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RESUMEN.

La contaminacidn por metales pesados es uno de los problemas mas comunes en el Perd,
los cuales generan un dafio en las aguas de los rios, lagos, entre otros, frente a este
problema el objetivo de la presente investigacion es determinar la influencia de la
temperatura y pH con la bacteria Serratia marcescens en la biorremocién de plomo de la
quebrada La Victoria, Santiago De Chuco, en donde se tomé como poblacidon al volumen
total del agua de la quebrada La Victoria, comprendiendo una muestra de 15 L. Se
determind la concentracion minima inhibitoria (MIC) para Pb con la bacteria Serratia
marcescens, siendo estas: 0.5 ppm, 1.5 ppm, 3.0 ppm y 10 ppm; al mismo tiempo la
bacteria fue sometida a pruebas de crecimiento con pH 3, pH 5y pH 7. Las pruebas de
biorremocidn se generaron a nivel de laboratorio, empleando biorreactores conteniendo
500 mL de muestra de agua con una concentracion inicial de 0.268 mg Pb/L, que estuvo
en contacto con el biosorbente bacteriano (Serratia marcescens) bajo condiciones
constantes de 24 horas por tratamiento, 120 rpm y una concentracion de 10 ufc/mL. Se
realizaron 06 tratamientos con 03 repeticiones cada uno tomando como variables al pH y
la Temperatura, siendo estas: pH 5, pH 7 y 25 °C, 30 °C, 35 °C respectivamente. Cada
tratamiento fue analizado por el método de espectrofotometria de absorcion atdmica, en
el cual el resultado mas favorable fue para el pH 5 con una temperatura de 35 °C, dando
un porcentaje de remocién del 63.9%, en donde fue el dato mas cercano al ECA de
categoria 1 A2 (0.05) confirmando que la temperatura y el pH tienen una alta influencia

en la bacteria Serratia marcescens para los tratamientos de biorremocion.

Palabras Claves: Bacteria Serratia marcescens, Plomo, Biorremocion.



ABSTRACT

Heavy metal pollution is one of the most common problems in Peru, which generate
damage in the waters of rivers, lakes, among others, against this problem the objective of
the present investigation is to determine the influence of temperature and pH with the
bacterium Serratia marcescens in the lead bioremolation of the La Victoria creek,
Santiago De Chuco, where the total volume of the water in the La Victoria creek was
taken as a population, comprising a sample of 15 L. The MIC was determined for Pb with
the Serratia marcescens bacteria, these being: 0.5 ppm, 1.5 ppm, 3.0 ppm and 10 ppm; At
the same time the bacteria were subjected to growth tests with pH 3, pH 5 and pH 7. The
bioremoption tests were generated at the laboratory level, using bioreactors containing
500 mL of water sample with an initial concentration of 0.268 mg Pb / L, which was in
contact with the bacterial biosorbent (Serratia marcescens) under constant conditions of
24 hours per treatment, 120 rpm and a concentration of 108 cfu / mL. 06 treatments were
carried out with 03 repetitions each taking as variables the pH and the Temperature, these
being: pH 5, pH 7 and 25 ° C, 30 ° C, 35 ° C respectively. Each treatment was analyzed
by the atomic absorption spectrophotometry method, in which the most favorable result
was for pH 5 with a temperature of 35 ° C, giving a removal rate of 63.9%, where it was
the closest data to Category 1 A2 RCT (0.05) confirming that temperature and pH have a

high influence on the Serratia marcescens bacteria for bioremolation treatments.

Palabras Claves: Bacteria Serratia marcescens, Lead, Biorremocion.



I.  INTRODUCCION.
El agua dulce es un servicio fundamental que la naturaleza ofrece a los seres humanos,
las aguas subterraneas, rios y lagos pueden ser fuentes de agua limpia para beber y usos
domésticos ademas también proporcionar agua a las actividades econémicas como la
industria, la produccion de energia, el riego y la ganaderia. (Grizzetti et al., 2019, p.3); en
las ultimas décadas, la escasez de los recursos hidricos, el deterioro de los ecosistemas
acuaticos y las repercusiones asociadas a otros ecosistemas se han convertido en los
grandes retos mundiales (Aznar, 2018, p.310) es asi que entre los principales problemas

ambientales se encuentra la contaminacion de agua por metales pesados.

En China durante las Gltimas décadas, la contaminacion causada por una variedad de
factores, por ejemplo, descarga de aguas residuales industriales y municipales y la
contaminacion de fuentes no puntuales hace gque la acumulacion de metales en muchas
cuencas sea cada vez mas grave, cuenca del rio Amarillo (YRB) y la cuenca del rio
Yangtze (YtRB) tenian los niveles de contaminacién més elevados de Pb que otras
cuencas, esto corresponde con el rapido desarrollo econdmico en esas regiones (Han et
al., 2017, p.746-747) el estuario Yangtze, es el tercer rio mas grande del mundo y se ve
afectado por escorrentias, se evaluaron los niveles y la distribucién espacial de los metales
pesados Cu, Zn, Pb, Cd, Hg y As, recogiendo 20 muestras en la desembocadura del rio,
desde el 2012 al 2016, mostrando una tendencia de disminucion general en la
concentracion con respecto a la distancia de la costa, dando como resultado una alta

concentracion de metales pesados en zonas fangosas (L1, lei Jiang, 2019, p.514).

En el Per0 se registraron 4147 fuentes de contaminacion que afecta la calidad de agua,
entre los principales contaminantes son; los desechos organicos de efluentes urbanos y
los provenientes de las industrias pesqueras y acuicolas, también los metales pesados
provenientes de las industrias minera, quimica y metal-mecéanica; el volumen del agua
utilizada por la actividad mineras es un total de 173.60 (hm®/afio) (SINIA, 2017, p.14) En
el centro-norte del PerG en la region Ancash, los Andes comprenden dos cordilleras
paralelas: Cordillera Blanca al este y la Cordillera Negra al oeste, el retiro del glacial en
zona cercana a la cordillera blanca ha dejado grandes cantidades de materiales sulfuro
expuesto a la intemperie, oxidandose de manera natural y finalmente contribuyendo a la

contaminacion del Rio Negro que drena sus aguas al rio Santa, volviendo la calidad de



agua incompatible para la mayoria de organismos que hace 40 afios vivian en abundancia
alli (Grande et al., 2019, p.399).

Entre el 2012-2016, la Autoridad Nacional del Agua realizé 394 monitores de calidad de
agua superficial en 119 Unidades Hidrogréaficas, que representa el 75 % respecto del total
nacional de 159 unidades hidrogréaficas (SINIA, 2017, p.14).

La Autoridad Nacional del Agua, ANA en el 2018 identifico fuentes de contaminacion
con la finalidad de elaborar una red de monitoreo para la vigilancia de la calidad de agua
en las micro cuencas de Angasmarca y Piscochaca que abarcan los distritos de
Cachicadan, Santa Cruz de Chuca, Angasmarca y Mollebamba las cuales se encuentran
ubicadas en la provincia de Santiago de Chuco; se identificd un total de 28 fuentes de
contaminacion de las cuales 20 corresponden a vertimientos de origen minero, son 1210
usuarios que reciben beneficios de estas aguas para fines agricolas, pero al mismo tiempo

muchas veces se ven perjudicados por la contaminacion (ANA, 2018, p.9).

En épocas de estiaje se realizd un monitoreo participativo, estableciendo 20 puntos de
muestreo a lo largo de la micro cuenca Piscochaca y Angasmarca, con la finalidad de
evaluar la calidad de dichos cuerpos de agua, clasificandola en la categoria 1-A2
Poblacional y Recreacional, en toda la red de monitoreo hubo presencia de As, Al, Cd,
Fe, Mn, Pb que en muchos rios el valor sobrepasaba el ECA establecido (ANA, 2018,

p.3).

En el distrito de Mollebamba se encuentra la quebrada La Victoria, un punto monitoreado
por la Autoridad Nacional del Agua, esta se ubica aguas arriba antes del cruce con el rio
San Francico, que abastece de este recurso a la poblacién de Tulpo; esta quebrada posee
una gran problematica causada por los vertimientos provenientes de los socavones de
extraccion de mineral y acopio, que afectan su calidad, sobre todo en épocas de lluvia,
sus aguas son claras con color amarillento rojizo del sedimento de piedras del cauce; los
resultados del monitoreo en el 2018 en épocas de estiaje se compararon con el ECA de la
categoria 1-A2 y se encontraban a un pH de (3.339), en donde los parametros que
excedieron fueron, Cd (0.03451mg/) Fe (3.838 mg/l) y Pb (0.5647mg/l), los demas
parametros evaluados si cumplieron con los ECAS para agua. (ANA, 2018, p.21). En el
2019 se realizé el muestreo, en el cuerpo de agua superficial se detectaron trazas de

algunos metales, los pardmetros que excedieron el ECA fuerdn el pH de (3.76), DQO (36



mg/l) Cd (0.00928 mg/l) Fe (1.303 mg/l) y Pb (0.2650 mg/l), en donde el valor del
pardmetro méas alarmanate fue el Plomo, los demas parametros evaluados si cumplieron
con los ECAS para agua. (ANA, 2019). El Plomo, asi como otros metales pesados, es
considerado como uno de los contaminantes mas toxicos y persistente en el medio

ambiente que afecta a la salud humana (Ho et al., 2015, p.402).

Los metales pesados transportados por el agua pueden adsorberse por la vegetacion
acuatica como las algas e introducirlos en la cadena alimenticia, esto conduce a la
bioacumulacion de metales pesados en los organismos vivos, causando toxicidad y dafos,
es importante sefialar que a pesar de que muchos metales pesados son esenciales a los
sistemas bioldgicos por ejemplo, el cobre y el zinc, su consumo sobre la ingesta diaria
tolerable maxima provisional puede causar toxicidad (Kobielska et al., 2018, p.93). Las
técnicas convencionales para la eliminacién de metales pesados disueltos incluyen
precipitacion quimica, adsorcién con carbon, intercambio idnico, evaporaciones y
procesos de membrana, (Rajasulochana et al., 2016, p.2); sin embargo, estas técnicas
tienen varias desventajas, incluyendo la eficiencia del tratamiento, el alto costo operativo
y el riesgo secundario de la contaminacion ambiental; la biorremediacion es una
tecnologia de facil aplicacion que puede superar sin fallos estas deficiencias (Wang et al.,
2018, p.4) ya que es un proceso fisico-quimica que implica la eliminacion de diversos
contaminantes, tales como metales pesados de la solucién por materiales biol6gicos. Los
diferentes tipos de microorganismos, tales como bacterias, algas, hongos y células de
levadura tienen la capacidad de eliminar metales pesados a partir de soluciones acuosas,
de hecho, los microorganismos interactian con los iones metalicos presentes en la

solucion (Nasser et al., 2018, p.3).

Al investigar sobre la eliminacion de metales pesados, es importante evaluar su
comportamiento junto con las caracteristicas del adsorbente; en donde los parametros mas
importantes de la calidad del agua relacionados con la eliminacion de metales pesados
son el pH, la temperatura, la presencia de materia organica natural (NOM), y la fuerza
ionica (Lesley et al., 2019, p.5). En esta investigacion se determiné la influencia de la
temperatura y pH con la bacteria Serratia marcescens en biorremocion de plomo de la
quebrada La Victoria perteneciente a Santiago De Chuco, en donde muchos autores
sefialan que esta bacteria ha sido considerada como herramienta potencial para la

eliminacion de metales pesados.



Segln Queiroz, et al (2018, p.2-10) en su investigacion titulada “Medio de crecimineto
Rich promueve un aumento en Mn (Il) la extraccion y produccion de Oxidos de
manganeso por “Serratia marcescens”. Se evalud la actuacion de dos cepas diferentes de
la bacteria “Serratia marcescens” en la eliminacion de Mn (1) y los efectos de la (medio
K) en la cepa LG1 pigmentada y la cepa CL11 no pigmentada en medio rico en nutrientes,
LG1 pigmentada exhibieron mejora del crecimiento y mayor tolerancia Mn (1) (0-2000
mg/L). La biooxidacion de Mn por la cepa CL11 no pigmentada puede implicar
mecanismos indirectos que alteran el pH del medio, mientras que la cepa LG1 pigmentada
puede utilizar un mecanismo directo para la biooxidacién mediada por los componentes
celulares tales como proteinas intracelulares, estos resultados demuestran el potencial
biotecnologico de las dos cepas, concluyendo que se obtuvd una eliminacion del 64.25%

de Mn (1) en las dos cepas.

Qian, et al (2019, p.1-12) en su articulo de investigacion “La reduccion de Cu(Il) y la
produccién simultdnea de acetato de carbono inorganico por Serratia marcescens
biofiLMS y células de plancton en los sistemas de electrosintesis microbianas”. Se evalu6
los constituyentes de sustancias poliméricas extracelulares (EPS) y las actividades
fisioldgicas de la biofilms de las células de plancton y la bacteria Serratia marcescens en
un sistema electrosintesis microbiana Q1, las condiciones evaluadas en esta investigacion
fue una concentracion de hasta 80 mg/L de Cu (I1), con una corrientes catodica potencial
de 900 Mv vs. Electrodo de hidrégeno estandar, concluyendo que se consiguidé una
reduccion simultanea de Cu (I1) 6.42 £0.02mg/L/h.

Cristani, et al. (2012, p.161-165) en su articulo de investigacion “El uso de la bacteria
Serratia marcescens en la biosorcion de metales toxicos” El objetivo fue evaluar la
capacidad de la bacteria Serratia marcescens frente a los metales de Pb, Cd y Cr y su uso
potencial para la biorremediacion de ambientes contaminados con estos metales, se
investigo el crecimiento de la bacteria en presencia de distintas concentraciones sub
inhibitorias de cada metal analizado y la produccién del pigmento rojo prodigiosina con
respecto a la cinética de biosorcion, se estudié en un corto plazo de 60 a 120 min,
concluyendo que las concentraciones de Pb fueron los valores mas altos alcanzados
comparados con los otros metales analizados, el valor aumento lentamente de 10 min

(0.013 p g/ g) hasta un valor maximo de 0.0213 p g/ g a los 60 min.



Por otra parte Kumar, et al (2019, p.121-132) en su articulo titulado “Biosorcion activa y
pasiva de Pb (II) a partir de biomasa viva y muerta de la bacteria marina Bacillus
xiamenensi PORPSD202: cinética y estudios de isotermas” Se evidencié como la cepa
bacteriana mostro resistencia a altas concentraciones de Pb (1) (2200 mg/l) por medio de
la MIC, por ello, se realiz6 pruebas bajo diferentes condiciones paramétricas tales como;
la concentracion inicial de Pb (1), el pH, temperatura, concentracién de NaCl, velocidad
de agitacion, tiempo de tratamiento, la concentracion de biomasa, concluyendo que las
condicones éptimas fue de 4% w/v de NaCl, pH 6, temperatura de 35 °C, 140 rpmy 1 g
/ | dosis biosorbente, obteniendo un porcentaje maximo de 99.19 % con biomasa viva y

un 97.18 % con biomasa muerta.

Sayyadi, et al. (2017 p.1-7) en su articulo de investigacion “Termodindmica de equilibrio
y cinéticos estudios sobre la biosorcion de Pb * 2 desde solucion acuosa de Bacillus
pumilus sp. AS1 aislado del suelo a abandonada mina de plomo” El objetivo de la
investigacion fue utilizar la bacteria Bacillus pumilus sp. AS1 como un adsorbente de Pb*?
en soluciones acuosas; se investigd a diversas condiciones experimentales de pH,
concentracion de metal inicial, tiempo de contacto y la temperatura, concluyendo que el
pH dptimo fue 4 y que a mayor concentracion de Pb*? aumenta la adsorcion; relacionado
a la temperatura la adsorcion es un proceso endotérmico, se deduce que en estas
condiciones el proceso es espontanea debido a la variacion de entropia positiva y la
capacidad maxima de biosorcidon de la biomasa fue de 0.671 mmol/ g.

Rasoul, et al. (2018, p.3-35) en su articulo de investigacion “Biosorcion de bajos niveles
de concentracién de plomo (EE) y Cadmio (EE) de la solucion acuosa por Schcromyrches
Cheravisiae: metodologia de superficie de respuesta” Se propuso como objetivo aplicar
Saccharomyces cerevisiae para biorremover cantidades muy bajas de metales pesados,
evaluando primero con el disefio de cribado Taguchi usando tres parametros; la biomasa,
concentracion de iones inicial y pH, concluyendo que las condiciones ajustadas del mejor
conjunto real fue de pH 5, la concentracion de iones de Pb *2 inicial fue de 52.5 g/L y

32.5x 10 CFU de biomasa, se consiguié una absorcion maxima 76.9% de ion Pb.

Alipanahpour, et al. (2016, p.4-16) “Biosorcion simultanea altamente eficiente de Hg 2*
Pb 2* y Cu %" por la levadura en Vivo Yarrowia lipolytica 70562 tras superficie
optimizacion metodologia de respuesta: estudio cinético y la isoterma”. Se investigo la

biosorcién de iones metalicos en una solucion acuosa a través de Yarrowia lipolytica



70562, la correccion y la dependencia de la eficiencia de biosorcién a variables eficaces
como pH, concentracion inicial, tiempo de contacto y la temperatura se estudié por disefio
compuesto central bajo metodologia de superficie de respuesta, tres respuestas fueron
estudiadas simultdneamente por optimizacion numérica metodologia. Concluyendo que a
un pH 6.4, a una temperatura de 25 °C se encontrd mejores resultados de eficiencia de
biosorcion, después de alrededor de 8 h, la biosorcion dptima para el Pb 2* fue de 99.74%

Segun Choi, et al. (2018, p.275-282) en su articulo de investigacion “Optimizacion de
cobre, plomo y cadmio biosorcion de la bacteria recién aislada utilizando un disefio de
Box-Behnken”, se identific6 a la bacteria como Pseudomonas azotoformans,
determinando la MIC, y utilizando el disefio Box-Behnken para optimizar el proceso de
biosorcidn, con tres factores: pH, concentracion inicial del metal y la concentracién del
biosorbente, concluyendo que el pH 6, con 2 g / L de biomasa y concentracion inicial de
cada metal 25 mg / L, se obtuvo el mejor resultado que fue la cantidad de metales

adsorbidos 78.23% se alcanzo para el Pb .

Lin, et al. (2015, p.1-5) en su articulo de investigacion “Bio-remediacion de acefato - Pb
(I1) contaminantes compuestos por Bacillus subtilis Fzul-33” En el presente estudio se
aislo la bacteria Bacillus subtilis Fzul-33 para que pueda eliminar simultineamente
acetato plomo y Pb 2*, por ello se llevo a cabo experimentos por lotes para estudiar la
influencia del pH, tiempo de la interaccion y concentracién Pb 2* en el proceso de
eliminacién, los mecanismos fueron de biodegradacion y biomineralizacion en soluciones
acuosas, concluyendo gue las condiciones optimas de pH 5.5, temperatura de 25 ° C y
tiempo de contacto de 10 min los parametros se consiguié eliminar de 381.31 + 11.46
mg/gPb 2.

Gutiérrez (2015, p. 25-75) en su tesis para obtener el grado académico de doctor en
Ciencias Biologicas “Estudio de la Bioadsorcion de Cadmio y Plomo con Biomasa de
Serratia marcescens M8a-2T, a Nivel de Laboratorio” disefiaron un proceso de caracter
biotecnologico para la biorremocion de cadmio y plomo empleando una cepa aislada en
un ambiente minero, que se evaluo su produccion y resistencia de estos metales pesados
estableciendo condiciones fisico-quimico optimos, concluyendo que la bacteria Serratia
marcescens M8A-2T es resistente a estos metales, llegando a su maxima capacidad de

bioadsorcion a pH 3 se remueve 92.46 % y a pH 7 donde se removid 96.03 % las



diferencias son minimas y pueden usarse ambos pH para la remocion; esta cepa es
genéticamente estable a no presentar plasmidos, ademas de tener un riesgo menor a perder

la resistencia a metales pesados.

Por otro lado Rodriguez (2018, p.27- 42) en su tesis para obtener el titulo profesional de
Ingenieria Ambiental “Capacidad de remocion de compuestos organofosforados por
Serratia marcescens en suelos contaminados del Distrito de Moche” se buscd demostrar
las capacidades que posee la Serratia marcescens con concentraciones de 107 y 108 ufc/ml
para remover compuestos organofosforados en el suelo, se caracterizaron los parametros
fisicos y quimicos y encontraron al malathion en una concentracion de 62.98 ppm,
concluyendo que la capacidad de remocion en el dia tres, las bacterias Serratia
marcescens de concentracion10® ufc/ml fue mayor que 10° ufc/ml con un mayor

porcentaje de 12.53% de la capacidad degradadora.

Las contaminaciones por metales se consideran contaminantes con densidad mayor de 5
g/cm?, se pueden agrupar en clases esenciales y no esenciales, metales pesados esenciales
incluyen Co, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni y Zn se consideran como micronutrientes esenciales,
pero se vuelven toxicos cuando se toma en cantidades en exceso. No metales pesados
esenciales incluyen Pb, Cd y Hg y son altamente toxicos para l0os organismos Vvivos
(Ashraf et al., 2019, p.714).

Las principales fuentes de contaminacion industrial son la mineria, la combustion de
carbdn, aguas residuales y la eliminacién de residuos de productos. La actividad minera
produce grandes cantidades de residuos de roca, todavia contienen trazas de metales
pesados As, Cu, Cd, Pb, Hg, que se depositan dentro de desechos de las minas y se expone
a la intemperie a condiciones de oxidacion que conduce a drenaje &cido, esto a su vez
moviliza a los metales pesados, que luego penetran en la roca, suelos circundantes y en

algunos casos, fuentes de agua potable (Kobielska et al., 2018, p.92).

El plomo es un metal pesado solido de color azuloso, con nimero atémico 82, es poco
soluble en agua, sus estados de oxidacion, 2+ y 4+, resiste al ataque de los acidos
clorhidrico y sulfurico, pero con el acido nitrico se disuelve con lentitud, es anfotero,
porque forma sales metalicas del acido plimbico, asi como sales de plomo de los acidos

y compuestos organometalico, con diversos isotopos, estables y reactivos y altos niveles



de toxicidad. El entra en el cuerpo humano por inhalacién, ingestion, contacto dérmico,

o transferencia a través de la placenta (Guangming et al., 2015, p.141)

El Estado-Ambiental Agencia de Proteccion Estados Unidos (USEPA) han enumerado al
plomo como una sustancia inorganica cancerigeno y teratogénico peligrosas que causan
grave detrimento de correo efectos en 6rganos del cuerpo humano incluyendo el higado,
el pancreas, el estbmago y el bazo (Siripongvutikorn et al., 2016, p.1), la alta exposicion
de Pb puede dar lugar a causa de las enfermedades neuro-degenerativas, dafios en el
sistema nervioso central y periférico, insuficiencia renal, dafo a la reproduccion, trastorno
esquelético, retraso mental, disminucion de los nifios del intelectual la capacidad y el
cancer (Mohapatra et al., 2017, p.121).

La biorremediacién emplea el uso de microorganismos, en virtud de sus propiedades
bioconcentrantes y metabdlicas, para degradar, secuestrar o eliminar contaminantes

ambientales. (Fingerman et al., 2005, p.6).

Los microbios tienen diversos mecanismos de secuestro de metal que sujetan mayores
capacidades de biosorcion de metal. Los mecanismos para la eliminacion de metales

pesados son; la adsorcion superficial y adsorcion intersticial (Lesley et al., 2017, p.24).

Durante la adsorcion superficial, los metales pesados migran por difusion desde la
solucion acuosa a la superficie del adsorbente, la cual contiene una carga superficial
opuesta, luego una vez que los iones de metales pesados han pasado a través de la capa
limite, que conceden a la superficie del adsorbente y se retiran posteriormente de la
solucion. Este tipo de adsorcion se realiza generalmente mediante fuerzas de Van Der

Waals, interacciones dipolares o la unién de hidrégeno. (Lesley, 2019, 24)

Durante la adsorcién intersticial, iones de metales pesados se difunden hacia el
adsorbente, sin embargo, el ion entra en los poros del adsorbentes y se adsorben en la
superficie en el interior del material, los compuestos de grupos fenolicos son capaces de
ser reemplazados con protones de iones metalicos, la eliminacion de metales pesados es
facilitado por carboxilo y grupos hidroxilo, que estan unidos por un ion de metal pesado
divalente por medio de dos pares de electrones y posteriormente liberar dos Na "y / o
iones de H "en la solucion. (Lesley, 2019, 24).



Las fuerzas electrostaticas también se han identificado como un factor que contribuye a
la adsorcion de metales pesados, dependen de pH, por otro lado, esté la interaccion entre
los metales pesados y diversos grupos funcionales en la superficie del biosorbente, los
grupos funcionales son sitios de adsorcion de metales que incluyen carboxilato (-COO -)
amida (-NH 2), fosfato (PO 43-), tioles (-SH), e hidroxido (-OH) (Onyancha et al. 2008).
La bioacumulacion, biolixiviacién, biosorcidn, biotransformacion y biomineralizacion e
interacciones de metal-microbios son algunos mecanismos de biorremediacion (Lesley,
2019, p.25).

La biosorcion es un proceso que implica la adsorcién de iones metalicos, difusion,
complejacion, la quelacidn, la coordinacion, la micro-precipitacién o una combinacion de
estos procesos, el método de transformada de Fourier de infrarrojos (FTIR) es un ejemplo
de unatécnica, que se ha empleado en el suministro de informacién sobre los mecanismos
de la biosorcion y a una mejor comprensién de las posibles interacciones entre los iones
de metales pesados y los grupos funcionales en la estructura de la célula bacteriana (Choi,
2018, p. 276)

La bacteria Serratia marcescens es un anaerobio facultativo, Gram negativos, en forma
de barra que pertenece a la familia Enteroacteriaceae, son capaces de crecer bajo
condiciones aerobias 0 anaerobias, los rangos de temperatura son de 10y 37 °C, pH entre
5y 9 con un contenido de NaCl de 0 - 4%, las colonias son por lo general color opacas,
algo iridiscentes pueden ser de color blanco, rosa o incluso rojo intenso y tienen un
tamafio aproximado de 1.5 a 2 mm despues de una incubacion de 18 horas sobre un medio
de cultivo nutritivo solido (Gutiérrez, 2015, p.22), se pueden encontrar en diversos nichos
ecologicos, incluyendo el suelo, el agua, el aire, aguas residuales y productos

alimenticios.

La bacteria puede secretar quitina extracelular, nucleasa, lipasa, y varias proteasas, asi
como producir un agente humectante o tensioactivo Ilamado serrawettin, que ayuda en la
colonizacion de superficies, también produce ADNasa, gelatinasa, catalasa, nitralase,
descarboxilasa, acetoina, y lisina; la prodigiosina, es un interesante pigmento rojo, 2-
metil-3-amil-6-methoxyprodigiosene, es un antibi6tico de tripirrol y un metabolito
secundario, se considera que es parte de un mecanismo de proteccion para el crecimiento
bacteriano en condiciones desfavorables, este pigmento es el compuesto mas

caracterizado debido a su antibacterianos, antifingicos, antiprotozoarios y propiedades



(Wen et al., 2017, p.217). Su presencia se ha relacionado con la absorcion de metales
pesados y elementos radiactivos en algunos estudios de biorremediacion (Faidah et al.,
2015, p.3).

En el Decreto Supremo N° 004-2017 establece los ECA para agua, el pardmetro evaluado
es el Pb en la Categoria 1: Poblacional y recreacional, Sub Categoria A A2, Aguas que

pueden ser potabilizadas con tratamiento convencional, el valor es de 0.05 mg/I.

Nuestro planteamiento de problema es: ¢En qué medida influye la temperatura y pH con
la bacteria Serratia marcescens en la biorremocion de plomo en la quebrada la Victoria

que pertenece a Santiago de Chuco -2019?

La justificacion de nuestra investigacion se sustenta que en la naturaleza los
microorganismos son ubicuos y son superiores a los sitios contaminados con metales
pesados (Verma et al., 2019, p.7), por lo tanto, la biorremediacion resulta una alternativa
eficaz para descontaminar ambientes, su aplicacion en el proceso de tratamiento de aguas
contaminadas es potencialmente y ambientalmente sostenible para frenar este problema
y mejorar la calidad de agua (Bahobil et al., 2017, p.1), también se puede aplicar en
grandes volimenes de aguas, no generan residuos que impacten negativamente al
ambiente y es mas econdmica, permite la recuperacion del metal mediante el proceso
contrario que es la desorcion con &cidos o soluciones de sales consiguiendo una alta
concentraciones de metales que pueden ser utilizados en otros procesos industriales
(Pérez et al., 2006, p.9).

La bacteria S. marcescens se uso en esta investigacion porque es un buen productor de
enzimas y otros compuestos importantes, que poseen la capacidad de eliminar los metales
pesados del medio ambiente, no sélo por vias directas sino también implican enzimas,
por mecanismos indirectos tales como biosorcion (Queiroz et al., 2017, p.3) el agua es
proveniente de la quebrada La Victoria, en el distrito de Angasmarca; actualmente se esta
viviendo un problema social entre la comunidad de Tulpo y las minas informales que
contaminan sus aguas y gracias a estudios realizados por el ANA respaldan su teoria que
sus aguas se encuentra diez veces mas contaminada con Pb de lo que establece el ECA,
esta investigacion realizada a nivel de laboratorio es un pequefio aporte para solucionar

este problema y se pueda llevar a nivel de mayor escala.
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Nuestra hipotesis es que, si influye la temperatura y pH con la bacteria Serratia
marcescens en la biorremocion de plomo de la quebrada La Victoria, Santiago De Chuco-
2019.

Para poder alcanzar nuestras metas nos hemos propuesto como objetivo general
determinar la influencia de la temperatura y pH con la bacteria Serratia marcescens en la
biorremocién de plomo de la quebrada La Victoria, Santiago De Chuco. Acompafiada de
objetivos especificos tales como; Determinar el valor 6ptimo de pH que permita obtener
un mayor porcentaje de biorremocion de plomo en la quebrada La Victoria, Santiago De
Chuco y de igual manera determinar el valor 6ptimo de temperatura que permita obtener
un mayor porcentaje de biorremocion de plomo en la quebrada La Victoria, Santiago De
Chuco. Finalmente comparar los resultados obtenidos del pardmetro en estudio antes y
después del tratamiento; con los ECAs para la categoria 1-A2 establecidos en el D. S
N°004-2017 MINAM-ANA.

Il.  METODO.
2.1 Tipo y disefio de investigacion.

El presente trabajo de investigacion corresponde a un estudio de tipo experimental
aplicativo debido a que se centra en lograr un objetivo concreto el cual es la
biorremocidn del plomo.

El disefio de esta investigacion es bifactorial porque se manipulan dos variables
independientes; la tempertura y el pH, ademas de efectuar todas las posibles
combinaciones entre ellas.

El disefio se representa en el diagrama a continuacion:

Biorremocion del Plomo con Serratia marcescens

pH
pH 1 pH 2 pH 3
% T1 T1/pH1 T1/pH2 T1/pH 3
g‘- T2 T2/pH 1 T2/pH 2 T2/pH 3
(<b]
" T3 T3/pH 1 T3/pH 2 T3/pH 3
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Donde: Se realizardn 9 tratamientos con 3 repeticiones cada uno.
T1=25°C pH 1=3
T2=30°C pH2=5
T3=35°C pH 3=7

Variables, Operacionalizacion
Independiente:

Temperatura

pH

Dependiente:
Concentracion de Plomo.

Constante:

Tiempo: 24 horas

Revoluciones por minuto: 120 rpm. (Medido con un Tacémetro)
Concentracion de la bacteria 108 (ufc/ml)
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2.2 Operacionalizacion de las Variables.

VARIABLES DEFINICION CONCEPTUAL. DEFINICION OPERACIONAL INDICADORES ﬁggﬁgﬁ
Medida objetiva de que tan caliente o frio es un | Latemperatura serd mediday controlada
objeto, el cual puede ser medido con untermémetro | en  una  incubadora para  los
Temperatura |0 un calorimetro; dado que es un medio para | tratamientos de 30°C y 35°C, mientras °C g:ugnttitati;/a
> _ o _ ) e intervalo.
S determinar la energia interna contenida de un | que para el caso del tratamiento de 25°C
g sistema dado. (Andrew, 2018). sera controlada con aire acondicionado.
o
2 Medida de la concentracion de iones de hidrogeno, | Se ajustard el pH inicial de las
c
- de acidez o alcalinidad de la solucién, la cual se | soluciones mediante la adicion de 0.1 M Cuantitati
Ph . | Unidad de pH uantitativa
encuentra en una escala que generalmente varia de | de HCl y 0.1 M de NaOH. (Bahobil, de intervalo.
0 a 14. (Anne, 2019). 2017)
o _ _ %R = ——7L x100%
= La concentracion es la proporcion de soluto en una Co
[<B] . . .
5 | Concentracid | solucion, ya sea solvente o  solucion _ o % Porcentaje de Cuantitativa
S| ndePlomo _ Co: concentracion _|r,1|C|aI de plomo en la remocicn. de razon
< total(Helmenstine, 2019) disolucion (mol/l)
a Cy: Concentracion final de plomo en la
disolucién.
%R: Porcentaje de remocion.
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2.3 Poblacién y muestra.
Poblacion

Nuestra poblacion corresponde todo el volumen total del agua superficial de la Quebrada La
Victoria, ubicada en el distrito de Mollebamba, provincia de Santiago de Chuco.

Unidad de Analisis

La unidad de andlisis estuvé comprendida por 500 ml de la muestra de agua proveniente de

la Quebrada La Victoria, para el grupo control y cada grupo experimetal.
Muestra.

Es de tipo intencional o conveniencia, de acuerdo al Protocolo Nacional para el Monitoreo
de la Calidad de los Recursos Hidricos Superficiales, (Resolucién Jefatural N° 010-2016-
ANA), setomd 15 litros de de las siguientes coordenadas : UTM (ESTE: 174318, NORTE:
9105352) en la zona 18 L.

>
1!

- - e
VBITAION DERARTAMENTAL

!o 3% ixen
" 4

ISEAEEL

- §

%
£

¥y

L ‘—II e
! VBITACION PROVIHTAL

PLANO DE MONITOREO
GG LA CABALLAIN UAP AR AIAUNA
COORDENADAS UTM LEYENDA VRGA MORA) & TR AN
PUNTOS ESTE NORTE ® NONTOREO ot e
836831 9105920 \ —— RIOS T g [ [
-
AN

CaaRe L 2%% ke e

Fuente: Elaboracién propia.

- Lamuestra para la Serratia marcescens tuvo una concentracion de 108 (ufc/ml)
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2.4 Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y confiabilidad.

-Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos.

Se utilizaron técnicas e instrumentos de recoleccion de datos para mayor confiabilidad de
los resultados, es asi que en la etapa de recoleccion de muestra se utilizé la técnica
observacion de campo y el instrumento guia de observacion de campo, de acuerdo al
Protocolo Nacional para el Monitoreo de la Calidad de los Recursos Hidricos Superficiales
(Resolucién Jefatural N° 010-2016-ANA), para la identificacion de la bacteria Serratia
marcescens la técnica es el analisis documental y el instrumento es una ficha de investigacion
y en el Andlisis de la muestra de agua de la Quebrada La Victoria antes y después de su
tratamiento, la técnica es el analisis documental y el instrumento es una ficha de

investigacion, para concluir con el porcentaje de remocion.
-Validez y confiabilidad.

El desarrollo de la tesis se realizo en el laboratorio del Centro de Investigacion de la
Universidad Cesar Vallejo, donde todos los equipos estan calibrados y el material en buen
estado, para el espectrofotometro de adsorcion atomica se realizé una recta de calibrado,
todos los datos reportados al final se verificaran con la Unica finalidad de que dicho
documento no contenga ningun error para que no altere los resultados finales de la

investigacion.

2.5 Procedimiento.

1. Recoleccion de la Muestra

Para la recoleccion de la muestra se basé en el Protocolo Nacional para el Monitoreo de la
Calidad de los Recuros Hidricos Superficiales (Resolucion Jefatural N° 010-2016-ANA),
con un GPS se tomo las coodenadas muestreadas (Anexo N° 1).

2. Analisis de plomo.
Los analisis del plomo se realizarén por el método de espectrofotometria de adsorcién

atomica (Anexo N° 2).
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3. Identificacidon de la bacteria Serratia marcescens.

Para identificar a la bacteria Serratia marcescens fue necesario verificar la pureza del cultivo
mediante la coloracion Gram, observando su forma bacilar y la respuesta negativa a la
tincion luego se sometid a una caracterizacion segun el Manual de Bergey’S y Silva Martinez
(Anexo N° 3).

4. Determinacion de la concentracion inhibitoria minima (MIC) de la bacteria
Serratia marcescens.
Para determinar la MIC se reactivo la bacteria S. marcescens, después en una solucién madre
de Pb(NO3)2 de 1000 ppm se diluyeron distintas concentraciones que oscilan entre 0.5 ppm,
1.5 ppm, 3.0 ppm y 10 ppm la bacteria se sembro6 por superficie en placas Petri con Agar
Nutritivo y se incub6 a 35 °C durante 24 horas, el control positivo fue el crecimiento de la

bacteria S. marcescens en medio Agar nutritivo sin metal. (Anexo N° 4).

5. Capacidad de Biorremocidn de la bacteria Serratia marcescens.

Con la finalidad de demostrar la capacidad de biorremocion de la bacteria S. marcescens se
realizé el tratamiento a condiciones de laboratorio, el pH de la muestra de agua tuvo un valor

de 6.20 y la temperatura fue 20 + 2, se trabajo en un biorreactor (Anexo N° 5).

6. Determinacién del Crecimiento de la bacteria Serratia marcescens con los tres
pH; 3,5, 7

Para determinar el crecimiento de la bacteria Serratia marcescens, se realiz6 una siembra
por suspension, cada tubo de ensayo contenia 9 ml de caldo BHI y se le adiciono 1 ml de la
bacteria Serratia marcescens, se ajusto los pH a 3, 5y 7, después de 24 horas se observo su

crecimiento (Anexo N° 6).
7. Tratamiento de biorremocion con la bacteria Serratia marcescens

A la muestra proveniente de la quebrada La Victoria se realizé un pretratamiento, filtracion,
para cada tratamiento se agrego el 10% de Caldo de cerebro-corazén, los pH 5y 7 fuerdn
ajustados con una solucién Buffer, se esterilizo a 121 °C por 15 minutos, después se adiciono
la concetracion de la bacteria 108 ufc/mL a cada biorreactor, la temperatura de 25 °C se

controld con el aire acondicionado del laboratorio y la temperatura de 30 °C y 35 ° C se
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controlaron en la incubadora, se dejo actuar por 24 horas, finalizando la muestra se
centrifugd y se filtré con un filtro de jeringa 0.20 um para poder analizar en el equipo de

espectrofotometria de adsorcion atdmica.

8. Contraste de resultados.
Finalizando se procedio a realizar un analisis estadistico, el cual permitié contrastar la
hipétesis propuesta y de esta manera determinar si influye la temperatura y pH con la bacteria
Serratia marcescens en la biorremocién de plomo de la quebrada La Victoria, Santiago De
Chuco.

2.6 Método de analisis de datos

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se llevo a cabo mediante el paquete
estadistico Excel y SPSS version 25, mediante las siguientes etapas:

Etapa N° 1: En una hoja de célculo elaborada por el investigador en el Programa
Microsoft Excel se procesaron los datos antes y después de cada tratamiento del agua
proveniente de la quebrada La Victoria.

Etapa N° 2: Los resultados obtenidos en la investigacion se digitalizaron en el software
estadistico SPSS version 25, como herramienta para encontrar los efectos de las
variables dependientes sobre la independiente, influencia de la temperatura y el pH el
porcentaje de biorremocién de plomo.

Etapa N° 3: Para contradecir la hipotesis, se utilizd la prueba de hipétesis con un nivel
de significancia de 0.05 (5%).

2.7 Aspectos éticos
Nos sometemos a principios de ética influyentes en el presente trabajé de investigacion

dentro del lapso de tiempo en que se ejecute y concluya el proyecto, no realizaremos ninguna
violacion de las normas, las leyes o cualquier otro documento que este sujeto al desarrollo
de la investigacion. De cualquier otra manera tendremos en cuenta los siguientes criterios:

- Latesis no presentara plagio.

- Resultados veraces.

- Respeto a la privacidad.

- Respeto por las convicciones politicas, religiosas y morales.
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I1l. RESULTADOS.

En la presente investigacion se monitoreo en las coordenadas establecidas por el ANA para
la quebrada la Victoria el valor del plomo fue analizado por el método de espectrofotometria
de absorcion atomica y se obtuvo un valor de concentracion inicial 0.268 mg Pb/L, se realizo
tratamientos previos con la finalidad de obtener mejores resultados uno de ello fue
determinar la capacidad de biorremocion de la bacteria S. marcescens (Anexo N° 4) y
también se determind la concentracion minima inhibitoria (MIC) de la bacteria frente a

distintas concentraciones de plomo (Anexo N°5).

Los resultados de los 18 tratamientos referidos a la concentracion final de plomo se muestran
en el (Anexo N° 7).

En la Figura N° 1 se muestra el promedio de los tratamientos; los porcentajes de
biorremocion de Pb de la quebrada La Victoria influenciados con pH y temperatura, se
trabajo por triplicado, los tratamientos se realizaron dentro de 24 horas con una
concentracion de la bacteria 108 ufc/ml con 120 rpm, el promedio méas 6ptimo fue a pH 5

con temperatura 35 ° C.
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Fuente: Elaboracion propia.

Figura N° 1: Promedio de porcentajes de biorremocion de plomo de los tratamientos
experimentales.
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ANALISIS ESTADISTICO.

Tabla N° 1: Prueba de Normalidad.

Shapiro-Wilk
pH Estadistico Gl Sig.
5 ,949 9 ,681
7 ,872 9 ,129
% de biorremocién Temperatura  Estadistico Gl Sig.
25 , 794 6 ,052
30 ,877 6 ,254
35 ,811 6 ,074

En la Tabla N° 1, se evalta el pH y la Temperatura empleando la prueba de Shapiro — Wilk,
método utilizado para muestras menores a 50, en donde se analiz6 el cuadro de significancia
de los resultados de dichas variables para comprobar si nuestros datos son Normales, los
cuales muestran valores mayores al 5%, indicando una aceptacidn en nuestra Hipotesis Nula,

dandonos a entender gue nuestras muestras poseen una distribucién normal.

Tabla N° 2: Prueba de igualdad de Levene de varianzas de errora?

Estadistico de
Levene gll gl2 Sig.

% de biorremocién Se basa en la media ,852 5 12 ,539

En la Tabla N° 2 se analizan nuestras varianzas utilizando la Prueba de igualdad de Levene,
basdndonos Unicamente en la fila del promedio y en la casilla de significancia, con la
finalidad de demostrar que nuestros valores tienden a ser homogéneos, de tal manera
observamos que la prueba nos arroja un valor mayor al 5%, aceptando nuestra hipétesis nula,

indicando que nuestras varianzas son homogeneas.
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Tabla N° 3: Pruebas de efectos inter — sujetos

Tipo Ill de :
: Media :
Origen suma de gl - F Sig.
cuadratica
cuadrados
Modelo corregido 2141,0602 5 428,212 90,584 ,000
pH 1655,426 1 1655,426 350,190 ,000
Temperatura 480,296 2 240,148 50,801 ,000
Error 56,727 12 4,727
Total 43840,843 18

En la Tabla N° 3, prueba de efectos inter — sujetos se analiza si el pH, la Temperatura o
ambos en forma conjunta contribuyen a una mayor remocién, en los cuales los valores
significativos son menores al 5%, dandonos a entender que son altamente significativos, por
esa razon se rechaza nuestra hipotesis nula, comprobando que nuestros tratamientos poseen
una diferencia significativa de al menos uno.

Tabla 4: Prueba Post hoc — Tukey para Plomo.

% de biorremocion

HSD Tukeya,b
Subconjunto
Temperatura N 1 2 3
25 6 41,2333
30 6 49,3700
35 6 53,6933
Sig. 1,000 1,000 1,000

La prueba Tukey HSD es utilizada para la identificacion de los mejores resultados, en el cual
para esta prueba estadistica se exige como minimo 3 niveles por factor; como se puede
observar la aplicacién de esta prueba se dio solo para la temperatura, ya que en el pH 3 la
bacteria S. marcescens no crecié por lo tanto solo se trabajo con 2 niveles, en esta tabla se
muestra que el mejor subconjunto es el tercero, con un valor de 53.69 % para la temperatura

de 35 ° C con efecto positivo sobre la biorremocion de Pb.

20



En el Figura N° 2, Medias marginales estimadas se analiza las temperaturas de 25 °C, 30

°Cy35°CconlospH5Yy 7en relacion al promedio del porcentaje de biorremocion de los

tratamientos, de esta manera para comprobar cudl es la combinacion mas eficaz de dichas

variables; como se puede observar en el grafico, la temperatura 35 °C con el pH 5 logro

obtener una mayor media marginar del porcentaje de biorremocién que los otros

tratamientos, a comparacion de la temperatura 25 °C con el pH 7 la cual obtuvo la media

marginal mas baja de todos los tratamientos.
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Figura N° 2 Medias marginales estimadas dé % de biorremocion.
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Concentraciones de Plomo (mg/L)

En el Figura N° 3, se evalUa a la concentracion inicial; el cual hace referencia a la muestra
de agua sin haberle efectuado un tratamiento, en relacion con las distintas concentraciones
finales, los cuales fueron los resultados de los tratamientos realizados en el proceso de la
investigacion; al mismo tiempo se realiza una comparacion con el ECA de categoria 1 A2
(0.05 mg/l), para demostrar si las concentraciones de los tratamientos obtenidos logran
alcanzar dicho ECA establecido; de esta manera se observa que la concentracién mas cercana
a 0.05 mgl/l, es la concentracion del pH 5 con la temperatura de 35 °C el cual es 0.0899 mg
Pb/L.

0.3
0.25
0.2
0.15
0.1
0.05

pHS5 pH5 pHS5 pH7 pH7 pH7 pH5 pH5 pHS5 pH7 pH7 pH7 pHS5 pHS5 pHS5 pH7 pH7 pH7?7
25 25 25 25 25 25 30 30 30 30 30 30 35 3 3 3 35 35

B Ci (mg Pb/L) mmm Cf mg Pb/L =——ECA Categoria 1 A2

Fuente: Elaboracion propia.

Figura N° 3: Biorremocién de la concentracion de Pb con todos los tratamientos
comparados con los ECA.
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IV. DISCUSION.

La quebrada la Victoria se encuentra dentro de la red de Monitoreo de la calidad de agua por
la Autoridad Nacional del Agua en la provincia de Santiago de Chuco, su ultimo reporte de
plomo ha superado los valores del ECA; en el 2018 se reportd un valor de 0.5647mg/L y en
el 2019 fue de 0.2650 mg/L, en nuestra investigacion para verificar estos datos se monitore6
en las mismas coordenadas ya establecidas por el ANA, en donde el laboratorio report6 un

valor de 0.268 mg/L, el cual sigue siendo muy alarmante.

Para biorremover la concentracién inicial del plomo con la bacteria S. marcescens, se
entendio el proceso de biosorcién de la bacteria S. marcescens, nos basamos en la idea del
autor (Choi, 2018) que nos ofrece en su articulo de investigacion, donde nos sefiala que el
paso crucial en el proceso de biosorcién de metales pesados, es la seleccion de especies
microbianas con alta tolerancia a metales pesados, es asi que muchos autores realizan
pruebas de tolerancia de plomo a los microorganismos antes de someterlos a los procesos
de biosorcion, (Kumar, 2019) uso bacteria marina Bacillus xiamenensis y (Choi, 2018) uso

bacterias Pseudomonas, entre otros.

Realizamos también la prueba de tolerancia, en donde primero identificamos a la bacteria
como Serratia marcescens (Anexo N° 3), y esté tolerd valores de 0.5 ppm, 1.5 ppm, 3 ppm
y 10 ppm de Pb (Anexo N° 5), el autor (Queiroz, 2018) uso a la bacteria Serratia marcescens,
en dos formas distintas, LG1 pigmentada y CL11 no pigmentada, ambas mostraron buena
tolerancia a Mn (11) hasta 2000 mg/L bajo dos tipos diferentes de condiciones nutricionales,
determind que sus resultados se deben a que el Mn tiene una menor toxicidad; (Cristani,
2012) demuestra lo contrario, dado que la bacteria S. marcescens toler6 la presencia de los
metales Pb, Cd y Cr e interactta con ellos, coincidimos con este autor ya que la bacteria
tolero distintos valores de Pb, esto se debe a que la bacteria indica una fuerte adaptativa y
potencial de supervivencia y su capacidad de utilizar una amplia gama de nutrientes.
(Szewzyk, 1993)

Se demostro la capacidad de biorremocion de Pb con la bacteria Serratia marcescens con un
porcentaje de biorremocién del 29.8% a condiciones de laboratorio (Anexo N° 4), distintos
autores han demostrado su eficiencia de la bacteria como (Qian, 2018) que utiliz6 la bacteria
para reducir Cu (Il), (Queiroz, 2018) para eliminacién de Mn (II) elimino el 64.25 % y
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(Cristani, 2012) demostrd la capacidad de la bacteria Serratia marcescens para eliminar
distintas concentraciones Pb, Cd y Cr.

Es importante evaluar el comportamiento de metales pesados junto con caracteristicas del
adsorbente (Lesley, 2019), de igual manera (Choi, 2018) argumenta que el mecanismo de
biosorcién todavia no se entiende completamente ya que este proceso se determina por
factores fisiol6gicos, quimicos, fisico quimicos, la fuerza idnica es decir, la quimica de iones
metélicos, pH, temperatura, concentracion de metal, tiempo de contacto, la composicion de
la pared celular y las caracteristicas fisioldgicas del microorganismos, basandonos en el
concepto de estos dos autores decidimos evaluar la influencia de parametros tales como pH

y temperatura.

La influencia que causa el pH en todos los resultados se muestra en el (Anexo N° 7), el pH
es uno de los pardmetros mas importantes que afectan a la solubilidad de los iones metélicos
y los grupos funcionales en las paredes celulares de los microorganismos (Guangming,
2015), se evalud los pH 3, 5y 7; para las pruebas de pH 3 (Anexo N° 6) la bacteria Serratia
marcescens no crecio, esto comprueba la teoria de (Sayyadi, 2017) que a pH < 2 la estructura
del biosorbente es dafiada por ello causa una tasa de biosorcion mas baja; el potencial
biosorbente de cationes de metales por lo general mejora con el aumento de pH del sistema
de sorcion, pero no en una relacion de linea ya que a valores de pH muy altos son propensos
a precipitar complejos metélicos (Rasoul, 2018), por esta razon se trabajé con pH 5y 7 con
un valor neutro y el otro &cido porque generalmente existen en su estado cationico y tienden
a ser mas estables y solubles en fuentes maéviles, a media que el pH se eleva se comienzan a

formar hidroxidos y otros aniones que pueden estar presente en el agua (Lesley, 2019)

El mejor porcentaje de biorremocion fue de 63.9 % con pH 5, comparado con el pH 7 se
logré6 un 43.4% del porcentaje de biorremocion, (Bahobil, 2017) nos habla en su
investigacion que los mejores porcentajes de remocién se logran entre pH 5 y 6. de igual
manera (Rasoul, 2018) que trabajo con Saccharomyces cerevisiae, logré un mejor porcentaje
de remocion a pH 5. (Sayyadi, 2017) ha enfatizado la autenticidad de un hecho innegable
gue demuestra que uno de los factores mas importante que afectan a la biosorcion de iones
metalicos es la acidez de la solucién, el pH esta directamente relacionada con la capacidad
de competencia de iones de hidrogeno con iones metalicos a los sitios sobre la superficie del

biosorbentes, es por ello que se obtiene mejores porcentajes de remocion.
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La influencia que causa la temperatura en los resultados se muestra en la Figura N° 1 a altas
temperaturas ha mejorado el proceso de biorremocion, los promedios de porcentajes han
aumentado de 50.7 % con temperatura de 25 °C hasta un 63.9 % con temperatura de 35 °C
en solucion de pH 5; de igual manera a temperatura de 25 °C se obtuvo un porcentaje de
biorremocion de 31.7 % al aumentar la temperatura hasta 35 °C se logr6 un 43.4 % con pH
7, segun (Chen et al., 2010) muchos mecanismos se han identificado para la eliminacién de
metales pesados con temperaturas altas, incluye la superficie de reaccion de complejacion y
diversas formas de intercambio ionico, (Malkoc y Nuhoglu, 2005) atribuye a una mayor
movilidad de los metales pesados con el aumento del nimero de sitios de adsorcion durante
la ruptura de bonos (Weng et al., 2014) el proceso de biosorcion se muestra de proceder mas
rapidamente a temperatura mas altas debido a una mayor fuerza de difusion a través de la

capa limite y una velocidad de difusion aumentando dentro del adsorbente.

La combinacién mas eficaz es pH 5 y temperatura 35 °C se logré un 63.9% de porcentaje de
biorremocion de Plomo, Figura N° 2, de igual manera (Kumar, 2019) empled la bacteria
marina Bacillus xiamenensi cinética con pH 5, temperatura de 35 °C logrando porcentajes
de remocioén altos 99.19 % con biomasa viva y un 97.18 % con biomasa muerta.

Las variables constantes en nuestra investigacion fue la agitacién de 120 rpm medido con un
tacometro en los biorreactores, una agitacion moderada ya que proporciona homogeneidad
en la mezcla de la bacteria, mientras que a alta velocidad de agitacién, los fendmenos de
vortice pueden ocurrir para obstaculizar la union de iones Pb (11) en la superficie de la
biomasa bacteriana segin (Kumar, 2019), por otro lado la concentracion de la bacteria 108
ufc/mL y el tiempo de 24 horas se determind en base de la investigacion de (Rodriguez,
2018) porque uso la bacteria Serratia marcescens Yy en estas condiciones obtuvo mayor

porcentaje de eliminacion de malathion.

Las concentraciones finales de los tratamientos de biorremocion de Pb, no lograron
disminuir a valores menores que 0.05 mg/L establecido por el ECA Decreto Supremo N°
004-2017 Figura N° 3, pero el valor mas cercano fue 0.0899 con pH 5 y temperatura de 35
°C, segun (Rasoul, 2018) para tener resultados 6ptimos, es necesario examinar las diferentes
variables independientes de forma simultanea; incluyendo dosis de biomasa, dosis de iones
metalicos, concentracion solucion de pH, temperatura, tiempo de contacto, la viabilidad de
la biomasa y la agitacion.

25



Para entender los mecanismos de retencion de Pb de la bacteria Serratia marcescens,
contradecimos el concepto de (Nasser, 2019) que las principales desventajas del uso de
células vivas es que necesitan un suministro de nutrientes, los metales pesados pueden ser
muy toxicos para su proceso metabdlico, la temperatura y pH puede afectar en su crecimiento
bacteriano y la recuperacion de los metales puede ser mas complicado, pero no se aplica a
la bacteria S. marcescens porque la cepa es genéticamente estable, al no presentar plasmidos

hay un menor riesgo de perder la resistencia a metales pesado.

La capacidad de la bacteria Serratia marcescens en la retencion de Pb debe atribuirse a un
mecanismo de defensa bacterianas, tales como metal-thioneines, activos en la regulacion del
transporte de metal en y fuera de las células bacterianas, teniendo en cuenta la vitalidad o
mortal de células en presencia de los metales, para el mecanismo de biosorcion planteo la
hipdtesis, que segun el comportamiento quimico de los metales analizados Pb Cd Cr, que el
mecanismo de biosorcidn por S. marcescens podria ser debido a la absorcién por metal-
thioneines o siderd6foros producidos por las células bacterianas y se llevaran a cabo a través

de procesos de quelacidon intracelular (Critani, et al. 2010).

Por otro lado (Queiroz, et al, 2019) el mecanismo que puede haber sido utilizado por las
bacterias Serratia marcescens para la eliminacion del Mn (11), la cepa pigmentada LG1 nos
dice que ha promovido mecanismos directos de bio-oxidacion de Mn, mediada por los
componentes celulares, tales como la proteinas que no secretan el extracelulaer medio y las
no pigmentadas CL11 puede haber utilizado los medios de mecanismos indirectos para Mn
bioxidacion a través de la produccion de microbiano particular o el crecimiento bacteriano

que alterado el pH del medio.
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CONCLUSIONES.

Concluimos que las variables pH y temperatura si influyen en la biorremocion de

plomo en la quebrada La Victoria, Santiago de Chuco.

. Se concluye que con el valor de pH 5 se obtuvo mayor porcentaje de biorremocion
de plomo de un 63.9%, comparado con pH 7 ya que se obtuvo un 43.4% de porcentaje

de biorremocion de plomo.

. Se concluye gue a temperatura 35 °C se obtuvo un mayor porcentaje de biorremocién

de plomo de un 63.9%, comparado con las temperaturas de 30 °C y 25 °C.

. Concluimos que al realizar la comparacion de la biorremocion de plomo empleando
la bacteria Serratia marcescens, ninguno de los 12 tratamientos logro alcanzar los
ECAs establecidos para la categoria 1-A2, pero el mas cercano a este parametro fue
el tratamiento con el pH 5y la temperatura 35 °C, alcanzando una concentracion final
de 0.0899 mg Pb/L.
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VI.

RECOMENDACIONES.

Se recomienda que para obtener mejores porcentajes de biorremocion se debe evaluar
las otras variables que influyen en el proceso de biosorcion, tal es caso de la cantidad
de biosorbente, tiempo de los tratamientos, otros valores de pH, otros valores de

temperatura y tiempo de agitacion.

Se recomienda que se realice el proceso de desorcion en la bacteria Serratia
marcescens para conseguir la cantidad de plomo absorbida y se pueda emplear en

otros procesos industriales.

Se recomienda que esta investigacion se pueda llevar a mayor escala, se pueda aplicar
a mayores volimenes de agua para demostrar que la bacteria Serratia marcescens

sigue siendo efectiva en el proceso de biorremocion de plomo.
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ANEXOS

Anexo N°1: Monitoreo de la Calidad de Agua de la quebrada La Victoria.

Inspeccidén de la quebrada La Victoria junto al Sr. Preciliano Pereda Coérdova, funcionario de la
Oficina Agraria—GRA La Libertad.
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Anexo N°2: Analisis por el método de espectrofotometria de absorcion atomica al Agua
procedente de la Quebrada La Victoria.

SERVICIOS DE ANALISIS Y ASESORIA

_DELTAS sr..

REPORTE DE ANALISIS
SOLICITANTE : LECCA CABALLERO DAFNE ARIADNA Y VEGA MORENO
EYBER
MUESTRA : AGUA DE LA QUEBRADA LA VICTORIA
PROCEDENCIA : ANGASMARCA
FECHA DE INGRESO : 24 DE SETIEMBRE DE 2019
PARAMETRO METODO RESULTADOS
pH ELECTROMETRICO 6.20
PLOMO mgPb/L | ESPECTROFOTOMETRIA 0.268
DE ABSORCION
ATOMICA.

Trujillo 27 de Setiembre de 2019

ING. NOE COSTILLA SANCHEZ
JEFE DE LABORATORIO
PERITO QUIMICO / CIP 18715

B = )
DELTAS SRL / |
P

Urb. Monserrate 5 "Etapa Mz. D2 Lote 9 - Trujillo - La Libertad R.U.C. 20482155058

Telef.: 044-280011 - 949 960633 - 949 564849. E-mail: deltas09@yahoo.com
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L. M

Anexo N° 3: Identificacion de la bacteria Serratia marcescens, caracterizacion
bioquimica.

~LABORATORIOS LABORATORIO LOAYZA MURAKAMI SAC
INFORME DE ENSAYO
N° 04-0919
P&g. 03 de 03
Cddigo de Labotarorio 02102019-01
Cadigo de Cliente TESIS-01
Item de Ensayo Cepa
Fecha de Muestreo -
Hora de Muestreo -
Parametro Medio de Cultivo Resultados
Coloracién Gram - Gram Negativos
Fermentacién de Azlcares Agar TSI AJA
Produccién de H,S Agar TSI Negativo
Produccién de Gas Agar TSI Positivo
Produccion de descarboxilacion Agar LIA KIK
Produccién de Citrato Agar Citrato Negativo
Prueba de |a Ureasa Agar Urea Negativo
Prueba de Rojo de Metilo $ Caldo RM Negativo
Prueba de Voges Prokauer Caldo VP Positivo
Prueba de Movilidad Agar SIM Positivo
Prueba de Indol Triptona Negativo

Observacién.-
La bacteria identificada corresponde Serratia marcenscens

JEFEDE 12

ABORATORIO) ¢
¥ 8%

Responsable de la Calidad
Adler Herrera Ocampo
C.B.P. 7980

SGC |&M F-P-21/01 ver 00
Fecha: 08-09-18

Jr. Ayacucho Nro. 570 2do Piso - Cercado Trujillo - La Libertad - Trujillo - Trujillo
Celular: 948326553 Teléfono: 044-250043
Email: laboratoriojilmm@gmail.com - web: www.laboratorioslym.com

04-0919-Dafne y Eyber



LABORATORIO LOAYZA MURAKAMI SAC

ANEXO 02. Observacion microscopica de S. marcenscens teflida mediante coloracion
Gram.

Jr. Ayacucho Nro. 570 2do Piso - Cercado Trujillo - La Libertad - Trujillo - Trujillo
Celular: 948326553 Teléfono: 044-250043
Email: laboratoriojimm@gmail.com - web: www.laboratorioslym.com

Observacion microscépica de la bacteria S. marcescens tefiida mediante la coloracion
Gram.
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LABORATORIO LOAYZA MURAKAMI SAC

FAMILIA Enterobacteriaceae
Lactosa Negativas

Erwinia cacticida
Proteus mirabilis
Proteus peneri
Salmonella bongori
Salmonella enterica
Serratia marcescens
Serratia liquefaciens
Shigella sonnei

TYersinia pestis

Yersinia pseudotuberculosis

Edwardsiella tarda

Erwinia cacticida Serratia marcescens

Morganelia morganii Servatia liquefaciens

Proteus mirabilis Shigella spp. (boydu, dysenteriae, fiexneri)
| Proteus penmeri Shigella sonnei

Proteus vulgaris Yersinia enterocolitica

Providencia stuarnii  Yersinia pestis -
Salmonella bongori  Yersinia pseudotuberculosis
Salmonella enterica

* ndole Test

Edwardsiella tarda

Morganella morganii

Proteus vulgaris :
Providencia stuartii

Please See Bergey’s to ID:
Shigella spp.

| (oydn, dysenteriae, flexneri)
| Yersinia enterocolitica

Erwinia cacticida
| Salmonella bongori

HS

+ A

Edwardsiella tarda
Proteus vulgaris

Morganella morganii
Providencia stuartii

Erwinia cacticida Shigella sonnei
(i Scset fign the B k) Yersinia pestis
Urease Ornithine Decarboxylase | Salmonella bongori —

Salmonella enterica

+

[ Proteus mlﬂ's | | Providencia stuartii _}

Salmonella bongori Serrania marcescens
KCN growth pos. Red pigment
Salmonella enterica Servatia liquefaciens
KCN growthneg No Red pigment
(It is this one)

ANEXO 03. Pruebas metabdlicas para la determinacion de S. marcenscens segin
Berge's.

Ir. Ayacucho Nro. 570 2do Piso - Cercado Trujillo - La Libertad - Trujillo - Trujillo
Celular: 948326553 Teléfono: 044-250043
Email: laboratoriojimm@gmail.com - web: www.laboratorioslym.com

Pruebas metabdlicas para la determinacion de S. marcescens segun Berge’s.



LABORATORIO LOAYZA MURAKAMI SAC

Indd  Citapde HS Lisira Lisra Gheota  Chieosa
Swmoss TS| [decatoxdsa| demmasa  MothlMd | Acde @ Letn  Saamn

Eschencla
col + . P . . + - + + +
Shegela
{putenn + . « 5 . . +
Salbmcenlls
5’ . + 4 * - + + +
Sabuomeda
?ﬂh - " + . . + . -
Citrcbackr
fremda = + + 5 . + + + + +
JATTSIN
RO - + “ . . 7 . . + .
Klaslh
°W‘ + * . . . . . * + +
Exterch acter
wnrens - + . . . + + + + +
Enberch acter
cloacs . + . . - + - + + -
vemta 3
WANErA . + . - & + + . . 4

oS
i . + . . . . + +
Proteus
wigus + - ‘. . ‘ + + + . +
Promdanci
ukm + + . . . + .
Promdensa
shat + + > X * + . - - +

ANEXO 04. Pruebas metabélicas para la determinacion de S. marcenscens segin Silva
y Martinez.

Jr. Ayacucho Nro. 570 2do Piso - Cercado Trujillo - La Libertad - Trujillo — Trujillo
Celular: 948326553 Teléfono: 044-250043
Email: laboratoriojilmm@gmail.com - web: www.laboratorioslym.com

Pruebas metabolicas para la determinacion de S marcescens segun Silva y Martinez.
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Caracterizacion bioguimica de S. marcescens.

A. Antes de la siembra.

BN & 'Y

B

-
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Anexo N° 4: Capacidad de biorremocion de la bacteria Serratia marcescens.

TRATAMIENTO. mg Pb/L
Concentracion Inicial de Pb en la Quebrada La
o 0.268
Victoria.
Concentracion Final de Pb después del tratamiento 0.1960

con la bacteria Serratia marcescens.

En la tabla se muestra la concentracion inicial de Pb (0.268 mg/L) de la quebrada La
Victoria; con la finalidad de demostrar la capacidad de remocion de la bacteria S. marcescens
se realizd este tratamiento a condiciones de laboratorio, el pH de la quebrada tuvo en un
valor de 6.20 y la temperatura de trabajo fue 20 £ 2 dando como resultado un porcentaje de

remocion del 29.8%.

Anexo N° 5: Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC) para Pb

con la bacteria Serratia marcescens.

Concentracion del El control Crecimiento La produccién de
metal. (ppm) bacteriano. /muerto. pigmento/inhibicion.
0.5 ppm + + +
1.5 ppm + + +
3.0 ppm + + +
10 ppm + + +

+: Crecimiento y produccidon de pigmento bacteriana

- muerte bacteriana y la inhibiciéon de pigmento

La bacteria S. marcescens mostrd resultados muy favorables, se ha adaptado para sobrevivir
sin ningan impacto en su crecimiento y metabolismo se ha vuelto resistente al metal, segin
(Kumar, 2019) y (Nanda, 2019) nos dice que las bacterias resistentes de plomo tienen un
mayor potencial para eliminar Pb (I1) desde el entorno contaminado a traves de biosorcion.
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Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (MIC) de la bacteria Serratia

marcescens a distintas concentraciones de Plomo.

Prueba en blanco de la bacteria S. marcescens para la MIC.

Tolerancia de la bacteria S. marcescens a 0.5 ppm de concentracion de Plomo.




J

Tolerancia de la bacteria S. marcescens a 1.5 ppm de concentracion de Plomo.

Tolerancia la bacteria S. marcescens a 3 ppm de concentracion de Plomo.

/ - : oneenacte
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Anexo N° 6: Pruebas de crecimiento de la bacteria Serratia marcescens con los

distintos pH.
Tiempo 24 horas pH 3 pH5 pH 7
- + +
Crecimiento de la
bacteria Serratia - + +
marcescens.
- + +

+: Crecimiento de la bacteriana Serratia marcescens

-. Muerte de la bacteriana Serratia marcescens

En el tabla se muestra el crecimiento de la bacteria Serratia marcescens a distintos pH 3, 5
y 7, estas pruebas se realizaron por triplicado con la finalidad de comprobar si la bacteria

crecia en estos tres medios para que posteriormente se pueda trabajar en el tratamiento de

biorremocidn; como se puede observar en el pH 3 no hubo crecimiento debido a que es un

medio muy &cido, nos basamos en la teoria de Krieg, 1984 quien nos manifiesta que todas

las bacterias Serratia marcescens son capaces de crecer en un rango a pH entre 5y 9,

Sayyadi, 2017 nos manifiesta que a pH muy acidos se dafia la estructura de los biosorbentes

, por consiguiente, en los tratamientos solo se utilizé el pH5y 7.

e Procedimiento para determinar el crecimiento de la bacteria Serratia marcescens a

distintos pH.

Ajuste de pH 7 en caldo
BHI

Ajuste de pH 5 en caldo

BHI

Ajuste de pH 3 en caldo
BHI
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Sembrado por incorporacién de la bacteria Serratia marcescens.

No creci6 la bacteria
Serratia marcescens
después de 24 horas.

Creci6 la bacteria Serratia
marcescens después de 24
horas.

Creci0 la bacteria Serratia
marcescens después de 24
horas.

Se trabajé por triplicado y un piloto.

Despues de 72 horas se observa el
crecimiento de la bacteria .
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Anexo N° 7: Interaccion entre las variables independientes y constantes en la

biorremocion de Pb de la Quebrada La Victorita.

Variables

Variables Controladas

Concentracion

Concentracion Inicial

(mg Pb/L).

Independientes Inicial
(mg Pb/L). Tratamientos
Revolucion
Temperatura | pH | Tiempo por minuto 1 2 3
(rpm)
o5 oC 5 0.268 0.1326 | 0.1369 | 0.1264
7 0.268 0.1857 | 0.1799 | 0.1832
5 24 0.268 0.1168 | 0.1026 | 0.1153
30 °C h 120 rpm
7 oras 0.268 0.1672 | 0.1586 | 0.1532
35 °C 5 0.268 0.0968 | 0.1026 | 0.0899
7 0.268 0.1562 | 0.15 | 0.1485

En el Gréafico donde se muestra los porcentajes de biorremocion de plomo influenciados

con las variables de pH y temperatura.

80.00

70.00

60.00

50.00

40.00

30.00

% DE BIORREMOCION

20.00

10.00

25 25 25

Fuente: Elaboracién propia.

37.60 | 38.40

30 30

—4—pH 5

63.80

-

43.90
4280 | 4170
30 35 35

pH7

66.45

44.50

=

35
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Anexo N° 8: Recta de Calibrado para el equipo espectrofotometria de absorcion
atémica.

SERVICIOS DE ANALISIS Y ASESORIA

DELTAS sr.

La curva de calibracion para el plomo

SOLUCION

ppm de Plomo

Absorbancia

ESTANDAR 1

5.0

0.073

ESTANDAR 2

10.0

0.150

0.304

ESTANDAR 3 20.0

CURVA DF CALIBRACION DEL PLOMO

; A=0,0154C - 0,004
03 | Ré=1

0,2 |

o
<
e
v

Absorbancia

01 |

4] 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
mgPb/L

Equipo de espectrofotometria de absorcion atomica

Marca de Perkin ElImer Modelo AAnalyst 300

Urb. Monserrate 5 ‘Etapa Mz. D2 Lote 9 - Trujillo - La Libertad R.U.C. 20482155058

Telef.: 044-280011 - 949 960633 - 949 564849. E-mail: deltas09@yahoo.com




Anexo N° 9: Resultados del laboratorio donde se demuestra la Capacidad de

biorremocion de la bacteria Serratia marcescens.

SERVICIOS DE ANALISIS Y ASESORIA

DELTAS s:. T

REPORTE DE ANALISIS
SOLICITANTE : LECCA CABALLERO DAFNE ARIADNA Y VEGA MORENO
EYBER
MUESTRA : TRATADA CON BACTERIA Serratia marcescens
PROCEDENCIA : LABORATORIO DE UCV
FECHA DE INGRESO : 30 DE SEPTIEMBRE DE 2019
MUESTRA mg Pb/L (A)
INICIAL 0.1960

(A) Espectrofotometria de absorcién atémica.

Trujillo 1 de octubre de 2019

ING. NOE COSTILLA SANCHEZ
JEFE DE LABORATORIO
PERITO QUIMICO / CIP 18715

Urb. Monserrate 5 "Etapa Mz. D2 Lote 9 - Trujillo - La Libertad R.U.C. 20482155058

- 949 564849. E-mail: deltas09@yahoo.com

Telef.: 044-280011 - 949 960633
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Anexo N° 10: Prueba para comprobar que la bacteria Serratia marcescens es la que

remueve el plomo.

SERVICIOS DE ANALISIS Y ASESORIA

DELTAS sr0

REPORTE DE ANALISIS
SOLICITANTE : LECCA CABALLERO DAFNE ARIADNA. VEGA MORENO EYBER
JOHAND
MUESTRA : TRATADA CON BACTERIAS Serratia marcescens
PROCEDENCIA : LABORATORIO DE UCV
FECHA DE INGRESO : 30 DE OCTUBRE DE 2019
MUESTRA mgPb/L (A)
S INICIAL 0.200
5 FINAL 0.200
7 INICIAL 0.190
7 FINAL 0.200

(A) METODO DE ABSORCION ATOMICA A LA LLAMA

TRUJILLOO4 DE NOVIEMBRE DE 2019

JEFE DE LABORATORIO
CIP 18715 / PERITO QUIMICO

Urb. Monserrate 5 ‘Etapa Mz. D2 Lote 9 - Trujillo - La Libertad R.U.C. 20482155058

Telef.: 044-280011 - 949 960633 - 949 564849. E-mail: deltas09@yahoo.com

Se efectud el tratamiento sin la incorporacién de la bacteria Serratia marcescens.



Se filtré la muestra de agua proveniente de la quebrada La Victoria con bomba al vacio.

Se peso el 10 % del Caldo
BHI.

Se ajusto el pH con la
adicion de 0.1 M de HCL y
0.1 M de NaOH.

Todos los frascos de vidrio
contenidos con el 10 % de
caldo BHI y el agua de la
quebrada La Victoria
fueron esterilizados en un
Autoclave.
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Reactivacion de la bacteria Serratia marcescens.

Desindeccioén de los biorreactores.
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Se empleo el método McFarland Standard para agregar la bacteria Serratia marcescens.
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Se empleo el método McFarland Standard para agregar la bacteria Serratia marcescens.

=
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Se trabaj6 a temperatura de 30 °C y 35 °C
en una incubadora (MEMMERT)

Después de 24 horas se procedid a
desconectar los biorreactores.

Se recolectod la muestra en frascos
esterilizados.

Se centrifugd la muestra.
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Anexo N° 11: Medicion de los biorreactores con un tacémetro.

Se realizé la medicion a tres biorreactores con el tacometro para determinar la
revolucion por minuto, el promedié de las mediciones fue de 120 rpm.
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Anexo N° 12: Resultados del laboratorio a temperatura de 25 ° C se codifico las
muestras 0.1, 0.2, 0.3 corresponde a los pH 5y 0.4, 0.5y 0.6 corresponde a pH 7.

SERVICIOS DE ANALISIS Y ASESORIA

DELTAS sr.

REPORTE DE ANALISIS

SOLICITANTE : LECCA CABALLERO DAFNE ARIADNA Y VEGA MORENO
EYBER

MUESTRA : TRATADA CON BACTERIA Serratia marcescens
PROCEDENCIA : LABORATORIO DE UCV

FECHA DE INGRESO : 18 DE OCTUBRE DE 2019

MUESTRA mg Pb/L (A)
0.1 0.1326
0.2 0.1369
0.3 0.1264
0.4 0.1857

. 0.5 0.1799

0.6 0.1832
(A) Espectrofotometria de absorcién atémica.

Trujillo 21 de noviembre de 2019 )

——

-

-~

ING. NOE COSTILLA SANCHEZ §
JEFE DE LABORATORIO
PERITO QUIMICO / CIP 18715

Urb. Monserrate 5 ‘Etapa Mz. D2 Lote 9 - Trujillo - La Libertad R.U.C. 20482155058

Telef.: 044-280011 - 949 960633 - 949 564849. E-mail: deltas09@yahoo.com
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Anexo N° 13: Resultados del laboratorio a temperatura de 35 ° C se codifico las
muestras 0.1, 0.2, 0.3 corresponde a los pH 5y 0.4, 0.5y 0.6 corresponde a pH 7.

SERVICIOS DE ANALISIS Y ASESORIA

DELTAS sr.

REPORTE DE ANALISIS

SOLICITANTE : LECCA CABALLERO DAFNE ARIADNA Y VEGA MORENO
EYBER

MUESTRA : TRATADA CON BACTERIA Serratia marcescens
PROCEDENCIA : LABORATORIO DE UCV

FECHA DE INGRESO : 20 DE NOVIEMBRE DE 2019

MUESTRA mg Pb/L (A)
0.1 0.0968
0.2 0.1026
0.3 0.0899
0.4 0.1562

e 0.15

0.6 0.1485
(A) Espectrofotometria de absorcién atémica.

Trujillo 26 de noviembre de 2019 )
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Anexo N° 14: Resultados del laboratorio a temperatura de 30 °C se codifico las
muestras 0.1, 0.2, 0.3 corresponde a los pH 5y 0.4, 0.5y 0.6 corresponde a pH 7.

SERVICIOS DE ANALISIS Y ASESORIA

DELTASsr.

REPORTE DE ANALISIS

SOLICITANTE : LECCA CABALLERO DAFNE ARIADNA Y VEGA MORENO
EYBER

MUESTRA : TRATADA CON BACTERIA Serratia marcescens
PROCEDENCIA : LABORATORIO DE UCV

FECHA DE INGRESO : 26 DE NOVIEMBRE DE 2019

MUESTRA mg Pb/L (A)
0.1 0.1168
0.2 0.1026
0.3 0.1153
0.4 ~ 0.1672

. 05 0.1586

0.6 0.1532
(A) Espectrofotometria de absorcion atémica.

Trujillo 29 de noviembre de 2019 )
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Anexo N° 15: Plano de los tres biorreactores.

0Eom

UMAVERSIDAD CERAR WALLEJD

R A B S EELE
=

e e e imern ™
L-ml
]

i
R

o e L

60



