
se debe a procesos naturales y el problema es su distribucion rapida en el medio. Las
concentraciones de arsénico en valores superiores a los permitidos tanto en el agua como en
el suelo, se han convertido en un problema mundial, debido a que su exposicion permanente

a este elemento puede ocasionar dafios crénicos a la salud.

Como resultado de las actividades humanas, principalmente industriales, surge la
contaminacion del ambiente con metales tdxicos, asi mismo fuentes como la actividad
agricola y la eliminacién de residuos. Estos contaminantes son vertidos a la atmosfera y en
los sistemas acudticos y terrestres como solutos o particulas y pueden alcanzar
concentraciones elevadas, cerca al sitio de descarga. Estos metales ocasionan efectos sobre
el funcionamiento de los ecosistemas haciéndolos variar de manera significativa afectando
el aspecto econdémico y de salud publica, en el Peru existen varios efluentes contaminados

con metales pesados como el arsénico (Ara, 2013).



Ahora es una necesidad la basqueda de nuevos métodos para su remocion, siendo asi los
microorganismos presentan una alternativa para la biorremediacion de una manera

sustentable y amigable con el ambiente.

El arsénico encontrado en sus estados trivalente y pentavalente son mas moviles en el medio;
sin embargo, el arsenito (As ) es el estado mas toxico para los organismos vivos. (Alarcon
etal., 2013)

Las caracteristicas fisicoquimicas y bioldgicas, asi como las bacterias juegan un rol
importante en el estado de oxidacion del arsénico, muchas de ellas tienen la capacidad de
oxidar arsénico (Ill) a arsénico (V), algunas especies bacterianas lo utilizan como un
mecanismo de defensa (Stolz et al., 2010).

Dependiendo de la forma quimica en que se encuentre el arsénico, un compuesto es
considerado toxico para los humanos, se consideran dos grupos de compuestos: organicos e
inorganicos. Los mas tdxicos son compuestos inorganicos del arsénico y se encuentran
principalmente en el agua, donde estan mayormente en forma de pentéxido de arsénico
(As205) o trioxido de arsenico (As203). El efecto toxico del arsénico esta relacionado con el
estado de oxidacion, el estado fisico, la solubilidad, el tamafio de las particulas en el polvo,
la velocidad de absorcion en las células, la capacidad de absorcion o eliminacion, la
solubilidad en el medio biologico. Una variedad de enfermedades por cancer como de
higado, pulmones y piel, asi como a diabetes, se han asociado a la exposicion a compuestos
de arsénico inorgénico (Basu et al., 2014).

En 12 distritos de PerG se recogieron 139 muestras de suministros de agua y se analizaron
las concentraciones de arsénico, encontrandose que un 86% de las muestras de agua
subterranea superd el limite maximo de 10 mg/L de concentracion establecido por la

Organizacién Mundial de la Salud (OMS) para el agua potable. (George, et al., 2014)

La Organizacién Nacional del Agua en un monitoreo a los rios y lagunas de Huamachuco
ha determinado que se encuentran infestados de metales pesados provenientes
principalmente de la mineria formal e informal, especialmente el rio Shisircucho, en las
cercanias donde opera la minera Barrikc Misquichilca y Rio Alto se han encontrado altas

concentraciones de Arsénico.



El objetivo de este trabajo fue determinar la capacidad de remocion de arsénico por
Pseudomonas aeruginosa a diferente tiempo y concentracion, en aguas contaminadas del rio

Grande — Huamachuco.

Se justifica el trabajo porque la contaminacién en las aguas de Huamachuco son causantes
de enfermedades, la mayoria de personas que resultan con estas secuelas son los que trabajan
en actividades mineras y consumen agua de los rios o canales, del mismo modo contaminan
al ecosistema; los suelos los vuelven improductivos, al agua lo convierte no apta para tomarla
y al aire en veneno. La presencia de metales pesados como: el plomo, mercurio, cadmio,

arsénico entre otros, en el ambiente contribuye en aumentar la problematica mencionada.

1.2.Trabajos previos

PELLIZARI, et al. (2014), en su publicacion “Degradacion de arsénico por Pseudomona
aeruginosa para biorremediacion de agua. Estudio preliminar” realizd un estudio para
investigar la resistencia al arsénico en cultivos puros de Pseudomona aeruginosa, aislada en
aguas subterraneas y evaluar la remocidn de este contaminante. Las cepas se cultivaron en
caldo de sales y 1 mgAs/L. se observo la formacion de biofilm. Se concluy6 que la remocién

de arsénico final del experimento fue de 60% en el que se evalud durante 3 meses.

ROSAS et al. (2013), en su publicacion, Impacto del arsénico en el ambiente y su
transformacion por microorganismos, realizo investigaciones para determinar como se
distribuye el arsénico en el medio agricola. Encontr6 arsénico en el agua extraida de pozos
para uso agricola con concentraciones que variaron de 7 a 740 mg/L. Las concentraciones
de arsénico en el suelo estdn en las fracciones del limo y arcilla llegando a 30 mg/g, el
arsénico frecuentemente se encuentra en la fraccion de arcilla mezclada con oxihidroxidos

de hierro y aluminio amorfo.

MONDAL et al. (2010), en su trabajo, “Impacto del arsénico en el ambiente y su
transformacion por microorganismos”, utilizando un reactor de biocolumna, con la bacteria
Ralstonia eutropha MTCC 2487, que pertenece al grupo de las bacterias reductoras, las
cuales se inmovilizaron en carbén activado granular, lo utilizé en el tratamiento de aguas
residuales para acumular el arsénico (I11), logrando retener concentraciones de arsénico (V)
como de arsénico (I11) en cantidades proporcionales. El arsénico removido del agua por bio-
adsorcion, logro una eficiencia del 99%, después de tres dias de operacion, excelente



eficiencia demostrada por este sistema. El problema resaltado por los autores fue la
disposicion final del arsénico acumulado y saturado en el agua de regeneracion de la

columna.

BAG etal., (2010), En su trabajo, “BioDetoxification of arsenic laden ground water through
a packed bed column of a continuous flow reactor using immobilized cells. Soil Sediment
Contaminat”. Aislaron de agua contaminada con arsénico, la bacteria Rhodococcus equi, la
cual fue usada para el tratar arsénico que contaminaba el agua sintética como de agua
naturalmente, el cual fue retenido en una cama de celulosa en un reactor a escala de
laboratorio, obtuvieron una eficiencia méxima de remocidn de arsénico (As203) del 95% de

concentraciones variables entre las 50 a 100 ppb.

GAURI et al, (2011) en su obra, “Removal of arsenic from aqueous solution using pottery
granules coated with cyst of Azotobacter and portland cement”, realizaron estudios en
laboratorio, utilizando granulos de porcelana cubiertos con Azetobacter logrando buena
eficiencia, hicieron comparacién de remocién de arsénico entre lo granulos de cemento que
contenian la bacteria impregnada y los que solo contenian la bacteria. Obtuvieron mayor
rendimiento en la remocién (96%) con los granulos que contenian cemento y bacteria que
los que solo contenian bacteria (65%). Los granulos de cemento actuaron como agente

adsorbente.

TRELLES (2013), en su tesis “Biosorcion de arsénico en medio acuoso empleando
biomasas vegetales inertes”, evidenciaron la capacidad para remover arsénico en medio
acuoso a concentraciones bajas (25 y 1000 pg/l) de ocho especies vegetales analizadas. Las
especies analizadas mostraron capacidad de bioabsorcién variable la cual depende de la
especie, la cantidad de masa de la especie y la concentracion de arsénico presente.

Obtuvieron resultados de remocion variables entre 23.1% hasta 78.9%.

MEZA (2017). En su trabajo de tesis “Estudio de la adsorcion de arsénico presente en
soluciones acuosas empleando materiales adsorbentes a base de quitosano modificado”,
publicado en la Revista de la Sociedad Quimica del Peru, demostré que la adsorcion de
arsenico (I11) es influenciado por el pH y masa del adsorbente; la adsorcion favorable de
arsénico (I11) se obtiene a pH 7, con 30 mg de adsorbente y de arsénico (V) a pH 4 y 20 mg.

La especiacion que sufren los adsorbatos y modificaciones que este factor causa en la carga



superficial de los adsorbentes, explican el efecto del pH, siendo la especiacion el efecto

determinante.

ESTRADA (2016), en su tesis, “Disminucion de arsénico mediante un filtro de diatomita
del agua de afloramiento subterraneo en el campamento Cedro-Pataz”, concluye que el
arsénico del agua obtenida del afloramiento subterraneo en el Campamento Cedro-Pataz. 4,
disminuye significativamente de concentracion, usando un filtro de diatomita a 15 cm de
altura de lecho y granulometria de 70 mesh, a nivel laboratorio. Se concluye ademas que el
ensayo que tuvo estas condiciones, consiguio disminuir hasta 0.00386 ppm de Arsénico,
cumpliendo asi el Limite Maximo Permisible para este pardmetro (0,01 ppm) y de igual
forma, logrando cumplir con los Estdndares Nacionales de Calidad Ambiental para el Agua
(D.S. 015-2015 MINAN).

LINAN (2016), es su articulo, “Remocion de arsénico en agua por raices de cebolla, Allium
cepa, bajo condiciones de laboratorio”, encontré que a los tres dias de exposicion de las
raicillas al metal pesado las unidades que experimentaron una ligera disminucion fueron los
del grupo B y C, con una remocion del 8% y 8,5% respectivamente. La mayor remocion se
determind a los seis dias de exposicion y fue de 67%, que correspondié a la unidad
experimental B con un nivel de concentracion de arsénico de 0,1mg/L. En la unidad
experimental C se encontrd una remocion del 28,5% y en la D la remocion de arsénico fue
la mas baja 4,25%. A los 12 dias de exposicion la remocion casi fue similar a la obtenida a

los seis dias de exposicién al metal pesado.

1.3.Teorias relacionadas al tema

1.3.1. Arsénico
El arsénico (As) es un elemento natural encontrado en la corteza terrestre,
distribuido en aire, agua y suelo; siendo en su forma inorganica més perjudicial.
(OMS, 2018)

El arsénico esta considerado como una amenaza considerable para la salud
publica, en su mayoria encontrado en aguas subterraneas. Las principales fuentes

de contaminacion con arsénico son por el consumo de aguas contaminadas por



1.3.2.

1.3.3.

este metal, cultivos regados con aguas contaminadas y alimentos preparados con
dichas aguas.

Se presenta en la naturaleza es su forma reducida como arsenito (Arsénico IlI)
siendo el més abundante y mas toxico, muy soluble en agua, en su forma oxidada
como arseniato (Arsénico V), menos toxico y poco soluble en agua o como
metaloide (Arsenico 0). (Stolz, et al., 2010)

Toxicidad de las especies de Arsenico

El arsénico (As) es esenciales para el crecimiento y el metabolismo, se requiere
en pequefias cantidades en el organismo, en concentraciones elevadas es toxico.
De acuerdo a su presentacion quimica el arsénico es toxico para los seres
humanos, existen dos grupos de compuestos: inorganicos y organicos. Son mas
toxicos los compuestos inorganicos y se encuentran contaminando las aguas, en
el cual se presentan principalmente en forma triéxido de arsénico (As.03) 0

pentdxido de arsénico (As20s). (Krumova et al., 2008).

El Arsénico en el medio ambiente

El arsénico generalmente se encuentra dispersado en el agua, aire y el suelo
mediante las aguas de escorrentia, tormentas de polvo y por su facil dispersion
estd muy extendida (Gillispie et al., 2015). Cuando se presenta en forma natural
por razones geoldgicas, las aguas subterraneas pueden contener elevados niveles
de concentracion, como es el caso de Bangladesh, India, China, Taiwan,
Mongolia, Chile, Argentina, México y numerosos lugares de Estados Unidos de
Norteamérica (OMS, 2018)

Los seres humanos producen contaminacion de arsénico cuando queman carbéon
mineral, en los procesos industriales de fundicion de metales, durante la
extraccion minera en la liberacidn del arsénico de los minerales y recientemente
la industria de semiconductores. La humanidad se encuentra amenazada por la
contaminacion con arsenico, sobre todo la contaminacion del agua, el arsénico
tiene facilidad de incorporarse en la cadena alimenticia favoreciendo su

distribucion y difusion en el reino vegetal y animal (Krumova et al., 2008).



1.3.4. Procesos de remocion de Arsénico

Remocion Quimica.- La remocion de arsénico del agua se realiza por los
diversos tratamientos que existen, como los metodos quimicos se realizan
mediante la oxidacién que transforma el arsénico (I11) muy soluble en agua a
arsenico (V) de poca solubilidad en agua, el arsenico (I1l) presenta una carga
eléctrica neutra a pH de 4 a 10 mientras que el arsénico (V) presenta carga un
comportamiento eléctrico negativo y puede reaccionar formando compuestos

insolubles en agua, lo cual hace mas eficiente su remocion.

Por técnicas convencionales se puede retirar el arsénico del agua, aprovechando
las propiedades fisico-quimicas a nivel de la superficie incluyendo: filtracion,
6smosis inversa, adsorcion, intercambio idnico y sedimentacion precipitacion
coprecipitacion, coagulacion. Elegir un tratamiento exige considerar su
eficiencia, costos, tamafio de poblacion beneficiaria, condiciones de mercado,
entre otros (Basu et al., 2014).

La oxidacion de arsenico (I11) a arsénico (V) casi siempre se realiza utilizando
oxigeno, ozono, hipoclorito, cloro, permanganato, peréxido de hidrdgeno y
radiacion UV; también, se pueden formar subproductos perjudiciales por estos
procesos quimicos, los cuales son dificiles de remover del agua. Una alternativa
es la oxidacion bioldgica, por su alta resistencia y tolerancia que presentan los
microorganismos y a la capacidad que presentan para transformar las formas
inorgénicas del arsénico. La oxidacion microbiana representa una buena opcién
por la eliminacién de contaminacion secundaria que puede ayudar en la

conservacion del medio ambiente (Basu et al., 2014).

Degradacion enzimatica.- En los lugares contaminados las sustancias nocivas
son degradadas utilizando enzimas. La biotecnologia aplicada es utilizada por
décadas, comparfiias biotecnolégicas ofrecen bacterias modificadas
genéticamente que producen enzimas de degradacion que se encuentran en el

mercado.



Remediacion microbiana.- Consiste en el uso de microorganismos

directamente en las areas contaminadas, estos microorganismos deben ser

inoculados, o ya existir en el lugar o traidos de otros ecosistemas y para acelerar

el proceso se les administra nutrientes.

El desarrollo tecnolégico de la biorremediacion se esta avanzando en el

mejoramiento de estos microorganismos:

>

Bacterias Pseudomonas transgénicas que tienen la capacidad de degradar
compuestos toxicos en menos nocivos a aquellos que contienen cloro (como
el vinil cloruro).

Bacterias capaces de degradar una marea negra ocasionada por los derrames
de petréleo y puedan limpiar el agua contaminada.

Bacterias que tienen la capacidad de transformar las formas altamente
toxicas de mercurio en otras menos toxicas y volatiles.

Bacterias que reducen metales toxicos del suelo en otras menos tdxicas o
insolubles, como la reduccion de cromo (Cr).

Microorganismos que tienen capacidad de degradar explosivos potentes y
peligrosos para el medio, como el TNT.

Bacterias capaces de eliminar el azufre de los combustibles derivados del
petréleo o carbon y favorecer la combustion limpia.

Bacteria Deinococcus radiodurans, que resiste condiciones extremas de
radiacion, agentes oxidantes o sequedad, para limpiar el suelo y aguas
subterraneas de elementos radiactivos.

Cianobacterias modificadas con genes de bacterias Pseudomonas que tienen
la capacidad de degradar diferentes hidrocarburos o pesticidas.

Bacterias transgénicas utilizadas para extraer de residuos de fabricas o de
minas metales valiosos, o para eliminar vertidos de petroleo, o el azufre que

producen las centrales energéticas de carbdn causante de la lluvia acida.



1.3.5. Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es un bacilo Gram-negativo, aerobio, con motilidad
unipolar. Es un patdgeno oportunista en humanos y también en plantas. Estan
conformadas por una sola célula en forma de baston razon por la cual reciben
nombre de bacilos. Es un microorganismo comun en el medio ambiente que

puede encontrarse en el agua, aguas residuales, las heces y el suelo.

Nombre cientifico: Pseudomonas aeruginosa

Clase: Gamma Proteo bacteria
Familia: Pseudomonadaceae

Categoria: Especie

Clasificacion superior: Pseudomonas

Especie: P. aeruginosa; (Schroeter 1872); Migula 1900.

Es comun que la bacteria Pseudomonas aeruginosa sea la causa principal de las
infecciones que se presentan en ambientes hospitalarios y, en ocasiones, pudiera

desatar una epidemia.

Pseudomonas aeruginosa puede remover arsénico total y tolerarlo en altas

concentraciones. (Pellizzari et al., 2015).

Efectos sobre la salud humana

Pseudomonas aeruginosa, rara vez causa enfermedades graves en personas sanas
que no presentan predisposicién, causan infecciones en partes dafiadas, como
guemaduras y heridas quirurgicas, el aparato respiratorio de personas con
enfermedades subyacentes o las lesiones fisicas en los ojos, formando colonias,
y causar lesiones destructivas o septicemia y meningitis en el organismo invadido
(Bartram et al., 2003).


https://www.google.com/search?q=pseudomonas+aeruginosa+nombre+cient%C3%ADfico&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3ME_LrcjVMs5OttJPyszPyU-v1M8vSk_MyyzOjU_OSSwuzkzLTE4syczPsypOzkzNKwHxFfISc1MBT4ZDsUIAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj8h6rAi9PaAhUQ4VMKHeyNBS8Q6BMI8QEoADAa
https://www.google.com/search?q=pseudomonas+aeruginosa+clase&sa=X&ved=0ahUKEwj8h6rAi9PaAhUQ4VMKHeyNBS8Q6BMI9AEoADAb
https://www.google.com/search?q=pseudomonas+aeruginosa+familia&sa=X&ved=0ahUKEwj8h6rAi9PaAhUQ4VMKHeyNBS8Q6BMI9wEoADAc
https://www.google.com/search?q=pseudomonas+aeruginosa+categor%C3%ADa&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3ME_LrcjV0shOttJPyszPyU-v1M8vSk_MyyzOjU_OSSwuzkzLTE4syczPsypKzMsGAD4zljM3AAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj8h6rAi9PaAhUQ4VMKHeyNBS8Q6BMI-gEoADAd
https://www.google.com/search?q=pseudomonas+aeruginosa+clasificaci%C3%B3n+superior&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3ME_LrcjVssxOttJPyszPyU-v1M8vSk_MyyzOjU_OSSwuzkzLTE4syczPs8rITM9ILVJAFQUAi16ES0gAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj8h6rAi9PaAhUQ4VMKHeyNBS8Q6BMI_QEoADAe
https://www.google.com/search?q=Pseudomonas&stick=H4sIAAAAAAAAAOPgE-LUz9U3ME_LrchVAjMNK6rMsrQss5Ot9JMy83Py0yv184vSE_Myi3Pjk3MSi4sz0zKTE0sy8_OsMjLTM1KLFFBFAUHVkz1TAAAA&sa=X&ved=0ahUKEwj8h6rAi9PaAhUQ4VMKHeyNBS8QmxMI_gEoATAe
https://www.google.com/search?q=pseudomonas+aeruginosa+especie&sa=X&ved=0ahUKEwj8h6rAi9PaAhUQ4VMKHeyNBS8Q6BMIgQIoADAf

1.3.6. Oxidacion microbiana

Las bacterias mediante diferentes reacciones de oxidacidn-reduccion pueden
obtener energia; debido a su gran diversidad metabolica, un nimero importante
de microorganismos utilizan el arsénico, en su forma oxidada de arseniato o en
la forma reducida de arsenito, para su metabolismo.

Existen especies de microorganismos que de forma natural degradan al arsénico
mediante diferentes mecanismos que incluyen reacciones enzimaticas de
oxidacién-reduccion, metilacion, quelacion, exclusion e inmovilizacion. La
comprension del metabolismo a nivel molecular y genético del arsénico es muy
importante para el desarrollo de técnicas eficientes en la biorremediacion del
arsénico, lo que representara la eliminacion de metales pesados de una forma

amigable con el ambiente (Krumova, 2008).

Los microorganismos que transforman el arsénico (l1l) y arsénico (V) son
diversos en su filogenia y fisiologia (Cavalca et al., 2013). Existen tres
principales sistemas enzimaticos para la transformacion del arsénico: arsenito

oxidasa, arseniato reductasa y arseniato reductasa citoplasmatica.

1.4.Formulacion del problema

¢ Cudl es la capacidad de remocion de Arsénico por Pseudomonas aeruginosa a
diferente tiempo y concentracién, en aguas contaminadas del rio Grande -

Huamachuco™?

1.5.Justificacion del estudio

El arsénico es un contaminante que se encuentra en aguas y suelos, ingresa a las

cadenas troficas y genera bioacumulacion causando problemas a la salud humana.

Las aguas utilizadas al consumo proceden de rios, acuiferos superficiales o profundos
con concentraciones variables de arsénico que raramente exceden la cantidad
recomendada por la W.H.O. que es de 10 pg/l. Se han encontrado altas
concentraciones de arsénico en aguas de los rios cercanos a las actividades mineras,

formales o informales.
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El objetivo de este trabajo es contribuir al conocimiento de las causas de la
contaminacion de arsénico en aguas de consumo humano y el método posible de

remediacion.

“Los suelos contaminados por los metales pesados debido a la actividad industrial,
agropecuaria, minera, asi como el uso indiscriminado de fertilizantes quimicos, que
luego con las lluvias y escorrentias se incorporan a los rios, luego a los vegetales,
animales y alimentos, alteran la sostenibilidad de la cadena trofica, ocasionando
serios problemas a la salud humana y animal”. (WAISBERG, M. et al 2013, p. 95-
117) La presencia de metales pesados como: el plomo, mercurio, cadmio, arsénico

entre otros, en el ambiente contribuye en aumentar la problematica mencionada.

Los problemas que afectan al pais en cuanto a contaminacion de las aguas
continentales no han sido resueltas por el decreto Ley N° 29338, ley de recursos
hidricos y su reglamento, la Constitucion Politica del Perd, dispone la obligacion del
estado de promover la conservacion de la diversidad biolégica y el uso racional y

sostenido de los recursos naturales.

La Asociacién Marianista de Accion Social (AMAS), la Universidad Nacional de
Trujillo y las rondas campesinas el 2010, realizaron un estudio de la cuenca de los
rios Perejil (Otuzco), Chuyugual (Sanchez Carrion) y Caballomoro (Santiago de
Chuco) en las que reportan la contaminacion por metales pesados. El proyecto
minero Lagunas Norte da origen a las tres cuencas. Estudios demuestran que la
actividad minera genera drenajes &cidos con indices altos de fosfatos y nitratos que
contaminan el rio Chuyugual, también se encontraron elevadas cantidades de
arsénico y mercurio. La poblacion demanda la intervencién de las autoridades
correspondientes para solucionar el problema que ocasionan las actividades mineras
formales e informales desarrolladas en el Cerro El Toro y zonas aledafias, en el

aspecto social y ambiental.

La contaminacion en las aguas de Huamachuco son causantes de enfermedades, la
mayoria de personas que resultan con estas secuelas son los que trabajan en
actividades mineras y consumen agua de los rios o canales, del mismo modo
contaminan al ecosistema; los suelos los vuelven improductivos, al agua lo convierte

no apta para tomarla y al aire en veneno.
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1.6.0Objetivos

1.6.1. Objetivo General

Determinar la capacidad de remocion de arsénico por Pseudomonas
aeruginosa a diferente tiempo y concentracién, en aguas contaminadas del

rio Grande — Huamachuco.

1.6.2. Objetivos Especificos

Determinar la concentracién de arsénico presente en las aguas del Rio Grande -
Huamachuco.

Analizar la capacidad de remocion de arsénico en las aguas del rio Grande
Huamachuco por accion de 1.05x10'° UFC de Pseudomona aeruginosa en periodos
de 24, 48, 72 horas a condiciones naturales y esteériles.

Analizar la capacidad de remocion de arsénico en las aguas del rio Grande
Huamachuco por accion de 2.1x10'° UFC de Pseudomona aeruginosa en periodos
de 24, 48, 72 horas a condiciones naturales y esteériles.

Analizar la capacidad de remocién de arsénico en las aguas del rio Grande
Huamachuco por accion de 3.15x10'° UFC de Pseudomona aeruginosa en periodos
de 24, 48, 72 horas a condiciones naturales y estériles.

Comparar la concentracion de arsénico del agua del rio grande Huamachuco con los

estandares de calidad ambiental.
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1. METODO

2.1.Disefo de investigacion

Tratamiento Combinacién Repeticiones Resultados
1 ACN+PA1+TR1 2 2
2 ACN+PA2+TR1 2 2
3 ACN+PA3+TR1 2 2
4 ACN+PA1+TR2 2 2
5 ACN+PA2+TR2 2 2
6 ACN+PA3+TR2 2 2
7 ACN+PA1+TR3 2 2
8 ACN+PA2+TR3 2 2
9 ACN+PA3+TR3 2 2

10 ACE+PA1+TR1 2 2
11 ACE+PA2+TR1 2 2
12 ACE+PA3+TR1 2 2
13 ACE+PA1+TR2 2 2
14 ACE+PA2+TR2 2 2
15 ACE+PA3+TR2 2 2
16 ACE+PA1+TR3 2 2
17 ACE+PA2+TR3 2 2
18 ACE+PA3+TR3 2 2

TOTAL 36

ACN: Agua en condiciones naturales (200mL)

ACE: Agua en condiciones estériles (200mL)

PAZ1: Concentracion de Pseudomonas aeruginosa (1.01 x 10'° ufc)
PA2: Concentracion de Pseudomonas aeruginosa (2.1x10%ufc)
PA3: Concentracion de Pseudomonas aeruginosa (3.15x10ufc)
TR1: Tiempo de remocion (24 h)

TR2: Tiempo de remocion (48 h)

TR3: Tiempo de remocién (72 h)



2.2.Variables, operacionalizacién

2.2.1. Variables
a. Variable Independiente

- Concentraciones de indculo de Pseudomonas aeruginosa (1.05x10%° ;
2.1x10% ; 3.15x10'° UFC)

- Tiempo de remocién: 24, 48 y 72 horas

b. Variable Dependiente
- Remocion de Arsénico. (%)
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2.2.2 Operacionalizacion

CONCEPTO O ) DEFINICION
DEFINICION CONCEPTUAL INDICADORES
VARIABLE OPERACIONAL
_, Especie de bacterias Gram-negativas, El recuento de Pseudomonas
Concentracion de . . _ ) ) ) o
aerobicas, con motilidad unipolar.Estan aeruginosa viables se realiz6 por el
Pseudomonas ] ] L
) conformadas por una sola célula en método de diseminacion en placa, UFC
aeruginosa ] ] ) o
forma de baston razon por la cual usando como medio de crecimiento
reciben nombre de bacilos. Agar Centrimide,
] Se tom¢ el tiempo desde el inicio de la
) Periodo durante el cual se desarrolla un ) . .
Tiempo experimentacion, repitiéndose en tres
evento. ) Horas
oportunidades cada 24 horas

Se refiere a la cantidad de iones

arsénicos en soluciones acuosas Se calculd restando de la
Remocion de presentes después de un tratamiento, concentracion inicial Mo, la _

o N _ » ) Porcentaje
Arsénico expresadas en miligramos por cada litro concentracion resultante M; después
de solucion (ppm) del tratamiento
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2.3.Poblaciéon y muestra

2.3.1. Poblacién

Se ha considerado a la poblacién el agua del Rio Grande, Huamachuco.

2.3.2. Muestra
La muestra considerada para realizar los andlisis y tratamientos con Pseudomonas
aeruginosa de acuerdo a la investigacion propuesta fue de 5 litros de agua extraidas
del punto de toma con coordenadas latitud: -7.640296, longitud: -78.034312 del rio

Grande, Huamachuco.

2.4.Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos. Validez y confiabilidad

El instrumento para la recoleccion de datos fue validado por tres expertos con grado de
magister o doctor, especialistas técnicos en procesamientos microbiol6gicos o quimicos,

especialistas en desarrollo de investigacion.
2.5.Método de analisis de Datos

Los datos obtenidos durante la experimentacion estan ordenados en tablas permitiendo
un mayor entendimiento y facilitando la aplicacion de las pruebas estadisticas de
normalidad y andlisis de varianza (ANOVA), con lo cual se contrastd la hipotesis
planteada y se determiné si existe o no efecto de la Pseudomona aeruginosa en la

remocion de arsénico de las aguas del rio Grande — Huamachuco.

2.6.Aspectos éticos

- La presentacion de la informacién son reales garantizando el respeto a los autores
citados anteriormente.
- Se respetara las normas medio ambientales, evitando contaminacion que cause dafio al

ser humano o a la ecologia.
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I11. RESULTADOS

Tabla 1: Porcentaje de remocion de Arsénico por accion de diferentes concentraciones de
Pseudomona aeruginosa, en las aguas del rio Grande — Huamachuco en condiciones
naturales.

Tratamiento Concentracion  Tiempo de Repeticion Repeticion2 Promedio

(Pseudomona Remocidn 1(%) (%) (%)
aeruginosa (hrs)
UFC)
1 1.05 x 10° 24 2.73 5.45 4.09
2 2.1x10%° 24 22.73 18.64 20.68
3 3.15 x 10%° 24 53.64 56.82 55.23
4 1.05 x 10° 48 9.09 11.36 10.23
5 2.1x10% 48 28.18 28.64 28.41
6 3.15 x 10%° 48 58.64 56.82 57.73
7 1.05 x 10° 72 16.82 14.55 15.68
8 2.1x10% 72 42.73 42.27 42.50
9 3.15 x 10% 72 62.73 59.55 61.14

Fuente: Propia

Interpretacion: Los mayores porcentajes de remocion de arsénico, en las aguas del rio Grande
— Huamachuco en condiciones naturales, fueron obtenidos por accion de 3.15 x 10%° UFC de
Pseudomona aeruginosa, tras un periodo de 72 horas, la remocién mas significativa que

podemos observar en la tabla es de 61.14%.
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Tabla 2: Porcentaje de remocion de Arsénico por accion de diferentes concentraciones de
Pseudomona aeruginosa, en las aguas del rio Grande — Huamachuco en condiciones

estériles.

Tratamiento Concentracion  Tiempo de Repeticion Repeticion  Promedio

(Pseudomona Remocion 1(%) 2 (%) (%)
aeruginosa (hrs)
UFC)
10 1.05 x 10*° 24 27.27 24.09 25.68
11 2.1x10% 24 49.09 4591 47.50
12 3.15 x 10%° 24 79.55 77.73 78.64
13 1.05 x 10*° 48 29.55 32.27 30.91
14 2.1x10% 48 54.55 52.27 53.41
15 3.15 x 10%° 48 81.82 79.55 80.68
16 1.05 x 10%° 72 36.36 33.64 35.00
17 2.1x10% 72 63.64 62.27 62.96
18 3.15 x 10%° 72 95.45 95.27 95.36

Fuente: Propia

Interpretacion: los mayores porcentajes de remocion de arsénico en las aguas del rio Grande —
Huamachuco en condiciones estériles, fueron obtenidos a partir de la aplicacion de 3.15 x 10°
UFC de Pseudomona aeruginosa, tras periodos de 24, 48 y 72 horas, en lo cual podemos
observar que los porcentajes de remocidn mas significativos es de 78.64%, 80.68% y 95.36%

respectivamente.
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Tabla 3: Anélisis estadistico de normalidad para la concentracion bacteriana

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
Concentracion 1.05 x 10 0.949 6 0.736
bacteriana 21 x 100 0.970 6 0.893
3.15 x 10 0.902 6 0.384

Fuente: IBM SPSS statistics 23

Interpretacion: En el cuadro de prueba de normalidad se evalta el valor del estadistico Shapiro-
Wilk, en la que se obtuvo el valor p > 0.05 por lo tanto cumple con la prueba de normalidad

para el factor de concentracion bacteriana, con este resultado podemos dar contraste la hipotesis

del estudio.
Tabla 4: Prueba de normalidad para el tiempo de remocion.
Shapiro-Wilk
Estadistico Gl Sig.
24 0.975 6 0.924
Tiempode  4g 0.970 6 0.894
Remociodn
72 0.975 6 0.924

Fuente: IBM SPSS statistics 23

Interpretacion: En el cuadro de prueba de normalidad se obtuvo un valor p > 0.05 por lo
tanto aceptamos la prueba de normalidad para el tiempo de remocion.

Tabla 5: Prueba de homogeneidad de varianza en la concentracion bacteriana.

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.

,343 2 15 715
Fuente: IBM SPSS statistics 23

Interpretacion: Obteniendo un valor p > 0.05 aceptamos la prueba de homogeneidad de

varianza para la concentracion bacteriana.
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Tabla 6: Prueba de homogeneidad de varianzas Tiempo de Remocion

Estadistico de Levene gll gl2 Sig.

,018 2 15 ,982
Fuente: IBM SPSS statistics 23

Interpretacion: Obteniendo un valor p > 0.05 aceptamos la prueba de homogeneidad de
varianza para el tiempo de remocion.

Tabla 7: Andlisis de varianza factorial multivalente (ANOVA) de los datos obtenidos en

agua natural.

Origendelas Suma de Grados Promedio . Val_or
variaciones cuadrados .. de de los F Probabilidad critico
libertad cuadrados para F
Concentracién 3484.81 2 1742.41 100.20 0.00 6.94
Tiempo 260.06 2 130.03 7.48 0.04 6.94
Error 69.56 4 17.39
Total 3814.43 8

Fuente: IBM SPSS statistics 23

Interpretacion: Se muestra el p — valor superior a 0.05 para la concentracién y el tiempo de
remocion, por lo tanto aceptamos que al menos uno de los tratamientos aplicados en el agua a
condiciones naturales es diferente.

Tabla 8: Prueba Post Hoc Tukey para la concentracion bacteriana en agua Natural.

Concentracion Subconjunto para alfa = 0.05
Bacteriana N 1 2 3
1.05 x 10%° 3 10,0000
2.1x10% 3 30,5300
3.15x 10% 3 58,0333
Sig. 1,000 1,000 1,000

Fuente: IBM SPSS statistics 23.
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Interpretacion: Para el caso de las tres concentraciones evaluadas sobre la remocion de arsénico, En la
prueba HSD Tukey Vemos que el mejor promedio es 58.03 de concentracidn Bacteriana 3.15 x 10*°

(UFC) ya que presenta mucha diferencia entre los demas promedios.

Tabla 9: Prueba HSD Tukey para el tiempo de remocion de arsénico.

Tiempo de N Subconjunto para alfa = 0.05
Remocién 1

24 3 26,6667

48 3 32,1233

72 3 39,7733

Sig. 794

Fuente: IBM SPSS statistics 23.

Interpretacion: Para el caso de los tres tiempos usados en la remocion de arsénico, en la prueba

HSD tukey no se observa diferencias en los tratamientos.

Tabla 10: Analisis de varianza factorial multivalente (ANOVA) de los datos obtenidos en

agua Estéril.
. Promedio Valor
?/ggizrli%?]elzis cil;g]rzggs G"rggﬁtsage de los F Probabilidad critico para
cuadrados F

Concentracion 4452.30 2 2226.15 278.23 0.00 6.94
Tiempo 299.71 2 149.86 18.73 0.01 6.94
Error 32.00 4 8.00

Total 4784.01 8

Fuente: IBM SPSS statistics 23

Interpretacion: Obtenemos que nuestro valor p < 0.05 para la concentracion y el tiempo de
remocion, por lo tanto aceptamos la existencia de una diferencia significativa entre los niveles

de la variables estudiadas.
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Tabla 11: Prueba Post Hoc Tukey para la concentracion bacteriana en agua Estéril.

Concentracién Subconjunto para alfa = 0.05
Bacteriana N 1 2 3
1.05 x 100 3 30,5300
2.1 x10% 3 54,6233
3.15x 10% 3 84,8933
Sig. 1,000 1,000 1,000

Fuente: IBM SPSS statistics 23

Interpretacion: Para el caso de las tres concentraciones evaluadas sobre la remocion de
arsénico en agua esteéril, la prueba HSD Tukey Vemos que el mejor promedio es 84.89 de
concentracion Bacteriana 3.15 x 10'° (UFC) ya que presenta mucha diferencia entre los demas

promedios.

Tabla 12: Prueba HSD Tukey para el tiempo de remocién de arsénico.

Subconjunto para alfa = 0.05

Tiempo de Remocién N 1
24 3 50,6067
48 3 55,0000
72 3 64,4400
Sig. 815

Fuente: IBM SPSS statistics 23

Interpretacion: Para el caso de los tres tiempos usados en la remocidn de arsénico, en la prueba

HSD Tukey muestra que la accién de los tratamientos no tiene ninguna diferencia.
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IV. DISCUSION

En la Tabla 1. luego de realizar los tratamientos a diferentes periodos de tiempo de remocién y
diferente concentraciones de Pseudomona aeruginosa, se observa que en el agua a condiciones
estériles hay una mejor remocion de arsenico, ya que hay una Unica interaccion entre la
Pseudomona aeruginosa y el metal arsénico; por otro lado, la remocién de arsénico del agua a
condiciones naturales es mucho menor, pudiéndose deber a la presencia de diferentes
microorganismos tales como micro algas que se alimentan de Pseudomona aeruginosa,
impidiendo el 6ptimo desarrollo de la bacteria para lograr una mejor remocion lo que indicaria
que en estas condiciones estan presentes otros microorganismos que interfieren en la actividad
0 supervivencia de la Pseudomona aeruginosa, ya que, segun refiere Pellizari et al (2014) de
presentarse diferentes microorganismos en un medio, las razones de la supervivencia de uno
responden a su capacidad para utilizar los nutrientes en una competencia entre las especies de
modo que prolifera la mejor adaptada al medio, o a la presencia de depredadores y virus que
juegan roles similares a los depredadores.

El mayor porcentaje de remocion de arsénico en las aguas del rio Grande — Huamachuco en
condiciones estériles, fue obtenido a partir de la aplicacion de 3.15 x 10*° UFC de Pseudomona
aeruginosa, tras un periodo de 72 horas, en lo cual podemos observar que el porcentaje de
remocidon mas significativo es de 95.36% como se observa en la Tabla 2, Coincidiendo con
Pellizari et al (2014) en su investigacion, en la que desarrollé un biorreactor con Pseudomona
aeruginosa, removiendo hasta 60% de arsénico tras un periodo de tiempo de 93 dias, esto puede
deberse a la diferente concentracién de Pseudomona aeruginosa aplicada para el tratamiento..
Por otro lado se ha determinado que la remocion se debe a la oxidacion del arsenito (As*®) muy
soluble en agua, a arseniato (As*™) poco soluble en agua por la Pseudomona aeruginosa que

utiliza esta transferencia de electrones como energia para su metabolismo.
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CONCLUSIONES

Se encontré que Pseudomona aeruginosa tiene la capacidad de remocion de arsénico
a diferente tiempo y concentracion.

Se determind la concentracion de arsénico presente en el agua del Rio grande-
Huamachuco, encontrandose como valor de 2.2 ppm de dicho metal contaminante.

Se analizd y determind la capacidad de remocion de arsénico presente en las aguas del
Rio Grande-Huamachuco, encontrandose que la concentracion de 1.05 x 10*° UFC de
Pseudomona aeruginosa logra remover hasta un 4.09 % de arsénico a condiciones
naturales en un periodo de 24 horas y un 25.68 % en condiciones estériles durante el
mismo periodo.

Se analiz6 y determind la capacidad de remocidn de arsénico presente en las aguas del
Rio Grande-Huamachuco, encontrandose que la concentracién de 2.1 x 10° UFC de
Pseudomona aeruginosa logra remover hasta un 28.41 % de arsénico a condiciones
naturales en un periodo de 48 horas y un 53.41 % en condiciones estériles durante el
mismo periodo.

Se analiz6 y determind la capacidad de remocidn de arsénico presente en las aguas del
Rio Grande-Huamachuco, encontrandose que la concentracion de 3.15 x 10*° UFC de
Pseudomona aeruginosa logra remover hasta un 61.14 % de arsénico a condiciones
naturales en un periodo de 72 dias y un 95.36 % en condiciones estériles durante el mismo
periodo.

Después de haber realizado el experimento podemos observar que los resultados
obtenidos tanto en las aguas del rio Grande a condiciones naturales como estériles no

sobrepasan los estandares de calidad ambiental.
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VI.

RECOMENDACIONES

Se recomienda que en las investigaciones futuras se trabaje con una mayor concentracion

de arsénico para observar una mayor remocion por Pseudomona aeruginosa.

Para realizar estudios mas precisos se recomienda aumentar la cantidad de concentracion
de UFC de Pseudomona aeruginosa para tener una comprension mas amplia de la accion

de esta bacteria en la contaminacion del agua.

Se recomienda que se realicen, de forma periodica, estudios con Pseudomona
aeruginosa con otros metales pesados para determinar la maxima remocién que se puede

obtener a través de experimentos basados en dicha bacteria.
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V. ANEXOS

Anexo 01: Instrumento de Recoleccién de datos

Titulo de investigacién

Investigadores

I. DATOS GENERALES

Material biolégico

Temperatura

FICHA DE OBSERVACION

1l. DETERMINACION DE CONCENTRACION DE MATERIAL BIOLOGICO

| Medio de cultivo|

| Tiempo de cultivol

UFC/ml
Dilucién Recuentol | Recuento?2 |Promedio
10" -5
10" -6
10M -7
11I1. DETERMINACION DE REMOCION DE ARSENICO
] - .
Volumen Pseudomona | Tiempo fje [ ]Arsénico [' ].Arsenlco Final en % . ([j'] Arsénico fi.r:al en % 3
bacteriano aeruginosa R(e:::::;)n Inicial condiciones naturales (ppm) [ Remocion | condiciones estériles (ppm) | Remocién
(ml) (UFC/ml) R1 R2 CN R1 R2 CE
24
5 48
72
24
10 48
72
24
15 48
72
EQUIPO cODIGO
Estufa
Espectrofotémetro de
absorcidn atdmica
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Anexo 02: Procedimiento Experimental

» Material de estudio
a) Material Biologico: Las muestras de Pseudomonas aeruginosa fueron obtenidas ya

aisladas en agar Centrimide.

b) Agua del rio Grande- Huamachuco: Se recolectaron 5 litros de agua del rio Grande-

Huamachuco y se determind su contenido de arsénico.

» Preparacion de la muestras
a) Material Bioldgico: La identificacion se realizd considerando su comportamiento
frente a otros tipos de agar:
- Agar Mac Conkey
- Agar Centrimide

b) Agua del rio Grande- Huamachuco: Las muestras fueron recolectadas en material de
vidrio esterilizado con capacidad de 1 litro, siendo trasladadas hasta la ciudad de Trujillo

en un cooler para su conservacion.

> Tratamiento

a) Pseudomona aeruginosa: La concentracion celular (UFC/mL) se determind por medio
de la técnica de recuento en placa sobre medio agar Centrimide (aislamiento selectivo
para Pseudomonas aeruginosa), realizando diluciones seriadas en base diez desde 107,
10 y 1077, El tiempo de incubacion fue de 24 h a una temperatura promedio de 37 +
2°C. La bacteria crece con colonias verde amarillentas, fluorescentes (sobre todo bajo
luz de 366 nm, linterna MICROKIT), o bien marrones. Se puede confirmar con tiras de

citocromo oxidasa KOTO050.
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b)

La obtencion de cultivos puros se realizd a partir de las placas con diferentes
concentraciones de arsénico donde se aislaron los cultivos puros de cada morfotipo
colonial, en tubos de ensayo con medio Mueller Hinton y arsenito de sodio (200 ug/mL),

se incubo a 25°C hasta su desarrollo, luego se conservo en refrigeracion.

Agua del rio Grande — Huamachuco: Las muestras de agua tratadas se diferenciaron
segun las condiciones en las que se aplicaran los tratamientos, siendo 9 tratamientos en

aguas a condiciones naturales y los otros 9 aplicados en condiciones estériles.

> Evaluacion:

La evaluacion de remocion de arsénico se realizd mediante la técnica de
espectrofotometria de absorcion atdmica con la cual se determind la concentracion
inicial de arsénico del agua del rio Grande-Huamachuco y las concentraciones

posteriores a la aplicacion de los tratamientos.
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Anexo 03: Determinacion de la concentracion de Pseudomona aeruginosa a través del

método de recuento en placa.
100 ul
10°=>300/>300
10 =127/ 172 = promedio (155)

107= 23/ 18 = promedio (21)

ImL

10°°=>300/>300

10 = 155*10 = 1550 ufc/mL
107=21*10 - 210 ufc/mL

Muestra = ufc/mL *invertido Dilucién
Muestra = 210 * 10’

Muestra = 21*108 ufc/mL

Como se ha inoculado a cada matraz 5mL, 10mL, 15mL
Entonces tenemos la siguiente concentracion.

M= 21*108 ufc/mL*5mL->  1,05*10°UFC

M= 21*108 ufc/mL* 10mL-> 2,1*10%°UFC

M= 21*108 ufc/mL* 15mL-> 3,15*10°UFC
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Anexo 04: Evidencias fotogréafica

AISLAMIENTO DE LA BACTERIA

Foto N° 1: Bacteria Pseudomona aeruginosa en medio agar centrimide
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Foto N° 3: visualizacion de colonias de bacterias Pseudomona aeruginosa

FOTO N° 4: Aplicacion del Agar Centrimide en las placas
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Foto N° 4-5 recuento bacteriano en placas para hallar la concentracion UFC.
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Foto N° 6, 7 Y 8: reporte de andlisis de laboratorio.

RIVELAB - s.A.C. "

LABORATORIO DE ANALISIS

SOUCITANTE

MUESTRA
INGRESO DE MUESTRA

REPORTE DE ANALISIS
: GRADOS RODRIGUEZ JACK
: AGUA DEL RIO GRANDE — HUAMACHUCO

: 21 DE CCTUBRE DEL 2012

Parametro

Unidades Resultado

Arsénico

Ppm 022

TRUJILLO 23 DE OCTUBRE 2018

J

ING. 'oiz m\ nocgn ﬁ*(o;f‘ff

Riveig
&)

i:: _r.g-\

Trujillo- Perd

Cel.: #933803332

Jr. Pizarro N*137 — Oficina N°108 rivelabperu@hotmail.com
joferime @hotmail.com RP,.M: EN2100930
Fipo: 043 345297
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SERVICIOS DE ANALISIS Y ASESORIA
. DELTAS S.R.L.

REPORTE DE ANALISIS

SOLICITANTE : GRADDE RODRIGLUET JACK

MUESTRA : AGUA DEL ELRID GRAMDE — HUAMACHUCD

INGRESD DE MUESTRA : 23 DE OCTUSRE DEL 2042

Muesira Horas miL ppm A

ARCN 24 3 298
ARCN 24 10 2132
ARCN 24 13 34.57
ARCH 4z 3 10.1%
ARCH 45 10 3041
ARCM 45 13 I7E3
ARCN 7z 3 13.13
ARCN 7z 10 4453
BRCH 7z i3 5153
ARE 24 3 2531
ARE 24 10 3273
ARE 24 13 2322
ARE 4z 3 1353
HARE 4z 10 33.12
ARE 45 13 2462
ARE 7z 3 3612
ARE 7z 10 5338
ARE 7z 13 27.74

(4] METODD DE ABSORCION ATOMICA

TRWILLD I7 DE GCTUBRE 2018

B L
2= &/
185 HOE COTILLA SAReHE] ¢ :‘-

MERE DE LABDRAT ORI

ZIF 18715 ¢ PERITO G mt:&'ﬁfﬁs
=

Lirh, Monigemala & braps Ne X2 Lode o Trujdlo-La Libsringd Rue: BUEZ 58038
TIrS: (= RO | St 0 5 3 SR 1, -l
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SERVICIOS DE ANALISIS Y ASESORIA
_DELTAS s.R.L.

REPORTE DE AMNALISIS

SOLICITANTE : GRADOS RODAIGUET JACK

MUESTRA D AGUA DEL IO SRANDE— HUAMACHULCD

INGRESD DE MUESTRA : 23 DE OLTUSRE DEL 2042

Musstra Horss ml mpmi As

BARCH 24 3 371
BARCH 24 10 18.33
BARCH 24 13 23.74
ARCH 43 3 1042
ARCH 43 10 29.52
BARCH 4z 13 38.31
BARCH 7z 3 17.72
BARCH 7z 10 46.42
BARCH 7z 13 ¥9.81
HRE 24 3 16.54
HRE 24 10 48.22
HRE 24 13 26.62
ARE 43 3 28.41
ARE 43 10 3133
ARE 43 13 2032
ARE 7 3 3431
ARE 7 10 58.52
ARE 7 13 93.69

(&) METODO DE ARSORCION ATOMICA

TRLWILLD X7 DE OCTUBRE 2018

e
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