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RESUMEN

La remocion de métodos pesados, esta siendo remediada por microorganismos
biorremediadores, los cuales son inocuos para el medio ambiente, ademas el costo de su uso
es barato, entre los contaminantes tenemos al arsénico que al ingresar al ingresar a la cadena
trofica causan problemas a la salud de los seres vivos por la bioacumulacion que causa en su
organismo. 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 EI Toro — Huamachuco. Las muestras de
Pseudomonas aeruginosa fueron obtenidas y aisladas en agar Centrimide, su identificacion
se realiz6 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 cooler 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 incubacion de 24 horas a
una temperatura promedio de 37 + 2°C, realizando diluciones de 10°, 10° y 107. Los
resultados muestran mayores porcentajes de remocion de arsenico, en el agua a condiciones
naturales, tras la aplicacion de 3.15 x 10'° UFC, siendo 54.36%, 58.20% y 60.88% tras
periodos de 24, 48 y 72 horas respectivamente. Finalmente se determin6 que la mayor
capacidad de remocion a una concentracion 3.15 x 10'° UFC de Pseudomonas aeruginosa
logra remover hasta un 60.88 % de arsénico a condiciones naturales y un 96.72 % en

condiciones estériles en un periodo de 72 dias.

PALABRAS CLAVE: Pseudomonas aeruginosa, remocién, arsénico.
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ABSTRACT

The removal of heavy methods is being remedied by bioremediating microorganisms, which
are harmless to the environment, besides the cost of its use is cheap, among the pollutants
we have as the exchange of data to enter the food chain cause problems to the the health of
living beings due to the bioaccumulation that they cause in their organism. In the present
investigation, the main objective was to determine the capacity of arsenic removal by
Pseudomonas aeruginosa at different time and concentration, in contaminated waters of the
El Toro - Huamachuco river. The samples of Pseudomonas aeruginosa were the following:
Mac Conkey Agar and Centrimide Agar. The water samples were extracted in glass material
previously sterilized and stored in the refrigerator for maintenance during the transfer to the
analysis laboratory. The bacterial concentration (CFU) is determined by means of the plate
technique on the Centimide medium after an incubation period of 24 hours at an average
temperature of 37 + 2 °C, making dilutions of 10°, 10 and 107. The results show the
percentages of removal of arsenic, water and natural conditions, the application of 3.15 x
10 CFU, being 54.36%, 58.20% and 60.88% after periods of 24, 48 and 72 hours
respectively. Finally, it was determined that the removal capacity at 3.15 x 10'° CFU of
Pseudomonas aeruginosa is a remover of up to 60.88% of arsenic at natural conditions and

96.72% under sterile conditions in a period of 72 days.

KEY WORDS: Pseudomonas aeruginosa, removal, arsenic.
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I.  INTRODUCCION

1.1.Realidad Problematica

En la actualidad, la mineria se encuentra distribuida por todo el PerQ, y particularmente en
La Libertad hay aproximadamente 505 lagunas que se ubican principalmente en la zona
altoandina, pero sélo cinco de ellas se encuentran en la Costa, siendo Pataz, Santiago de
Chuco, Bolivar y Sanchez Carrion las provincias con mas espejos de agua dulce; sin embargo
la explotacion minera se concentra en la provincia de Pataz, en los pueblos de Pataz,
Retamas, Parcoy y Buldibuyo; Gran Chimu, Otuzco, Santiago de Chuco y Sanchez Carrion.
(Corcuera, 2015)

El metal pesado que se encuentra en mayor concentracion en este tipo de aguas es el arsenico,
que si bien es un elemento natural de la corteza terrestre, que se encuentra distribuido de
forma ubicua en el aire, agua y tierra; en concentraciones elevadas por las actividades
antropogénicas ocasionadas por la mineria ocasiona que la calidad de agua de vea afectada.
(Yosim et. al, 2015).

El arsénico existe en cuatro estados de oxidacion: -3, 0, +3 y +5, de los cuales el estado de
oxidacion pentavalente es el compuesto arsenical que se encuentra en la mayoria de los
organismos y alimentos, ademas en el agua potable, el arsénico se halla en forma inorganica
como arsenato (As™) y arsenito (As*®), siendo los estados de oxidacion trivalente y
pentavalente los de mayor interés en estudios ambientales. (Medina-Pizzali, 2018).

La exposicion al arsénico inorganico a través del consumo de alimentos, agua, aire
contaminados, produce graves efectos en la salud humana. Las dosis bajas y las exposiciones
a largo plazo del arsénico conducen a una serie de complicaciones medicas denominadas
"arsenicosis”. La ingestion, inhalacion y absorcion de la piel son algunas de las rutas
cruciales para que el arsénico ingrese al cuerpo humano, ya que los compuestos de arsénico
pentavalente y trivalente se absorben y se extienden rapida y extensamente por el tracto
gastrointestinal. (Abdul et. al, 2015)

Los niveles bajos a moderados de exposicion al arsénico (10—-300 pg / L) a través del agua
tienen efectos adversos, como lesiones cutaneas, trastornos circulatorios, complicaciones
neuroldgicas, diabetes, complicaciones respiratorias, disfuncion hepatica y renal, incluida la

mortalidad por enfermedades cronicas. Una estimacién de alrededor de 100 millones de
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personas en todo el mundo esta expuestas a niveles de arsénico superiores a 50 ug / L a
través del agua, pero también a través de procesos industriales (Moon et. al, 2012)

La OMS, considera al arsénico como una de las 10 sustancias quimicas mas peligrosas para
la salud publica. Segun la OMS, el limite recomendado de concentracion de arsénico en el
agua es de 10 pg/l, aunque este valor de referencia se considera provisional dadas las
dificultades de medicion y las dificultades practicas relacionadas con la eliminacién del
arsenico del agua., ademas precisa que los efectos a largo plazo del consumo de arsénico
inorganico en niveles superiores a los permisibles (por ejemplo, a través del consumo de
agua y alimentos contaminados) se manifiestan en la piel e incluyen cambios de
pigmentacion, lesiones cutaneas y callosidades en las palmas de las manos y las plantas de
los pies (hiperqueratosis), efectos que se producen tras una exposicidon minima de
aproximadamente cinco afios, pudiendo ser precursores de cancer de piel. (Larios-Meofio,
2015)

Las actividades mineras e industriales cominmente promueven la acumulacién de desechos
y la lixiviacion de contaminantes. En este sentido, varios estudios han abordado los efectos
de la eliminacion incontrolada y el abandono de los desechos tdxicos expuestos a la
intemperie y la erosiéon en el suelo, los sedimentos y el agua (subterranea), siendo los
contaminantes con alta toxicidad y comportamiento geoguimico complejo, los elementos
potencialmente Tdxicos (PTE), particularmente el arsénico (As), los que son relevantes ya
que requieren tratamientos de remediacién costosos. (Gonzalez-Fernandez et. al. 2018).

La presencia de arsénico ha sido marcada en el suministro de agua subterrdnea en varias
regiones en mas de 70 paises y se estima que mas de 150 millones de personas estan
expuestas al arsénico, predominantemente pertenecientes a areas rurales (Shankar et al.
2014). Ademas, la Organizacién Nacional del Agua realizé un monitoreo a los rios y
lagunas de Huamachuco, el cual determind la presencia de metales pesados en altas
concentraciones provenientes principalmente de la mineria formal e informal, entre los
cuales tenemos a los rios ubicados cercas a la minera Barrikc y la que se esta dando por la
mineria informal que se viene desarrollando en las faldas del cerro ElI Toro, por donde
discurren las aguas del rio, las mismas que son utilizadas en las partes bajas para riego y

consumo humano y de animales (Vega, 2012).

13 de 47



La tecnologia de tratamiento para la eliminacién de arsénico incluye electrodialisis,
intercambio idnico, ultrafiltracion, etc., que produce rechazos de agua enriquecidos con
arsenico, pero los desperdicios que se generan generalmente se almacenan y se arrojan o se
desechan en los alrededores cercanos, lo que podria conducir a la lixiviacién del arsénico en
el suelo y en el sistema de agua, lo que hace que el agua subterrdnea sea mas susceptible a
las concentraciones de arsénico, siendo el manejo de residuos ricos en arsénico de estos
sistemas una preocupacion ambiental importante, buscandose identificar nuevas técnicas
sostenibles para abordar la eliminacién de residuos de arsénico en el medio ambiente
acuatico (Shivakshi et. al., 2017).

Siendo necesaria hoy en dia la busqueda de nuevos métodos de remocion que ademas de
cumplir su cometido, también sean amigables con el medio ambiente, por lo que una
alternativa es la utilizacién de microorganismos, ya que estos son inocuos para el medio
ambiente, siendo un reto emergente identificar y explotar las potencialidades metabodlicas
microbianas en el tratamiento de agua contaminada con arsénico, ya que varios estudios
evaluaron la efectividad de los tratamientos bioldgicos como alternativa a los métodos de
tratamiento fisico-quimicos comdnmente aplicados (Crognale et. al., 2017); ya que, en
diferentes ambientes acuéticos ricos en arsénico, muchos microorganismos han desarrollado
mecanismos para tolerar altas concentraciones de arsénico y / o utilizarlo para el
metabolismo respiratorio, en particular, pueden mediar las reacciones de reduccion,

oxidacion, metilacion y desmetilacion del arsénico. (Huang 2014).

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

El Toro — Huamachuco.

Se justifica el trabajo porque Huamachuco es una zona minera, que viene siendo
contaminada mayormente por la mineria informal, debido a que sus trabajadores no cuentan
con implementos de seguridad adecuados, y que los desechos que producen no son tratados
adecuadamente, por lo tanto, son eliminados sin ningun tratamiento previo, produciendo que
éstos contaminen los suelos volviéndolo infértiles, el agua de los rios o canales volviéndolos
no aptos para consumo humano, y el aire dafiino, haciendo que las personas enfermen,

debido a la presencia de metales pesados como plomo, mercurio, arsenico, etc.
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1.2.Trabajos previos

AWASTHI et. al. (2018), en su publicacion “Un consorcio de alga (Chlorella vulgaris) y
bacteria (Pseudomonas putida) para la mejora de la toxicidad por arsénico en el arroz: Un
enfoque prometedor y viable”, evaluaron el potencial de mejora de la toxicidad por arsénico
(As) de un consorcio de Rhizobacterium (Pseudomonas putida) y alga (Chlorella vulgaris)
durante la exposicion de arsenato (AsV) a las plantas de arroz (Oryza sativa) durante 15 d.
La mejora mediada por el consorcio de la toxicidad de As fue evidente a través del
mejoramiento del crecimiento de las plantas de arroz (longitud de raices y brotes y biomasa)
y la reduccion del estrés oxidativo [como nivel de radicales superoxido (O2°), perdxido de
hidrégeno (H202) y dafio a la membrana], el cual se atribuy6 a la disminucion significativa
en la acumulacion de As en la raiz (94mgkg * dw) y brote (51mgkg * dw) en plantulas
inoculadas con el consorcio (P. putida + C. Vulgaris), en comparacion con As solo Plantas

expuestas (156 y 98mgkg " dw, respectivamente).

RAMOS et. al. (2018), en su publicacion “Bioadsorcion de metales pesados con biomasa
aislada de Jales mineros”, se evalud la capacidad de adsorcion del arsénico por cepas
bacterianas aisladas de residuos mineros. Las morfologias que presentaban las cepas
bacterianas fueron bacilos, cocos y filamentos. Primero, se seleccionaron cinco cepas
bacterianas, C7, C9, C11, C20y C21, las cuales se cultivaron para la produccién de biomasa;
segundo, la biomasa se expuso a soluciones de arsénico con concentraciones conocidas
durante 60 y 120 minutos; y finalmente se determind la capacidad de remocién de arsénico
por las cepas bacterianas empleando la técnica del arsenator. Los resultados mostraron que
la cepa C7 presenta capacidad de remocion de arsénico, registrandose un porcentaje de
remocion del 33% a los 60 minutos de contacto con la solucion de arsénico y de un
porcentaje de remocion del 66% a los 120 minutos contacto con la solucién de arsénico;

mientras que la cepa C20 no muestra evidencia de su capacidad de remocion.

NORIEGA et. al. (2018), en su publicacion “Aislamiento, identificacion y caracterizacion
de bacterias resistentes a metales pesados de desechos mineros™, se aisl6 y caracterizé cepas
bacterianas de residuos mineros con potencial aplicacion en tecnologias para la remocion de
metales pesados. Se evalud el crecimiento en cultivos expuestos a NaAsOz a concentraciones
de 4,6y 12 mM y en cultivos expuestos a HgJNO3+H>0 a concentraciones de 0.1, 0.5y 1

mM. Se realizaron lecturas de absorvancia a una longitud de onda de 600 nm en cultivos de
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48 horas. Los resultados mostraron que las bacterias aisladas de jales mineros presentan
mecanismos de resistencia cuando se exponen a diferentes concentraciones de arsénico y
mercurio. Se identificaron 4 cepas tolerantes a mercurio y 4 cepas tolerantes a arsénico. No
obstante, se obtuvo una baja comunidad microbiana debido a los altos niveles de

contaminacion en el sitio de estudio.

ALANIZ-ANDRADE et. al. (2017), en su publicacion “Tolerancia al arsenico en cultivos
bacterianos aislados de suelo contaminado con metales”, se analizé la tolerancia al arsénico
de diez aislamientos bacterianos de un sitio contaminado con metal, y se observo una alta
tolerancia en ambos sélidos (40 mM - 300 mM de arseniato de dihidrégeno de sodio y 4 mM
de arsenito de sodio) y liquido medios (7,2 mM y 11,3 mM arsenito). Los aislamientos
tolerantes al arsénico se identificaron mediante analisis de amplificacion del gen bioquimico
y que codifica el ARNr 16S como miembros del género Bacillus, Micrococcus y
Acinetobacter. Un estudio de resistencia a los antibiéticos reveld una alta prevalencia de
resistencia a los betalactamicos y una prevalencia moderada de nitrofurantoina, vancomicina
y ceftriaxona, lo que sugiere que la resistencia maltiple a los antibidticos de los aislamientos
esta probablemente relacionada con la tolerancia al arsénico a través de un pldsmido o un

mecanismo de resistencia codificado cromosdmicamente.

ZHANG el. al. (2016), en su publicacion “Transformacion redox del arsénico por
Pseudomonas sp. HN-2 aislado de suelo contaminado con arsénico en Hunan, China”, utilizo
una cepa bacteriana reductora mesofila, gramnegativa, [As (111)] - oxidante y arseniato [As
(V)], Pseudomonas sp. HN-2, aislada de un suelo contaminado con As; la cual en
condiciones aerdbicas, oxida el 92.0% (61.4 umol/L) de arsenito a arsenato dentro de las 3
horas de incubacion; mientras que la reduccion de As (V) a As (I11) ocurre en condiciones
anoxicas. Se concluyd, que Pseudomonas sp. HN-2 se encuentra entre las primeras bacterias
del suelo que muestran ser capaces tanto de la oxidacién aerdbica As (I1l) como de la
reduccion andxica As (V), ademas es un eficiente oxidante de As (I11) y reductor de As (V)
y tiene el potencial de impactar la movilidad del arsénico en ambientes tanto an6xicos como

aerébicos.

DUQUE (2016), en su publicacion “Evaluacion de la degradacion de arsénico con cepas
bacterianas aisladas de relaves mineros, en el Canton Ponce Enriquez”, evalud la
degradacion de arsénico con cepas bacterianas aisladas de relaves mineros del canton Ponce

Enriquez de la provincia de Azuay. A partir de las muestras de relaves, se aislo 47 cepas
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bacterianas que fueron sometidas a pruebas de resistencia a arsénico, para lo cual se usé
como medio de cultivo OGYE Agar Bacto adicionando arsenito y arsenato a diferentes
concentraciones. La capacidad de oxidacion o reduccion de arsénico fue evaluada mediante
pruebas cualitativas con nitrato de plata. Se obtuvo 8 cepas que resistieron concentraciones
de 30mM de arsenito y arsenato, las cuales se identificaron como bacilos Gram negativos de
los géneros Pseudomonas, Vibrio y Pasteurella. EI 100% de las bacterias identificadas
fueron capaces de reducir el arsenato a arsenito en un periodo de 5 dias. Se concluyo que las
bacterias aisladas son extremotolerantes debido a su crecimiento en un medio con altos

niveles de arsénico, que ademas pueden reducirlo como un mecanismo de detoxificacion.

CASAS-FLORES et. al. (2015), en su publicacion “Comunidad de microorganismos
termoaciddfilos y resistentes al arsénico aislados de un perfil profundo de montones de
minas”, aislaron microorganismos de dos muestras de pilas, que se cultivaron en medios
especificos para acidofilos quimiolitotroficos (pH 1-2) y termdéfilos moderados (48 °C). Para
el ensayo de tolerancia al arsénico, los cuatro medios con la biomasa mas alta se
seleccionaron para analizar la resistencia a As; se eligio un cultivo (Q63h) para analizar la
actividad biooxidativa, utilizando una muestra de montén que contenia calcopirita y
covellita, encontrandose que 0.5 g/L de As no afecta la biomasa viva o la actividad
biooxidativa en los sulfuros de Cu, pero disuelve el Cu, mientras que As precipita como
acido arsénico (H3AsOs4 - ¥2H,0). La comunidad tolerante al arsénico, identificada por el
andlisis de secuencia del gen 16S rDNA, estaba compuesta por tres grupos metabdlicos
principales: quimiolitotrofos (Leptospirillum, Sulfobacillus); quimiolitoheterotrofos como
Acidovorax temperans, Pseudomonas alcaligenes y P. mendocina y organoheterotrofos
como Sphingomonas spp., Leptospirillum spp. y S. thermosulfidooxidans fueron los taxones
dominantes en los cultivos Q63-66 de la muestra mas profunda del montén mas antiguo y
de mayor temperatura. Se concluyd que, hay resistencia al arsénico en la comunidad
microbiana, por lo tanto, se utilizaron cebadores especificos para amplificar los genes ars
(sistema de resistencia al arsénico), aio (arsenito oxidasa) o arr (reduccion respiratoria del

arsenato) de la muestra de ADN total.

PELLIZARI et. al. (2015), en su publicacion “Degradacion de arsénico por Pseudomonas
aeruginosa para biorremediacion de agua. Estudio preliminar”, investigé la resistencia al
arsenico en cultivos puros de Pseudomonas aeruginosa, aislada de aguas subterraneas de

Presidencia Roque Saenz Pefia, provincia de Chaco y evalu0 la posibilidad de su uso para la
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remocion de este contaminante presente en las aguas subterraneas. Las cepas fueron
inmovilizadas en piedra natural y se cultivaron en caldo de sales y 1 mgAs/L. Se observé la
resistencia al arsénico y la formacion de biofilm, logrando la interaccion entre las células,
roca y arsénico. La remocion de arsénico se evalu6é durante 3 meses y el porcentaje de

eliminacion de arsénico al final del experimento fue 60%.

ABBAS et. al. (2014), en su publicacion “Aislamiento y caracterizacion de bacterias
resistentes al arsénico a partir de aguas residuales”, realizaron el aislamiento de bacterias
resistentes al arsénico de las aguas residuales. Solo tres aislamientos bacterianos (MNZ1,
MNZ4 y MNZ6) pudieron crecer en altas concentraciones de arsénico. Las concentraciones
inhibitorias minimas de arsénico contra MNZ1, MNZ4 y MNZ6 fueron 300 mg /L, 300 mg
/L'y 370 mg /L respectivamente. Las cepas aisladas mostraron un crecimiento maximo a 37
° C yun pH de 7.0 en el control, pero en el caldo Luria Bertani con estrés de arsenita, el
crecimiento bacteriano es mas bajo que el control. Todas las cepas fueron arsenitantes
oxidantes. Todas las cepas se caracterizaron bioquimicamente y se realizo ribotipificacion
(16S rRNA) con el proposito de identificacion que confirmé que MNZ1 era homologo a
Enterobacter sp. mientras, que MNZ4 y MNZ6 mostraron su méaxima homologia con
Klebsiella pneumoniae. Se concluye que, los aislados bacterianos pueden explotarse para la
biorremediacion de desechos que contienen arsenico, ya que parecen tener el potencial de

oxidar el arsenito (mas toxico) en forma de arseniato (menos tdxico).

MELLANO et. al. (2011), en su publicacion “Distribucién de genes de resistencia a
arsénico en bacterias aisladas de sedimentos con concentraciones variables del metaloide”,
tuvo el objetivo de relacionar la presencia de los genes arsCBA en bacterias aisladas desde
zonas con distintas concentraciones de arsénico presente en los sedimentos de diferentes
sectores del rio Camarones (Region Arica y Parinacota). Se aislaron 34 cepas bacterianas
arseniato-resistentes, a las cuales se les determind los niveles de tolerancia a As(V) y As(l11);
la actividad reductora de arseniato, mediante la técnica semi-cuantitativa con AgNOs y la
deteccion de genes ars, por PCR. EI 100% de las cepas fueron tolerantes a As(V) y As(l1I)
y presentaron el gen arsC, siendo capaces de reducir As(V) a As(l11). El gen arsB se detecto
en el 86% de las cepas presentes en los sedimentos con mayor concentracion de arsénico
(Illapata) y 71% el arsA; mientras que en las cepas provenientes de sedimentos con menores
concentraciones, los genes arsB y arsA se detectaron en el 80% y 40%, para las cepas
provenientes de Esquifia y el 50% y 25% para las de Desembocadura.
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Se concluyé que, la frecuencia de deteccion de genes arsCBA esta directamente relacionada

con la concentracion de arsénico presente en los diferentes sedimentos analizados.

1.3.Teorias relacionadas al tema

1.3.1.

1.3.2.

1.3.3.

Arsénico

El arsénico es un metaloide, que esta disponible de forma ubicua en el medio
ambiente terrestre y se considera un factor de riesgo para la salud mundial.
Esencialmente, el arsénico se concentra en la corteza terrestre, los lechos de roca
y se filtra gradualmente en el agua potable, y una de las formas més estables de
arsénico es el isétopo 75As y -3, 0, +3 y +5 son algunos de los estados de
valencia comunes del arsénico. Al ser un metaloide, el arsénico existe en varias
formas alotrépicas como la forma elemental, sulfuro y carbonato. Las dosis bajas
y las exposiciones a largo plazo de arsénico conducen a una variedad de

complicaciones médicas denominadas "Arsenicosis". (McCarty et al 2011).
Toxicidad del Arsénico

Varios estudios han sugerido claramente que el arsénico es un potente toxico
para la reproduccion. Dado que el arsénico es uno de los compuestos tdxicos que
pueden atravesar facilmente cualquier barrera como la barrera placentaria y el
BBB y ejerce sus efectos toxicos a través de diversos mecanismos perjudiciales,
se pueden esperar los efectos toxicos del arsénico en el sistema reproductivo.
Ademas, la creciente literatura sobre la toxicidad reproductiva y del desarrollo
inducida por el arsénico sugiere fuertemente la toxicidad del arsénico en
maltiples 6rganos (Flora y Agrawal, 2017). Un estudio realizado por Webb et.
al. (2014) sugiere que durante el desarrollo prenatal y postnatal temprano puede
causar dafio permanente al embridn / feto en crecimiento y la descendencia. Los
estudios también han demostrado que la exposicion gestacional a niveles
moderados de arsénico conduce a una alteracion de la programacion fetal del
sistema glucocorticoide. (Lee et al., 2015).

Fuentes de arsénico en el medio ambiente

La principal fuente del As en el ambiente (hidrosfera, biosfera y atmosfera) es la
liberacion de As a partir de minerales enriquecidos con As. Las fuentes de As

pueden ser naturales, como la disolucién de compuestos As adsorbidos en
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minerales de pirita en el agua por factores geoquimicos y antropogénicos, por
medio del uso de herbicidas, fertilizantes, insecticidas, fosfatados, industrias de
semiconductores, mineria y fundicion, procesos industriales, combustion de

carbén , conservantes de la madera, etc. (Bundschuh et. al., 2011).
1.3.3.1. Agua subterranea / agua potable

De acuerdo con las directrices de la OMS, el limite recomendado de
arsénico en el agua potable es de 0.01 mg L%; sin embargo, los niveles
de As en el agua superficial no contaminada y en el agua subterranea
varian tipicamente de 1 a 10 pg L. Las concentraciones de agua
subterrdnea de As se reportan en un rango muy menor en El Toro de
0.5-5000 mg L que cubren la contaminacion natural en mas de 70
paises. La contaminacién del agua potable es la fuente principal de As
para el ser humano, pero para la poblacion que no estd expuesta al
consumo elevado de As, el consumo de alimentos cultivados en suelos
contaminados o0 agua contaminada de As, representan las principales
fuentes de ingesta de As para los humanos, causando un problema que
afecta a millones de personas en EI Toros area. (Bhattacharya et al.,
2012).

1.3.3.2. Aguas dulces

En los sistemas de agua dulce (rios y lagos), la variacion en la
concentracion de As esta en el rango de 0.15-0.45 pg L dependiendo
de la fuente, la disponibilidad y la geoquimica de las cuencas.
Basicamente las concentraciones en el agua de As de varios rios
contaminados varian entre 0,1y 2,1 mg L™ con un promedio de 0,8 mg
L, lo que podria deberse a la fuente de contaminacion, recarga de la
superficie, flujo de la base y litologia fundamental. Las entradas
geotérmicas, la evaporacion y la contaminacion del agua subterranea
son la causa principal de altas concentraciones de As en los rios, ademas
la actividad minera contribuye en las altas concentraciones de As en los
rios. Sin embargo, las directrices de la OMS para fines de riego, el

limite permitido de As en agua es de 0,10 mg L. (Singh et. al., 2015).
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1.3.3.3.

1.3.3.4.

1.3.3.5.

Aguas marinas

En el agua de mar, la concentracion de As suele ser inferior a 2 pg L,
y las concentraciones en aguas del Atlantico y del Pacifico profundo se
encuentran entre 1.0 a 1.8 mg L. Las concentraciones de As en aguas
estuarinas son mas uniformes que las aguas marinas abiertas. (Singh et.
al., 2015).

Concentracion de arsénico en el suelo

Segln la Agencia de Proteccion Ambiental de EE. UU., el limite
permisible de As en el suelo es de 24 mg kg™. En el caso del suelo,
también hay numerosas vias para propagar la contaminacion de As. Las
principales fuentes de su contaminacion en el suelo se identifican para
incluir muchas actividades hechas por el hombre, por ejemplo, el uso
de fertilizantes fosfatos, herbicidas, insecticidas, industrias de
semiconductores, mineria y fundicién, procesos industriales,
combustion de carbdn, conservantes de madera, etc. (Stafilov et. al.,
2010).

Concentracion de arsénico en alimentos

El arroz es un alimento basico para méas de la mitad de la poblacion
mundial, ya que es una buena fuente de carbohidratos, tiamina, vitamina
B6 y algunos elementos esenciales como el magnesio, el zinc y el cobre,
curiosamente, muchos de los paises productores de arroz sufren de
contaminacion por arsénico en sus aguas subterraneas o en su suelo; sin
embargo, el arroz puede acumular niveles peligrosos de elementos
toxicos como el arsénico, debido a su gran consumo diario, se acumula
en el cuerpo humano y representa una seria amenaza. También se ha
informado que las verduras y los productos carnicos son una buena
fuente de exposicion al arsénico para los seres humanos. La cantidad de
arsénico ingerido diariamente por los seres humanos a través de los
alimentos depende en gran medida de la cantidad de alimentos en la
dieta. (Shraim, 2014)
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1.3.4. Remocion de Arsénico por técnicas de oxidacion

Estas técnicas utilizan varios procesos y son las siguientes:

1.3.4.1.

1.3.4.2.

1.3.4.3.

Oxidacién y filtracién

El proposito principal de la oxidacién es convertir el As 111 soluble en
As V, que luego es seguido por la precipitacion de As V; esto es esencial
para el agua subterranea anaerobica porque As Ill es la forma
predominante de arsénico a pH neutro. En general, la oxidacion y la
filtracion se refieren a los procesos disefiados para eliminar el hierro y
el manganeso que se producen de forma natural. Por lo tanto, para la
eliminacién de As en el agua, la tecnologia de oxidacion / precipitacion
es muy efectiva. La oxidacion de As Il en As V se lleva a cabo
mediante oxidantes quimicos tradicionales (Ox) como el cloro (Cly), el
dioxido de cloro (ClO2), el ozono (Oz), el peroxido de hidrégeno
(H202), la cloroamina (NH2CI), el permanganato (MnQOy), y ferrato
(FeO4?). (Criscuoli et. al., 2012)

Oxidacién fotoquimica

El oxidante quimico mas ampliamente probado en presencia de hierro
natural en el campo es la oxidacién asistida por luz UV de As Ill. La
velocidad de oxidacion de As Ill en el agua se puede aumentar por
irradiacion UV en presencia de oxigeno. La luz UV/solar ayuda a
generar radicales hidroxilo a través de la fotolisis de las especies de Fe
I11: (FeOH2p) y en presencia de radicales hidroxilo y O, la velocidad
de oxidacion se vuelve mas rapida. (Ryu et. al., 2013)

Oxidacién biolégica

Es relativamente un nuevo método de oxidacion de hierro y manganeso
como método de tratamiento para la eliminacion de As. Los métodos
de tratamiento bioldgico explotan procesos biologicos naturales que

permiten que ciertas plantas y microorganismos ayuden en la

remediacién de metales en el suelo y las aguas subterraneas. Este
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1.3.4.4.

proceso se basa en el hecho de que las aguas subterraneas contaminadas
generalmente reducen y contienen concentraciones de hierro y
manganeso. En el sistema de tratamiento, se ha encontrado que ocurre
la siguiente secuencia de reacciones: (i) oxidacion de Mn IllaMn IV y
Fe Il a Fe IlI, (ii) oxidacion de As Il a As V, (iii) precipitacion de
Oxidos de manganeso, (iv) abiotico oxidacion de As Il por los 6xidos
de manganeso, y (v) sorcion de As V por los 6xidos de manganeso,
donde los pasos (i) y (ii) son bidticos y los pasos (iii) a (v) son abioticos.
Por lo tanto, las bacterias desempefian un papel importante tanto en la
oxidacion de As Il como en la generacion de superficies reactivas de
Oxido de manganeso para la eliminacion de As Il y As V disueltos.
(Singh et. al., 2015).

Oxidacion in situ

La oxidacion in situ se puede lograr bombeando el agua oxigenada en
el acuifero subterraneo para reducir el contenido de As en el agua
subterranea bombeada. Su potencial para la eliminacién de As se
investiga en muy pocos estudios, aunque los resultados muestran que

las concentraciones de As pueden reducirse en la zona de aguas

subterraneas antes de la extraccion de agua (Van Halem et al., 2010).

1.3.5. Remediacion microbiana

Los microorganismos se utilizan en areas contaminadas, los cuales deber ser

inoculados o existir en el lugar para acelerar la remediacion. Los cuales realizan

lo siguiente:

»  Bacterias Pseudomonas transgénicas con capacidad de degradar

compuestos tOXicos en menos Nocivos.

»  Bacterias capaces de degradar una marea negra ocasionada por los

derrames de petrdleo 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.
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»  Bacterias que reducen metales toxicos del suelo en otras menos toxicas o

insolubles, como la reduccién 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

petroleo o carbdn 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 petréleo, o el azufre
que producen las centrales energéticas de carbon causante de la lluvia
acida.

1.3.6. Pseudomonas aeruginosa

Es un bacilo Gram-negativo, aerobio, con motilidad unipolar. Es un patégeno
oportunista en humanos y también en plantas. Estan conformadas por una sola
célula en forma de bastén razén 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. (Pellizzari et al., 2015).
1.4. Formulacion del problema

¢ Cual es la capacidad de remocidn de Arsénico por Pseudomonas aeruginosa a
diferente tiempo y concentracion, en aguas contaminadas del rio El Toro —

Huamachuco?
1.5. Justificacion del estudio

La contaminacion causada por arsénico debido a su biocumulacion en el organismo
provoca graves dafios en la salud humana, debido a que en las areas cercanas a las

actividades mineras formales e informales, se ha encontrado niveles que exceden los
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10 ug/L de arsénico en aguas procedentes de rios y acuiferos. Por ello, la presencia
de metales pesados como: el plomo, mercurio, cadmio, arsénico, etc., contribuyen en

el aumento de la contaminacion.

Por otro lado, aunque en el pais existe un decreto Ley N° 29338, ley de recursos
hidricos y su reglamento y la Comision Politica del Perd, al dia de hoy no vienen
siendo acatados por los sectores mineros, ya que en el 2010, la Asociacion Marianista
de Accion Social (AMAS), la Universidad Nacional de Trujillo y las rondas
campesinas, realizaron un estudio de la cuenca de los rios Perejil (Otuzco),
Chuyugual (Sanchez Carrion) y Caballomoro (Santiago de Chuco), reportandose la
contaminacion por metales pesados, asi mismo, estudios han demuestrado que la
actividad minera produce drenajes acidos con indices elevados de fosfatos y nitratos
que contaminan el rio Chuyugual, encontrandose también se concentraciones
elevadas de arsénico y mercurio. Por lo que la poblacién exige que las autoridades
soluciones el problema ocasionado por las actividades mineras formales e informales

desarrolladas en el Cerro El Toro y zonas aledafias, en el aspecto social y ambiental.

Huamachuco viene siendo contaminado, lo que estd produciendo en las personas
enfermedades, siendo las mas afectadas los pobladores que trabajan en las
actividades mineras y consumen agua de los rios o canales, del mismo modo el
ecosistema esta contaminado, los suelos improductivos y el agua no apta para tomarla

y al aire en veneno.

El objetivo de este trabajo es contribuir dilucidar las causas de la contaminacion de
arsénico en aguas de consumo humano y el método que se podria usar para su

remediacion.
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1.6.0Objetivos

1.6.1. Objetivo General

Determinar la capacidad de remocidon de arsénico por Pseudomonas aeruginosa a
diferente tiempo y concentracion, en aguas contaminadas del Rio El Toro —

Huamachuco.

1.6.2. Objetivos Especificos

Determinar la concentracion de arsenico presente en las aguas del Rio El Toro -

Huamachuco.

Analizar la capacidad de remocion de arsénico en las aguas del rio ElI Toro
Huamachuco por accion de 1.05x10%° UFC de Pseudomonas aeruginosa en periodos

de 24, 48, 72 horas a condiciones naturales y estériles.

Analizar la capacidad de remocion de arsénico en las aguas del rio EI Toro
Huamachuco por accion de 2.1x10%° UFC de Pseudomonas aeruginosa en periodos

de 24, 48, 72 horas a condiciones naturales y estériles.

Analizar la capacidad de remocion de arsénico en las aguas del rio EI Toro
Huamachuco por accion de 3.15x10%° UFC de Pseudomonas aeruginosa en periodos

de 24, 48, 72 horas a condiciones naturales y estériles.

Comparar la concentracion de arsénico del agua del rio EI Toro Huamachuco con los

estandares de calidad ambiental.
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II. MATERIALY METODOS

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 (2.10x10°ufc)

PA3: Concentracion de Pseudomonas aeruginosa (3.15x10ufc)

TR1: Tiempo de remocion (24 h)

TR2: Tiempo de remocion (48 h)

TR3: Tiempo de remocioén (72 h)
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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 remocion: 24, 48 y 72 horas
b. Variable Dependiente

- Remocion de Arsenico. (%)
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2.2.2 Operacionalizacion

CONCEPTO O ) DEFINICION
DEFINICION CONCEPTUAL INDICADORES
VARIABLE OPERACIONAL
. El recuento de Pseudomonas
Concentracion de ) ) -
_ ) L aeruginosa viables se realizo por el
Pseudomonas Bacilo Gram-negativas, aerdbica, con ] L
] . ] método de diseminacion en placa, UFC
aeruginosa motilidad unipolar. ] o
usando como medio de crecimiento
Agar Centrimide,
_ Se tomo 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
Cantidad de iones arsénicos en
soluciones acuosas presentes después de Se calculd restando de la
Remocidn de un tratamiento, expresadas en concentracion inicial Mo, la Porcentaje
Arsénico miligramos por cada litro de solucion concentracion resultante Mi después
(ppm) del tratamiento
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2.3.Poblacién y muestra

2.3.1. Poblacién

Agua del Rio EIl Toro, Huamachuco.

2.3.2. Muestra
La muestra considerada para realizar los andlisis y tratamientos con Pseudomonas
aeruginosa, fue de 5 litros de agua extraidas del punto de toma con coordenadas
latitud: -7.493623, longitud: -78.245890 del rio EI Toro, Huamachuco.

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

El instrumento fue validado por tres expertos con grado de magister o doctor,
especialistas y/o técnicos en procesamientos microbiolégicos o quimicos, especialistas

en desarrollo de investigacion.

2.5.Método de analisis de Datos

Los datos obtenidos estdn ordenados en tablas para un mayor entendimiento de la
aplicacion de las pruebas estadisticas de normalidad y analisis de varianza (ANOVA),
con lo cual se contrasté la hip6tesis planteada y se determind si existe o no efecto de la
Pseudomonas aeruginosa en la remocién de arsénico de las aguas del rio ElI Toro —

Huamachuco.

2.6.Aspectos éticos

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

ser humano o a la ecologia.
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I11.  RESULTADOS

Tabla 1: Porcentaje de remocién de Arsénico por accion de diferentes concentraciones de
Pseudomonas aeruginosa, en las aguas del rio El Toro — Huamachuco en condiciones

Tratamiento Concentracion
(Pseudomonas
aeruginosa UFC)

1.05 x 10*°
2.10 x 10°
3.15 x 10"
1.05 x 10%°
2.10 x 10"°
3.15x 10"
1.05 x 10*°
2.10x 10"
3.15x 10"

O 00 N OO 1 A W N BB

Fuente: Propia

naturales.

Tiempo de
Remocidn
(hrs)

24
24
24
48
48
48
72
72
72

Repeticion

1 (%)

2.98
21.32
54.97
10.15
30.41
57.89
15.13
44.95
61.95

Repeticion2 Promedio

(%)

5.71
19.59
53.74
10.48
29.82
58.51
17.72
46.49
59.81

(%)

4.35
20.46
54.36
10.32
30.12
58.20
16.43
45.72
60.88

Interpretacion: Los mayores porcentajes de remocion de arsénico, en las aguas del rio EI Toro

— Huamachuco en condiciones naturales, fueron obtenidos por accion de 3.15 x 10%° UFC de

Pseudomonas aeruginosa, tras un periodo de 72 horas, la remocién mas significativa que

podemos observar en la tabla es de 60.88%.
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Tabla 2: Porcentaje de remocion de Arsénico por accion de diferentes concentraciones de
Pseudomonas aeruginosa, en las aguas del rio EI Toro — Huamachuco en condiciones

estériles.

Tratamiento Concentracion Tiempo de Repeticion Repeticion  Promedio

(Pseudomonas Remocion 1(%) 2 (%) (%)
aeruginosa (hrs)
UFC)
10 1.05 x 10%° 24 29.31 26.94 28.13
11 2.10 x 10%° 24 52.75 49.82 51.29
12 3.15 x 10%° 24 83.28 86.62 84.95
13 1.05 x 10 48 25.93 28.41 27.17
14 2.10 x 10%° 48 53.18 51.53 52.36
15 3.15 x 10" 48 84.62 80.39 82.51
16 1.05 x 10%° 72 36.18 34.51 35.35
17 2.10 x 10% 72 65.38 68.92 67.15
18 3.15 x 10%° 72 97.74 95.69 96.72

Fuente: Propia

Interpretacion: los mayores porcentajes de remocion de arsénico en las aguas del rio El Toro
— Huamachuco en condiciones estériles, fueron obtenidos a partir de la aplicacion de 3.15 x 10%°
UFC de Pseudomonas aeruginosa, tras periodos de 24, 48 y 72 horas, en lo cual podemos
observar que los porcentajes de remocidn mas significativos es de 84.95%, 82.51% y 96.72%

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

Shapiro-Wilk
Estadistico al Sig.
Concentracion 1.05 x 10 0.967 6 0.724
bacteriana 21 x 100 0.984 6 0.885
3.15 x 1010 0.911 6 0.372

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 0.982 6 0.941
Tiempode g 0.924 6 0.893
Remocion
72 0.980 6 0.940

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.

0,356 2 15 0,714
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.

0,025 2 15 0,975
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.

Origen de las  Suma de Grados Promedio - Val_or

variaciones cuadrados .. de de los F Probabilidad  critico
libertad cuadrados para F

Concentracion 3475.78 2 1767.85 100.13 0.00 6.91

Tiempo 254.11 2 128.12 7.35 0.03 6.91

Error 67.64 4 16.27

Total 3707.53 8

Fuente: IBM SPSS statistics 23

Interpretacion: Se muestra el p-valor superior a 0.05 para la concentracion y el tiempo de
remocién, 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 concentracidn bacteriana en agua Natural.

Concentracion Subconjunto para alfa = 0.05
Bacteriana N 1 2 3
1.05 x 10%° 3 10,3617
2.1x10% 3 32,0967
3.15x 10" 3 57,8117
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 57.81 de concentracion

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 26.3850

48 3 32,8767

72 3 41.0083

Sig. 0,785

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 447451 2 2214.36 261.42 0.00 6.93
Tiempo 278.93 2 144.21 17.97 0.01 6.93
Error 30.00 4 7.00

Total 4783.44 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 30,2133
2.1 x10% 3 56,9300
3.15x 10% 3 88,0567
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 estéril, la prueba HSD Tukey Vemos que el mejor promedio es 88.06 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 54,7867
48 3 54,0100
72 3 66,4033
Sig. 0,837

Fuente: IBM SPSS statistics 23

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

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

En la Tabla 1, después de realizar los tratamientos a diferentes tiempos de remocion y diferentes
concentraciones de Pseudomonas aeruginosa, se observa que el agua a condiciones estériles
tiene mejor remocién de arsénico, debido a que la Unica interaccion que se da es la de
Pseudomonas aeruginosa y el metal arsénico; mientras que, la remocion de arsénico del agua a
condiciones naturales es mucho menor, lo que segun Pellizari et. al. (2015), podria deberse a la
presencia de otros microorganismos en el agua, como microalgas, que impiden que las
Pseudomonas aeruginosa, presentes se desarrollen adecuadamente, debido a la competitividad
que puede haber entre ellas por los nutrientes, interfiriendo una con otra en su actividad
metabdlica y en su supervivencia, generando competencia entre las especies proliferando la que
mejor esta adaptada al medio o a la presencia de depredadores y virus que juegan roles similares

a los depredadores.

El mayor porcentaje de remocidn de arsénico en las aguas del rio EI Toro — Huamachuco en
condiciones estériles, fue obtenido a partir de la aplicacion de 3.15 x 10*° UFC de Pseudomonas
aeruginosa, tras un periodo de 72 horas, en lo cual podemos observar que el porcentaje de
remocion mas significativo es de 96.72% como se observa en la Tabla 2, coincidiendo con
Pellizari et al (2015) en su investigacion, en la que desarroll6 un biorreactor con Pseudomonas
aeruginosa, que removio hasta 60% de arsénico tras un periodo de tiempo de 93 dias, esto puede
deberse a la diferente concentracion de Pseudomonas aeruginosa aplicada para el tratamiento;
determinandose que la remocion se debi6 a la oxidacion del arsenito (As*)que es muy soluble
en agua, a arseniato (As*®) que es poco soluble en agua por Pseudomonas aeruginosa que utiliza

esta transferencia de electrones como energia para su metabolismo.
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CONCLUSIONES

Se encontro que Pseudomonas aeruginosa tiene la capacidad de remocion de arsenico
a diferente tiempo y concentracion.

Se determind que la concentracion de arsénico presente en el agua del Rio El Toro-
Huamachuco, fue 2.2 ppm.

Se analizd y determind la capacidad de remocion de arsénico presente en las aguas del
Rio El Toro-Huamachuco, encontrandose que la concentracion de 1.05 x 10'° UFC de
Pseudomonas aeruginosa logra remover hasta un 4.35 % de arsénico a condiciones
naturales y un 28.13 % en condiciones estériles durante un periodo de 24 horas.

Se analizd y determind la capacidad de remocion de arsénico presente en las aguas del
Rio El Toro-Huamachuco, encontrandose que la concentracion de 2.10 x 10'° UFC de
Pseudomonas aeruginosa logra remover hasta un 30.12 % de arsénico a condiciones
naturales y un 51.29 % en condiciones estériles durante un periodo de 48 horas.

Se analizd y determind la capacidad de remocion de arsénico presente en las aguas del
Rio El Toro-Huamachuco, encontrandose que la concentracion de 3.15 x 10'° UFC de
Pseudomonas aeruginosa logra remover hasta un 60.88 % de arsénico a condiciones
naturales y un 96.72 % en condiciones estériles durante un periodo de 72 dias.

Después de realizado el experimento se puede observar que los resultados obtenidos en
las aguas del rio El Toro, tanto a condiciones naturales como estériles no sobrepasan los
estandares de calidad ambiental.
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VI.

RECOMENDACIONES

Se recomienda en proximas investigaciones las concentraciones de arsénico sean

mayores, para observar una mayor remocion por Pseudomonas aeruginosa.

Se recomienda aumentar la concentracion de UFC de Pseudomonas aeruginosa para

saber si esta bacteria puede eliminar el arsénico presente en el agua en su totalidad.

Se recomienda realizar estudios con Pseudomonas aeruginosa, utilizando otros metales,

para determinar si también puede removerlos y cuél seria su porcentaje de remocion.
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VI, ANEXOS

Anexo 01: Instrumento de Recoleccién de datos

Titulo de investigacion

Investigadores

|. DATOS GENERALES

Material biolégico

Temperatura

FICHA DE OBSERVACION

Il. DETERMINACION DE CONCENTRACION DE MATERIAL BIOLOGICO

| Medio de cultivo|

| Tiempo de cultivo|

UFC/ml
Dilucién Recuentol | Recuento?2 |Promedio
10" -5
10" -6
10M -7
11l. DETERMINACION DE REMOCION DE ARSENICO
] - .
Volumen Pseudomona | Tiempo fje [ ]Arsénico [' ].Arsenlco Final en % . L-] Arsénico lFi‘r:aI en % By
bacteriano aeruginosa Rz:f;:::.:)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 atémica
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Anexo 02: Procedimiento Experimental

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

de aislamientos en agar Centrimide.

b) Agua del rio EI Toro- Huamachuco: Se recolectaron 5 litros de agua del rio El Toro-

Huamachuco y se determind su contenido de arsénico.

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

b) Agua del rio ElI Toro- Huamachuco: Las muestras se recolectaron en material de
vidrio esterilizado de 1 litro de capacidad, siendo trasladadas hasta la ciudad de Trujillo

en un cooler para su conservacion.

> Tratamiento

a) Pseudomonas 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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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.

b) Agua del rio El Toro — 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 arseénico se realizO mediante la técnica de
espectrofotometria de absorcion atdmica con la cual se determind la concentracion
inicial de arsénico del agua del rio EI Toro-Huamachuco y las concentraciones

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

método de recuento en placa.
100 ul
10°=>300/>300
10 =129/ 163 = promedio (146)

107=21/19 - promedio (20)

ImL

10°°=>300/>300

10 = 151*10 = 1510 ufc/mL
1077=23*10 - 230 ufc/mL

Muestra = ufc/mL *invertido Dilucién
Muestra = 230 * 10’

Muestra = 23*108 ufc/mL

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

M= 23*108 ufc/mL*5mL->  1,05*10°UFC

M= 23*108 ufc/mL* 10mL-> 2,1*10°UFC

M= 23*108 ufc/mL* 15mL-> 3,15*10°UFC
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Anexo 04: Aislamiento de Pseudomonas aeuriginosa

A.- Cultivo puro de Pseudomonas aeruginosa B.- Cultivo puro de Pseudomonas aeruginosa

en Agar Mac Conkey C.- Cultivo puro de Pseudomonas aeruginosa en Agar Cetrimide
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ANEXO 05 : Preparacion de indculos de Pseudomonas aeuriginosa

A.- Cultivo puro de Pseudomonas aeruginosa en Agar Nutritivo B.- Suspension de cultivo de
Pseudomonas aeruginosa en caldo TSB. C.- Preparacion de diluciones hasta 10 , 10 y 107
D.-Siembra por Técnica de superficie 100 ul de la dilucion 10° , 10 y 107 E.- Recuento de
placa UFC/ ml con el Contador de colonias
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ANEXO 06 : Evaluacién de la concentracién de Pseudomonas aeuriginosa en muestra de agua de rio el

Toro

A.- 200ml de agua de rio en cada matraz B.- Caldo TSB con Pseudomonas aeuriginosa a 5,
10 y 15 ml a cada matraz C.- Incubar a 24, 48 y 72 h con el método de agitacién D.- A cada
muestra se agregd Hidréxido de Sodio hasta mantener el pH basico.
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ANEXO 07 : Recoleccion de las muestras de agua:

Las muestras de agua del rio El Toro se recolectaran en botellas de vidrio de 1 litro de capacidad,
previamente lavadas con HCI 0.1 N, enjuagadas con agua destilada y luego esterilizadas a vapor
en autoclave. Se tomaran muestras repetidas tres veces en diferentes puntos, a contra corriente,

otra al borde del rio y otra a 3 metros de distancia del borde y a 10 centimetros de profundidad.

Fig 01 : Toma de muestras en el Rio El Toro - Huamachuco
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REPORTE DE ANALISIS

SOLICITANTE : KATHERINE POLO SANCHEZ, LAYZA AVALOS CRISTHIANS
JOSUE.
MUESTRA : AGUA DEL RIO GRANDE — HUAMACKUCO
INGRESO DE MUESTRA : 22 DE OCTUSRE DEL 2018
Parametro Unidades Resultado
Arsénico Ppm 2.2
TRUJILLO 23 DE OCTUBRE 2018
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SERVICIOS DE ANALISIS Y ASESORIA
DELTAS S.R.L.

REPORTE DE ANALISIS
SOLICITANTE - KATHERINE POLD SAMCHEZ, LAYZA AVALOS CRISTHIANS
MOSUE.
MUESTEA AGUA DEL ELTORD — HUAMACHUCD
INGRESO DE MUESTRA © 30 DE OCTUBRE DEL X01=
Musstra Horas mlL ppm As

ARCM L 3 388
BRCH 24 10 2132
ARCM a2 13 34.57
BRCH 43 3 10.1%
ARCM 4= 10 30.41
BRCH 43 i3 37.E9
ARCM JI 3 13.13
BRCH 7 10 2453
BRCH TI i3 &1.53
BRE 24 3 29.31
ARE 22 10 3273
BRE 24 i3 83.23
ARE 4= 3 1353
BRE 43 10 33.13
ARE 4= i3 E4.61
BRE Tz 3 36.138
ARE T 10 5335
ARE 7 i3 57.74

[4) METODOD DE ABS0RCION ATOMICA

TRELWILLD OF DE NOVIEMERE 204E

M5 W DE COSTILLY SaNC
BERE DE LABDRATCRIO

:wmusmnmmmca@
SR

e —— s — a e e

Uk, Manseerals & Frajis M N2 Lade % Trujllo-La Likerind, Rue; XHEI 55048
T (il RO | iianln § 3 A Diadids, Hamuil 3 Ly
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SERVICIOS DE ANALISIS Y ASESORIA
DELTAS S.R. L.

REPORTE DE ANALISIS
SOLICITANTE : KATHERINE POLO SANCHEZ, LAYZA AVALOS CRISTHIANS
JOSUE.
MUESTRA : AGUA DEL RIO ELTORO - HUAMACHUCO
INGRESO DE MUESTRA : 13 DE NOVIEMERE DEL 2012
Muestra Horas mi ppm As
ARCN 24 3 371
ARCN 24 10 19.39
ARCN 24 13 3374
ARCN 42 3 1042
ARCN 42 10 25.82
ARCN 43 i3 38.31
ARCN 72 3 17.72
ARCN 72 10 4643
ARCN 72 13 J9.81
ARE 24 3 26.54
ARE 24 10 43.82
ARE 24 13 86.62
ARE 4z 3 28.41
ARE 4z 10 31.33
ARE 4z 13 2039
ARE 72 3 3431
ARE 72 10 58.52
ARE 72 13 93.69

|A) METODO DE ABSORCION ATOMICA

TRUILLO 17 DE NOVIEMBRE 2018

L — e

“INENOE COSTILLA s.moe{

JEFE DE LABDRATCRO

P 13715/ FERTO wuco@
S

Urb, Monseerate £ Frape M D2 Lode 9 Teu/llo-La Libertnd. Rue: 20482155054
TIR: 08428001 1 SME0063 3OS0, Famall: b bund o gl o

55de 47



