UNIVERSIDAD CATOLICA SEDES SAPIENTIAE

FACULTAD DE INGENIERIA AGRARIA
CARRERA DE INGENIERIA AMBIENTAL

TESISDE INVESTIGACION
“REMOCION DE PLOMO Y CADMIO PRESENTE EN EL
AFLUENTE DEL RiO PATIVILCA, BARRANCA-LIMA POR
CELULASINMOVILIZADAS DE Pseudomonas putida ATCC

49128”

EJECUTOR:
Bach. KENJI TAKAHASHI SANCHEZ

ASESORA:
Mg. HEIDI ISABEL SANCHEZ TORRES

HUACHO - PERU

2018



ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS
ACTA N*01%.- 2018/UCSS/FIA

W

3 05 de la Filial Huaura:
integrado por:

Siendo las 02‘00 pm
Végueta - Universi

g @s :

dela Facullad de Inge WL

Q\\
le Acta al Dacanato
; @PEDITA para conferirle al
TITULO de INGENIERO #

Firmado en Huaura, 03 de diciembre de 2018,

Mg. Sc. Heid isabel Sanchez Torres
ASESCRA




DEDICATORIA

El cientifico no tiene por objeto un resultado inmediato. El no esperaque susideas avanzadas

sean facilmente aceptadas. Su deber es sentar |as bases para aquellos que estan por venir y

sefialar el camino.

(Nikola Tedla, 1956-1943)



AGRADECIMIENTOS

Agradezco a mi padre José Antonio Takahashi Laurente y a mi madre Jeannette Sanchez
Botia, por € apoyo incondicional que siempre me otorgan para cumplir todos mis logros
importantes en mi vida. También agradezco a mi hermana sé que ella me apoyara siempre
gue necesite su ayuda, de igual forma a mi amigo Hunter que siempre lo reflgja con su
degria

Sinceramente quiero agradecer a mi asesora Heidi Isabel Sanchez Torres y al coasesor
Armando Chiclla Salazar por ensefiarme y guiarme en todo el proceso delatesis, yaque esto
no seriaposible sin ellos.

Agradezco a Lucia Mabel Salas Zafra por apoyarme siempre en los afios que estudiamos
juntosen launiversidad. A Paola L udefia, hemos pasado unaodisearealizando nuestrastesis,
pero hemos podido superar todos los obstéculos y problemas que nos han puesto en medio,
en verdad muchas gracias por apoyarme en €l laboratorio. A Georgina Cristina Dextre Rojas
(Laanimalista de corazdn), Brenda Coa Pozo (Brendita), Bertha Mufioz Flores (Berthifia) y
Jeampiere Rall Mérquez Ignacio (El terrible) gracias por apoyarme en mi tesis cuando més
lo necesitaba. También agradezco a mis amigos Karol Paola Sanchez, Alvaro Gonzéles

Bisso, Juan Tantte Vaderrama, Jhony Anaya Arcey AnalLuciaTorres.

Atte. Kenji Takahashi Sanchez

o GiE e o TF o R



INDICE GENERAL

Pag.

CARATULA i
ACTA DE SUSTENTACION i
DEDICATORIA ii
AGRADECIMIENTOS v
INDICE GENERAL v
INDICE DE TABLAS viii
INDICE DE FIGURAS iX
iNDICE DE APENDICES X
RESUMEN Xii
ABSTRACT Xiii
INTRODUCCION Xiv
CAPITULO I: MARCO TEORICO 1
1.1. ANTECEDENTES 1
1.2. BASESTEORICAS 7
1.2.1. Cuenca 7
1.2.1.1.CuencaPativilca 10
1.2.2. Eutrofizacion y nutrientes 11
1.2.3. Calidad de agua 11
1.2.4. Metales pesados 12
1.2.4.1.Plomo 14
1.2.4.2.Cadmio 18
1.25. Bacterias 22
1.2.6. Pseudomonas 25
1.2.6.1.Pseudomonas putida 28
1.2.7. Resistenciay tolerancia de las bacterias alos meta es pesados 30
1.2.8. Biorremediacion 31
1.2.9. Inmovilizacion de células 33
CAPITULO II: MATERIALESY METODOS 36
2.1. DISENO DE LA INVESTIGACION 36

2.1.1. Lugary fecha 36



2.1.2. Descripcion del experimento 36

2.1.2.1.Activacion de la cepa Pseudomonas putida ATCC 49128 37
2.1.2.2.Adaptacion y seleccion de colonias de pseudomonas putida ATCC 49128

resistentes a altas concentraciones de plomo y cadmio. 38
2.1.2.3. Tomade muestra 39

2.1.2.4.Preparacion de las muestras de agua extraidas del afluente del rio Pativilca 40

2.1.2.5.Caracterizacion fisico-quimica de las muestras de agua extraido del afluente del
rio Pativilca-Lima 41

2.1.2.6.Inmovilizacion de Pseudomonas putida ATCC 49128 con alginato de calcio 41

2.1.2.7.Evauacion de la capacidad de remocion de plomo y cadmio por la cepa

Pseudomonas putida ATCC 49128 aplicada en las muestras de agua extraido
del afluente del rio Pativilca 42

2.1.2.8.Cinética de crecimiento 43

2.1.2.9.Evaluacion de parametros fisico-quimico durante la aplicaciéon de las  perlas

de aginato de calcio con células de Pseudomonas putida ATCC 49128 alas

muestras de agua extraidas del afluente del rio Pativilca 44

2.1.3. Tratamientos 45
2.1.4. Unidades experimentales 46
2.1.5. Disefio estadistico del experimento 46
2.1.6. Andisisestadistico 46
CAPITULO I11: RESULTADOSY DISCUSION 48
3.1. RESULTADOS 48
3.1.1. Caracteristicas fisico-quimicos iniciales de las muestras de agua extraidas del
afluente del rio Pativilca 48

3.1.2. Crecimiento bacteriano de la cepa Pseudomonas putida ATCC 49128 49
3.1.3. Adaptacion y seleccion de colonias de Pseudomonas putida ATCC
49128 resistentes a altas concentraciones de plomo y cadmio 50

3.1.3.1. Adaptacion en nitrato de plomo 50
3.1.3.2.Adaptacion en sulfato de cadmio 51

3.1.4.

3.15.

Seleccion delas cdlulas de la cepa Pseudomonas putida ATCC 49128 adaptadas
alos metales de cadmio y plomo 52
Variacion dela concentracion de nitrégeno total en las muestras de agua extraidas
del afluente del rio Pativilca 53

vi



3.1.6.

3.1.7.

Variacion de la concentracion de fosforo total en las muestras de agua del
extraidas del afluente del rio Pativilca 55
Variacion de pH en las muestras de agua extraidas del afluente del rio Pativilca
58

3.1.8. Variacion de conductividad en las muestras de agua extraida del afluente del rio
Pativilca 60

3.1.9. Variacion delaconcentracion de cadmio en las muestras extraidas del afluente del
rio Pativilca 62

3.1.10. Evauacion de remocion del cadmio 64
3.1.11. Variacion de la concentracion de plomo en las muestras de agua extraida  del
afluente del rio Pativilca 66

3.1.12. Evauacion de remocion en plomo 68
3.1.13. Caracteristicas fisico-quimicos finales de las muestras de agua extraida del
afluente después del tratamiento 70

3.2. DISCUSION 71
CAPITULO IV: CONCLUSIONES 7
CAPITULO V: RECOMENDACIONES 78
REFERENCIAS 79
TERMINOLOGIA 88

APENDICES 92

vii



INDICE DE TABLAS

Pag.

Tabla 1. Tabla de mensuracion

Tabla 2. Tiempo y tratamiento considerados en la investigacion (T: tiempo; Trl:
tratamiento 1; AP: agua del afluente del rio Pativilca conteniendo Pb o Cd)

Tabla 3. Promedio de los resultados de los andlisis fisico-quimico de la muestra de
agua del rio Pativilca (promedio + desviacién estandar)

Tabla 4. Parametros cinéticos de crecimiento bacteriano

Tabla 5. Resultados en la adaptacion de la cepa Pseudomonas putida ATCC 49128 en
el medio con diferentes concentraciones de nitrato de plomo (Pb (NO3)2)
(promedio + desviacién estandar)

Tabla6. Resultados en la adaptacion de la cepa Pseudomonas putida ATCC 49128 en
el medio con diferentes concentraciones de sulfato de cadmio (Cd(SOa)
(promedio + desviacion estandar)

Tabla 7. Andlisis de variacion en e parametro del nitrégeno total (promedio +
desviacion estandar)

Tabla 8. Andlisis de variacién en € parametro del fosforo total (promedio +
desviacion estandar)

Tabla 9. Andlisis de variacién en e parametro del cadmio (promedio + desviacion
estandar)

Tabla 10. Andlisis dela variacién en € parametro de plomo (promedio + desviacién

estandar)

Tabla 11. Andlisis de la variacion en € parametro de pH (promedio + desviacién

estéandar)

Tabla 12. Andlisis de variacion del parametro de conductividad (promedio +

desviacion estandar)

Tabla 13. Remocion en porcentaje de cadmio (promedio + desviacion estandar)

Tabla 14. Remocion en porcentaje de plomo (promedio + desviacion estandar)

Tabla 15. Promedio de los resultados de los analisis fisico-quimico de la muestra del

Afluente del rio Pativilca luego del tratamiento con perlas de alginato de
calcio con Pseudomonas putida ATCC 49128 a las 24 horas (promedio +
desviacion estandar)

viii

45

46

48

50

51

52

53

56

58

61

63

66
68

69



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Transporte y ciclo de la contaminacion por plomo

Figura 2. Contaminacion por cadmio: transporte y ciclo

Figura 3. Arbol filogenético del dominio Bacterias

Figura 4. Morfologia representativa de las células procariotas

Figura 5. Diagrama esquematico de paredes celulares. (a) Pared celular grampositiva.

(b) Pared celular gramnegativa

Figura 6. Estructura general de una célula procariota

Figura 7. Mecanismo de interaccion de Pseudomonas con |os metal es pesados

Figura 8. Mecanismo de interaccién de los microorganismos con |os metales

Figura 9. lones polivalentes del calcio inducen asociacion entre cadenas adyacentes de

&cido aginico

Figura 10. (A) Cadenas de alginato de sodio sin entrecruzamiento. (B) cadenas
adyacentes de aginato de sodio entrecruzadas con iones calcio
(entrecruzamiento de las cadenas polimeéricas)

Figura 11. Diagrama de flujo del proceso de la activacion de la cepa Pseudomonas
putida ATCC 49128

Figura 12. Diagramade flujo de la adaptacién de |as Pseudomonas putida ATCC 49128
en metales

Figura 13. Ubicacion de latoma de muestraen el rio Pativilca

Figura 14. Diagramadeflujo delaelaboracion de perlas de a ginato de calcio con células
de Pseudomonas putida ATCC 49128

Figura 15. Curvade crecimiento de la Pseudomonas putida ATCC 49128

Figura 16. Variacion de nitrogeno total y el control

Figura 17. Variacion de fosforo total y el control

Figura 18. Variacion de pH y su control

Figura 19. Variacion de conductividad

Figura 20. Variacion de cadmio y su control

Figura 21. Remocion de cadmio

Figura 22. Variacion de plomo 'y su control

Figura 23. Remocién de plomo

Pag.
16
19
22
23

24
24
27
32

35

38

39
40

42
49

57
59
61
63
65
67
68



INDICE DE APENDICES

Pag.

Apéndice 1. Descripcién de nitrégeno total 92
Apéndice 2. Prueba de homogeneidad de varianzas de nitrogeno total 92
Apéndice 3. Andlisis de varianzas (ANOVA) para la concentracion de nitrégeno

total 92
Apéndice 4. Comparacion multiples de HSD de TUKEY para nitrégeno total 93
Apéndice 5. Prueba HSD de TUKEY para nitrogeno total 9
Apéndice 6. Descriptivos de fosforo total o7}
Apéndice 7. Prueba de homogeneidad de varianzas de fosforo total. %4

Apéndice 8. Andisis de varianzas (ANOVA) parala concentracion de fosforo total 95

Apéndice 9. Comparacion multiples de HSD de TUKEY parafdsforo total 95
Apéndice 10. Prueba HSD de TUKEY parafésforo total 96
Apéndice 11. Descriptivos de pH 96
Apéndice 12. Prueba de homogeneidad de varianzas de pH 96
Apéndice 13. Andlisis de varianzas (ANOVA) para pH 97
Apéndice 14. Comparacion multiples de HSD de TUKEY para pH 97
Apéndice 15. Prueba HSD de TUKEY para pH 98
Apéndice 16. Descriptivos de conductividad 98
Apéndice 17. Prueba de homogeneidad de varianzas de conductividad 98
Apéndice 18. Andlisis de varianzas (ANOVA) para conductividad 99
Apéndice 19. Comparacion multiples de HSD de TUKEY conductividad 99
Apéndice 20. Prueba HSD de TUKEY para conductividad 100
Apéndice 21. Descriptivos de cadmio 100
Apéndice 22. Prueba de homogeneidad de varianzas de cadmio 100
Apéndice 23. Andlisis de varianzas (ANOVA) parala concentracion de cadmio 101
Apéndice 24. Comparacion multiples de HSD de TUKEY paracadmio 101
Apéndice 25. Prueba HSD de TUKEY paracadmio 102
Apéndice 26. Descriptivos de plomo 102
Apéndice 27. Prueba de homogeneidad de varianzas de plomo 102
Apéndice 28. Andlisis de varianzas (ANOV A) parala concentracion de plomo 103

Apéndice 29. Comparacion multiples de HSD de TUKEY paraplomo 103



Apéndice 30. Prueba HSD de TUKEY paraplomo 104
Apéndice 31. Resultado de monitoreo de Autoridad Local del Agua de Barranca

ANA en 2014 104
Apéndice 32. Mapa de puntos de monitoreo de Autoridad Local del Agua de
Barranca-ANA en 2014 105
Apéndice 33. Parametros fisico-quimico de la categoria 3 de D.S.004-2017-
MINAM (Esténdares de Calidad de Agua) 106
Apéndice 34. Pardmetros de metales de la categoria 3 de D.S.004-2017-MINAM
(Estandares de Calidad de Agua) 107

Apéndice 35. Registro fotogréfico de lainvestigacion 108

Xi



RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo principal la evauacion de la remocion de los
metales plomo y cadmio presentes del agua extraido del afluente del rio Pativilca, Barranca
— Lima, aplicando como tratamiento células de la cepa Pseudomonas putida ATCC 49128
inmovilizadas. La cepa bacteriana se adquirié del American Type Culture Collection, que
fue activada con agar King B e incubada durante 24 horas a 35 °C. La cepa bacteriana se
sometié a una adaptacion previa, para lograr una mejor actividad de remocion, se usaron
diferentes concentraciones de plomo y cadmio (desde 0,01 mg/ml hasta 0,1 mg/ml) en caldo
tripticasa de soya e incubados por 5 dias a 33 °C obteniendo como lamejor adaptacion de la
bacteria en la concentracion 0,01 mg/ml de plomo y cadmio, que refleggd e mayor
crecimiento poblacional. El tratamiento consistié en preparar perlas conteniendo 2,0 g de
biomasa de Pseudomonas putida ATCC 49128 adaptadas y mezcladas con 60 ml de alginato
de calcio, sometidas a los tiempos de 0, 6, 12, 18 y 24 horas en aguas del rio Pativilca.
Finalmente se obtuvo unaremocion de 71,21+1,0369 % en plomo y de 96,88+0,5103 % en
cadmio. Por lo tanto, las células de Pseudomonas putida ATCC 49128 inmovilizadas y

adaptadas logran biorremediar las aguas contaminadas con iones metalicos.

Palabras clave: Remocién, metal pesado, plomo, cadmio, Pseudomonas putida ATCC

49128, rio Pativilca, inmovilizacion, tolerancia.
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ABSTRACT

The main objective of thisinvestigation wasto evaluate the elimination of lead and cadmium
metals in the effluent extracted from the Pativilca River, Barranca - Lima, by applying cells
of the Pseudomonas putida ATCC 49128 strain immobilized as treatment. The bacterial
strain was purchased from the American Type Culture Collection, which was activated with
agar King B and incubated for 24 hours at 35 ° C. The bacterial strain was subjected to a
previous adaptation, to achieve a better elimination action, different concentrations of lead
and cadmium were used (from 0.01 mg/ml to 0.1 mg/ml) in triptic soy broth (TSB) and
incubated for 5 days at 33 °C, obtaining as the best adaptation of the bacteria in the
concentration 0.01 mg / ml of lead and cadmium, which reflected the highest population
growth. The treatment consisted in preparing pearls containing 2.0 g of the biomass of
Pseudomonas putida ATCC 49128, adapted and mixed with 60 ml of calcium alginate, at
certain timeslike 0, 6,12,18 and 24 hoursin the water of the PativilcaRiver. Finaly, a71.21
+1.0369 % lead removal of 96.88 + 0.5103 % in cadmium was obtained. Therefore, the cells
Pseudomonas putida ATCC 49128 immobilized and adapted accomplished to bioremediate
effluents contaminated with metal ions.

Keywords: Removal, heavy metal, lead, cadmium, Pseudomonas putida ATCC 49128,
Pativilcariver, immobilization, tolerance.
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INTRODUCCION

L os metal es pesados estan considerados como el ementos peligrosos y toxicos paralos seres
vivos en general, debido a su tendencia a bioacumularse. La toxicidad est4 causada
usualmente por laimposibilidad del organismo afectado para sostener |os niveles requeridos
de excrecion. El proceso se empeora cuando pasa por las distintas cadenas tréficas, donde
metal es pesados ingresan a los organismos productores y son las principales vias de acceso
hacia los consumidores (Navarro, Aguilar y Lépez, 2007). Los metales que presenta
importancia toxicolgica y ecotoxicol 6gica en ambientes acuaticos figuran: mercurio (Hg),
arsénico (As), cromo (Cr), plomo (Pb), cadmio (Cd), niquel (Ni) y zinc (Zn); paralamayoria
de los organismos la exposicién por encima de una concentracion umbral puede ser

extremadamente toxica (Castarié, Topolian, Cordero & Salibian, 2003).

Entre los metal es pesados que perjudican mucho ala salud humana son € plomo y cadmio
cuya produccion mundia fue de 3, 840,000 toneladas y 19,400 toneladas en € afio 2008, en
gue paises como Chinay Australia alcanzaron alrededor del 30 %y 22 % de la produccién
del plomo respectivamente; en el caso del cadmio, €l mayor porcentaje de produccion se
concentra en los paises del Asia. Mientras que en Ameérica Latinay el Caribe represent6
15 % del plomo de la produccién mundial. El Pert es uno de los paises del Américalatina
con mayor produccion de plomo con e 9 %, sin embargo, respecto a la produccion del
cadmio, México es € principal productor con € 20,7 % y el Pert con 4,8 % (Programa de
Naciones Unidas parael Medio Ambiente[PNUMA], 2010).

Existen lugares en donde la contaminacion como consecuenciade la extraccion de minerales
ocasionan darios gque dificilmente pueden recuperarse atal punto puede ser considerado un
impacto irreversibles, como es e caso la localidad de la Oroya, en Perll que ha sido
declarados uno de los 5 lugares mas contaminados del planetapor € Instituto Blacksmith en
el afio 2013, producto del funcionamiento de una fundicion de minerales polimetalicos,

ademas de ocasionar problemas ala salud ala poblacion aledaria con plomo en la sangre.
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Estudios previos sefidan la dispersion geoquimica del rio Pativilca donde los metales
presentan una alta dispersion de los iones en arsénico (As), cromo (Cr), hierro (Fe),
antimonio (Sh), vanadio (V), de medianadispersion en cadmio (Cd), cobre (Cu), niquel (Ni),
plomo (Pb), antimonio (Sb) y baja dispersién en molibdeno (Mo), estafio (Sn), antimonio
(Sb), wolframio (W); y la contaminacion por los metales en € rio sobrepasan los valores
permitidos, corriendo riesgo parala vida, en especia con la presencia de arsenico (Rivera,
italo & Casallo, 2011). En un informe de monitoreo de calidad de agua del rio Pativilca por
la Autoridad Nacional del Agua (2014), mostré en los resultados que a 500 metros antes de
la desembocadura, € plomo y cadmio sobrepasan los estandares de calidad de aguas de la
categoria 3 segun lanormativa del D.S. 002-2008-MINAM.

Se hace necesario buscar alternativas en la eliminacion de los contaminantes, principalmente
de los metales pesados producidos por las empresas y vertidos en los cuerpos de agua, para
remediar |os problemas existentes que causan problemas en los ecosistemas y en la salud de
los seres humanos por el consumo de los alimentos contaminados por algin metaloide;

ademas de disminuir € impacto de incidentes futuros.

El uso de microorganismos en la recuperacion de las aguas contaminadas con metales
pesados constituye una alternativa regularmente usada, debido aqueresisten al efecto toxico
de algunos compuestos. La especie Pseudomonas putida reflgja una capacidad para
adaptarse a ambientes contaminados o0 sin contaminar, con condiciones fisicoquimicas
diferentes y en continuo cambio. Estas bacterias son capaces de asimilar una gran variedad
de nutrientes, entre ellos solventes organicos y compuestos téxicos de diverso origen. Esta
resistencia que poseen frente a las variaciones de temperatura y pH, produce mayor
eficiencia a inmovilizar los microorganismos, debido a incremento de la concentracién
celular por unidad de volumen, causando que la velocidad de degradacion y lareduccién de
los compuestos por volumenes de agua sean mayor a tratar del mismo caudal (Pérez,
Barraza & Martinez, 2015).

XV



La inmovilizacion bacteriana es una técnica que garantiza que las células se mantengan
adheridas a un soporte logrando con ello la reduccion y degradacion de compuestos mas
rapidamente, también presenta como ventgjas una bagja toxicidad y un bgo costo. Los
resultados obtenidos podran ser aplicados en tratamientos de aguas residual es procedente de

rio o de cuerpos de agua con altas concentraciones de metal es de plomo y cadmio.
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OBJETIVOS
Objetivo general
Evaluar la capacidad de remocion de plomo y cadmio presente en €l afluente del rio
Pativilca-Lima, mediante la cepa de Pseudomonas putida ATCC 49128
inmovilizadas.

Obj etivos especificos

a) Cultivar la cepa Pseudomonas putida bagjo condiciones estandares de
laboratorio

b) Determinar la caracterizacién fisico-quimica del afluente del rio Pativilca,

Barranca-Lima.

c) Adaptacion y seleccion de colonias de Pseudomonas putida ATCC 49128

resistentes a altas concentraciones de plomo y cadmio.

d) Implementar e mecanismo de inmovilizacion de la Pseudomonas putida
ATCC 49128 con un soporte natural.
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CAPITULO I: MARCO TEORICO

1.1. ANTECEDENTES

Chen et a. (2005), en su investigacion de la capacidad de biosorcion de las
PseudomonasputidaCZ1len Cu(I1) y Zn (I1). Lacepafueaisladadel suelo contaminado
por actividades mineras, y sometida a distintas soluciones acuosas para la eliminacion
de los metales toxicos, usando la biomasa de la bacteria de forma vivay no viva. La
investigacion mostré que el pH éptimo para reducir la concentracion de Zn (11), tanto
por células vivas y no vivas, fue de 5,0 mientras que en Cu (1) fue 5,0 pH en células
vivasy 4,5 pH en células no vivas. Los datos de adsorcion con respecto a ambos metales
fueron procesados por e modelo matematico de la isoterma de Langmuir, mostrando
gue la capacidad de unién de las células vivas es significativamente mayor que lade las
células no vivas en las condiciones probadas. Aproximadamente € 40-50 % de los
metal es fueron absorbidos activamente por la cepa Pseudomonas putida CZ1, y € resto
se unio pasivamente a la bacteria. Agregaron acido clorhidrico a una concentracion de
0,1 M alas soluciones de metales de Cu (I1) y Zn (1), causando un efecto de desorcion
en las células vivas con un resultado de 72,5 %y 45,6 % respectivamente, mientras que
enlascéulasno vivasfuede 95,3 y 83,8 % respectivamente. Los investigadores afirman

gue la desorcién de los metales de células no vivas no son efectivas.

Mendoza et a. (2010), investigaron la biosorcion de los metales en tres cepas de
bacterias, donde aislaron las cepas bacterianas de suel os contaminados por hidrocarburo
extraidos del municipio de Acatzingo del estado de Puebla, México. Identificaron alas
cepas de Pseudomonas putida, Pseudomonas mendocina, Chromobacterium
violaceumcon y Burkholderia ceapacia. Sometieron 2 ml del inéculo de cada cepa a
soluciones de cromo, plomo y arsénico por separados a concentraciones de 50 ppm y
100 ppm, y fueron incubados a 25 °C por el periodo de 7 dias. El experimento revel 6
1



gue a la concentracion de 50 ppm de los metales pesados, |as cepas de Pseudomonas
putida y Pseudomonas mendocina obtuvieron una mayor adsorcion en plomo, sin
embargo la més ata acumulacion de plomo fue de Pseudomonas mendocina y
chromobacterium violaceum; la mayor adsorcion en arsénico mostraron a las
Pseudomonas mendocina y Burkhordelia cepacea, y la mayor acumulacion fue de
Pseudomonas mendocina; en el caso del cromo la mayor adsorcion fue de Burkhordelia
cepacea y Chromobacterium violaceum, y la mayor acumulacion fue de Pseudomonas
mendocina. Los resultados de la investigacion mostraron que las concentracion inicial
de 100 ppm del plomo con las cepas Pseudomonas putida, Chromobacterium violacium
y Burkhordelia cepacia obtuvieron mayor acumulacion de los iones entre 50 ppm y 80
ppm de plomo. La cepa de Pseudomonas putida mostr6 mayor capacidad de
acumulacion del cromo; y por ultimo la acumulacién de arsénico es mayor que la
adsorcion en todas las cepas bacterianas, y las cepas Chromobacterium violacium y
Burkhordela cepacia muestran una mayor capacidad en captar €l arsénico y acumularlo

acomparacion de las otras cepas.

Tur, Orbera, Romagosa y Pérez (2013), Investigaron los efectos de la bioadsorcion de
plomo (I1) usando labiomasa secade |as cepas de bacterias de Pseudomonas aer uginosa
CCEBI 1044, Bacillus subtilis CCEBI 1032 y Kluyveromyces marxianus CCCEBI 2011
expuestas a medios acuosos con diferentes concentraciones de pH. En la
experimentacion |os autores prepararon soluciones de nitrato de plomo regulando el pH
con NaOH 0,01 N o HCL 0,01 N entre & rango de 4,0 — 6,0 unidades. Los
mi croorgani Smos se usaron como materia adsorbente con unabiomasasecade 0,6 g/L,
cada una se depositaron en Erlenmeyers con la solucién de Pb (11) a una concentracion
de 2,0 mg/L; los pH se gjustaron a4,2; 5,2 y 6,2 unidades y se llevaron bajo agitacion
zaranda a 150 rpm durante una hora, a unatemperaturade 32 °C. En la bioadsorcion de
plomo (II) mostré que la cepa Bacillus subtilis CCEBI 1032, redujo la concentracion
hasta un 1,66 mg/L del metal en un pH de 4,2 unidades, pero en pH de 5,2 resulto un
valor bajo con 0,58 mg/L del metal y vuelve asubir €l valor cuando el medio se encontrd
en un pH de 6,2 con una bioadsorcién de 1,53 mg/L del metal. La cepa K. marxianus
CCEBI 2011 en las tres diferentes unidades de pH € resultado fue una remocion

superior de 90 % de plomo (I1) obteniendo como e mayor valor de 1,94 mg/L en pH de



4,2y 6,2 unidades. La ultima bacteria, la cepa Pseudomonas auriginosa CCEBI 1044,
obtuvo e vaor mas ato con 97,4 % (1,96 mg/L) de remocion, en pH de 5,2 unidades,
y su menor valor es de 80,2 % (1,6 mg/L) en pH de 6,2; los resultados de los
investigadores afirman la concordancia con lo reportado con otros autores referente la

adsorcion de | as especies del género Pseudomonas.

Singh y Gadi (2012), realizaron estudios en dos cepas de bacterias para determinar la
biosorcién de plomo (I1) en biomasa muerta 0 no viva. Las cepas Pseudomonas
oleovorans y Brevundimonas vesicularis fueron adquiridas a partir del banco genético
de colecciones de cultivo microbiano, del instituto de Tecnologia Microbiana (CSIR),
Chandigarh, India. Las bacterias inoculadas en placas se incubaron a25 °C de 24 y 48
horas. La obtencién de la biomasa no viva de cada cepa de bacteria se separd del medio
por centrifugacion y se secd en horno de aire caliente a 60 °C por casi 48 horas. Los
resultados muestran que las dos especies bacterianas presentan biosorcion de plomo al
contacto entre 20 minutos y 120 minutos, se observa un aumento al comienzo del
experimento de la biosorcion de plomo (I1) y alos 90 minutos alcanza el equilibrio. Las
bacterias sometidas alasolucién de 4 a6 pH, tiene unamayor biosorcién acomparacion
de los pH de mayor valor. En condiciones de pH 6 ala dosis de biomasa de 0,1 g por
100 ml de solucién de iones metdlicos, a un tiempo de 90 minutos en contacto y ala
concentracion inicial del metal a 100 mg/L son los requerimientos favorables para la
eliminacion del plomo. Ambas especies se sometieron al aguaresidua que seobtuvieron
del rio Tawa a una distancia de 3 km de las minas de carbon; la P. oleovorans elimino

55 %, mientras que Brevundimonas vesicularis €l 53 % de plomo de las muestras.

Azoddein, Ahmad, Yunus y Sulaiman (2016), investigaron la resistencia de la cepa
Pseudomonas putita ATCC 49128 a los metales pesados. El experimento consistié en
el potencia de crecimiento en distintas concentraciones de mercurio y su resistencia a
mercurio. El experimento consistio en someter a la cepa de bacteria en soluciones
acuosas a concentraciones de 1,0 uM, 6,0 uM y 19,0 uM de mercurio, en condiciones
Optimas de nutrientes, pH y otros factores fisicos relacionados, ademés en agitacion a
180 rpm anivel de matraz y aunatemperaturade 37 °C. Losresultados indican unatasa
3



de eliminacion 99,0 %, 99,83 % y 98,25 % respectivamente, en las concentraciones de
mercurio utilizadas en un periodo de 24 horas. Los investigadores desarrollaron otro
experimento con las mismas condiciones Optimas de nutrientes y pH, a una agitacion de
180 rpm a 37 °C, sometiendo ala cepa de bacteria a una concentracién de 1000 uM de
mercurio que obtuvo unaremocion de 92,0% en las primeras horas y 98,0% al culminar

las 28 horas.

Azoddein, Mamat y Athirah (2017), investigaron la reduccion de mercurio en las aguas
residuales de mineria usando la cepa Pseudomonas putida ATCC 49128. El
experimento consistié en someter a la cepa bacteriana en solucién acuosa a diferentes
concentraciones de mercurio que fueron 3 ppm, 5 ppm y 7 ppm siendo expuestas a las
temperaturas de 33 C°, 37 C° y 41 °C y a una agitacion constante de 180 rpm. Los
resultados mostraron que a temperatura de 33 °C en las diferentes concentraciones la
remocion fue 50,31 %, 53,44 % y 24,66 % respectivamente; mientras que a la
temperaturade 37 °C en las diferentes concentraciones la remocion fue 72,54 %, 65,85
% y 57,94 % respectivamente; a temperatura de 41 °C resulté la mayor remocion de
mercurio, acomparacion delas otrastemperaturas, en lastres concentraciones diferentes
con 73,21 %, 86,40 %, 92,59 %. El experimento muestra que la Pseudomonas putida
tiende a preferir una mayor remocion de mercurio a la temperatura ata de 41 °C y

concentracionesde 5 ppmy 7 ppm.

Bayonaet a. (2009), investigaron la variacion de los metal es pesados en un tratamiento
biologico con la cepa Pseudomonas flourecens, formando un disefio de columna
teniendo una aturade 2,10 m, de ancho 0,5 my un volumen de 0,525 m?, los difusores
se ubicaron en la parte superior para la distribucién de la alimentacion hacia € cuerpo
de la columna. La pelicula del indculo se adhirio a los materiales empacados con
materiales de PV C lamina preforma que ofrece suficiente area de contacto. Durante el
tratamiento midieron el pH, partiendo de un valor inicial de 6,10 e incrementandose a
las 24 horas a 7,32 y al finalizar las 48 horas ddl tratamiento se registré un valor final
de 7,53. Estos resultados revelaron que la cepa prefirié aumentar € valor de pH en €

tiempo, logrando alcanzar € rango Optimo para el propio crecimiento poblacional de la



bacteria, ademas efectuar lahidrdlisis de &cidos grasos, proteinas y materia organica. Se
realizaron ensayos anivel de matraz, obteniendo lareduccién de la concentracion de los
metales de hierro (91,77 %), zinc (86,36 %), cromo (77,27 %), plomo (68,18 %), niquel
(78,94 %) y cadmio (50,0 %). En e experimento de la columna de agua con metales
pesados obtuvieron una remocion de hierro (90,40 %), zinc (95,30 %), cromo (86,04
%), plomo (88,54 %), niquel (84,84 %), cadmio (66,66 %0). L os porcentajes de remocion

fueron Optimos y comprueba una gran capacidad de biodegradacion de la bacteria.

Hussein, Ibrahim, Kandeel y Moawad (2004), investigaron la resistencia de 4 cepas de
bacterias del género Pseudomonas a los metal es pesados de |a planta de tratamiento de
aguasresiduales del oeste de Algjandria, Algjandria, Egipto. Las cepas se caracterizaron
e identificaron como Pseudomonas fluorescens y otras tres cepas de la especie
Pseudomonas putida. La solucion del metal se amacend en un envase de vidrio y una
bomba peristaltica que haciafluir lasolucion en €l reactor y esta estabaregulabaacierta
velocidad de flujo. Por otro lado, la biomasa para la adsorcion de metal se suministra
desde un recipiente de aimacenamiento y una bomba peristaltica de funcionamiento
continuo, la cua transfirio la biomasa desde e envase de amacenamiento hacia e
reactor. Los investigadores evaluaron la capacidad maxima de adsorcion, resultando €l
Ni (I1) como lamas alta, seguida de cadmio (1), cobre (11) y cromo (V). Sin embargo,
la constante k-Freundlich reflejo que la mayor adsorcion fue de cadmio (Il) a
comparacion de los otros metal es. Los autores argumentan la presenciade cualquier otro
ion en e medio o mezcla puede resultar un efecto antagonista sobre los procesos de

biosorcion de los metales de cadmio (I1) y niquel (11).

Shirdam, Khanafari y Tabatabaee (2006) investigaron la presencia de bacterias marinas
tolerantes y con la capacidad de eliminar metales pesados. Las muestras compuestas de
sedimentos y agua fueron extraidas en la zona himeda del este de Anzali del Mar
Caspio, Irén; seguidamente las muestras fueron colocadas en placas sobre medio agar
BHI, luego aidlaron y purificaron los cultivos; las placas se llevaron alaincubadora por
un periodo de tiempo de 72 horas. Encontraron siete cepas tolerantes, dentro de las

cuales la Pseudomonas putida, Bacillus cereus y Pseudomonas pseudoalcaligenes



crecieron con mayor rapidez y mostraron el evados niveles de absorcion en las placas, la
primeracon 45 % en cadmio y 6,5 % en niquel, la segunda cepa se obtuvo 10 en vanadio,
y la dltima cepa la absorcion de cadmio, niquel y vanadio fueron 60 %, 17 %y 32 %
respectivamente. Para conocer la eficacia de la absorcion en las cepas bacterianas se
inmovilizaron en alginato de calcio, los resultados demostraron que € 90 % de cadmio
y € 45 % de niquel fueron removidos por la Pseudomonas putida; € vanadio fue
removido a 100 % por la cepa de Bacillus cereus; y con la cepa Pseudomonas
pseudoal caligenes obtuvieron laremocion del cadmio, niquel y vanadio fue al 90 %, 50

% y 95 % respectivamente.

Konig, Pernyeszi, Kocsis y Hegedusova (2011), usando células liofilizadas de
Pseudomonas aeruginosa investigaron el tiempo de bioadsorcién de cadmio (I1) y
plomo (I1), y su concentracion en diferentes niveles de pH. Las células fueron incubadas
por 38 horas en la fase estacionarias temprana y se centrifugaron a 10000 rpm por 30
minutos, posteriormente las células se enjuagaron dos veces usando solucion salina
fisiol6gica, despuésrealizaron el proceso deliofilizacion y por ultimo lacentrifugacion.
Ejecutaron mediciones de adsorcion con soluciones de 25 mg/L y 50 mg/L, en rangos
de pH de 3,0 - 8,0, con € fin para determinar e rango éptimo de pH. El estudio resultd
que las células tienen capacidad de adsorcidn concentraciones altas; € rango 6ptimo de
pH paralabiosorcion de cadmio (1) fuede 4,0 7,0y parae plomo (1) entre 4,0 - 5,0;
ademés la concentracion se redujo consideradamente en los primeros 10 minutos y se
mantuvo casi constante después de 20 minutos, concluyendo en e estudio que la
saturacion se alcanzo alos 20 minutos de la biosorcion y fue muy rapida. Por dltimo,
los autores estimaron |a capacidad méxima de la captacion de los iones de plomo (11) y

cadmio (1), obteniendo un resultado de 164 mg/L y 132 mg/L respectivamente.

Pardo, Herguedas, Barrado y Vega (2003), investigaron la biosorcion de cadmio, cobre,
plomo y zinc, con células de Pseudomonas putida liofilizadas. La bacteriafue cultivada
en matraces a 30 °C a 200 rpm por € tiempo de 24 horas; para € crecimiento de las
bacterias usaron agar tripticasa de soja (TSA) y caldo tripticasa de soya. Durante €l

proceso de liofilizacion de las células estas fueron |levadas a temperaturas entre -40 °C



a -50 °C a una presion de 0,01 bar, a culminar e proceso las células se redujeron a
polvo manteniéndose amacenadas a -3 °C. Las soluciones de los metales fueron de 1
g/L. Losandlisis revelaron que el tiempo de reaccion en los metales [legaron aun valor
aproximado de 5 minutos, eliminando mas del 80 % de los iones de los metales,
alcanzando € equilibrio alos 10 minutos después del contacto; ademés, los valores de
pH Optimos para la adsorcion de la biomasa en cadmio (11), cobre (11), plomo (1), zinc
(1) resultaron 6,0; 5,0-6,0; 6,0— 6,5y 7,0 — 7,5, respectivamente. Los investigadores
concluyeron que la Pseudomonas putida es capaz de retener iones de metales incluso a

nivel es de concentraciones altas.

Khan y Ahmas (2006), los investigadores usaron la Allium cepa como prueba de
destoxificacion del agua, mediante lainhibicion de lacantidad deraices; asi queaislaron
la Pseudomonas fluorescens de muestras de suelo en el &reaindustrial de Aligarh, India.
L as cepas fueron inmovilizadas con 0,1 ml de células en suspension en gel de alginato
de sodio, se formaron esferas o perlas que se expulsa gota a gota através de unajeringa,
manteni éndose en suspensién en lasolucion de cloruro de calcio. Debido asu resistencia
a los distintos agentes xenobidticos la bacteria fue sometida a 0,3 ml a diferentes
concentraciones de metal es pesados (cadmio, cromo, cobre, niquel, plomo), pesticidas
(Hexacloruro de benceno, 2,4-diclorofenoxi acido acético) y fenoles (catecol, cresol,
fenol y resorcinol). La prueba de Allium cepa mostraron resultados de toxicidad al 62,5
% en lamezclade metales pesados, 71,9 % paralos pesticidas, 73,2 % en fenolesy para
el caso delacombinacion detodos los toxicos fue de 58,5 %. La prueba resulto eficiente
para algunos metales estimando e 75,9 % para cadmio, 61 % paraplomoy 74,2 % para

Ccromo.

1.2. BASESTEORICAS

1.2.1. Cuenca

LaCuencaHidrogréficapuedereferirsealaunidad de un territorio natural que capta

y concentra las precipitaciones, formando escorrentias que se desplaza hasta un

punto donde se drena en un cauce principal; ademas es considerada un espacio



socia donde existe interacciones entre los recursos naturales y los habitantes en
condiciones sociaes, fisicas, biolégicas, econdmicas y culturaes que adjudica
caracteristicas propias de la cuenca (Brooks, 1985, citado por Enriquez, 2012, p. 6;
Organizacion de las Naciones Unidas parala Alimentacion y la Agricultura[FAQ],
2007).

Una cuenca hidrogréfica tiene sus limites que establecen que las parteaguas
empezando desde € escurrimiento del agua que precipita en € area delimitada por
éste, hasta llegar a un punto de salida. La abundancia'y dominancia de |as especies
delafloray faunadepende segun el clima predominante en la cuenca, incluso puede
convertirse en un desierto a excepcioén en los periodos de precipitaciones (lluviay
granizo) con gran intensidad. La variedad de franjas de vegetacion estaligado alas
gradientes de altitud, temperatura y lluvias, formando diversos ecosistemas que
incluye los ecosistemas terrestres (pastizales, selvas, bosgues, matorrales,
manglares, entre otros) y los ecosistemas acuéticos (rios, lagos, quebradas,
humedales, bofedales, embalses, etc.). Debido a las descargas hidrica y otros
procesos biofisicos, regularmente estan entrel azadas las franjas de vegetacion con
los ecosistemas “verticales” complejos que se forman a lo largo de la cuenca, junto
alos nichos ecol6gicos y variedad de ecotipos (Carabias y Landa, 2008, citados por
Paré & Gerez, 2012, p. 26; FAO, 2009).

Lacuencahidrograficaestadivididaen tres sectores diferenciadosy definidos como
alto, medio y bajo; con caracteristicas topogréficas tnicas del medio con funciones
guelograninfluir o contribuir en los distintos procesos hidrometeorol égicosy en €
uso de sus recursos (Llerena, 2003, citado por Ordofiez, 2011, p. 9). Las cuencas
tienen unrol territorial atitudinal, arazon queimplicaun vinculo o relacion directa
con las partes dtas, adyacente al parteagua, la zona de transito o intermedia y la
parte baja de deposicion y desembocadura, de forma que la parte baja es afectada
por la parte alta (Ordofiez, 2011).



La Contaminacion del agua puede definirse como laalteracion de su calidad natural
por las actividades antropogénicas (Arevalo, 2015). Las aguas superficiales
contaminadas, son producidas por la accion del hombre por la presencia de
compuestos 0 elementos que normamente no se encontraria o estéan en
concentraciones mayores a lo norma (Graza, 2015). Los rios poseen la
particularidad de concentrar los contaminantes presentes en la cuenca y afecta
algunos puntos principales en la costa marina, donde existen especies altamente
sensibles tanto de agua dulce como salada (Kramer, Chouhury y Kampa, 2000,
citados por Escobar, 2002, p. 13). Las aguas superficiales afectadas, ya sea de
manera directa o indirecta, involucra factores que influyen en la calidad del medio
acudético que causaimpactos negativos alafloray lafauna presente, y alteraciones
fisico-quimicas del agua. Sin embargo, hoy en dia, la preocupacion lo conformala
utilizacion del agua como recurso en e consumo directo e indirecto por las
actividades humanas; a razén de un mayor interés en la calidad del agua (Kiely,
1999).

El uso del agua doméstico, industrial y agrario causa enormes volUmenes de
residuos gue son eliminados por las vias fluviales, las cuales estan siempre
disponibles (Kiely, 1999). Se estima que solo aproximadamente el 2 % de las aguas
servidas contaminadas son tratadas en América Latina, por ese aspecto se le
atribuye una de las principales fuentes de contaminacién de los rios (Gonzales,
2015). Los metales pesados en aguas superficiales se encuentran en forma de
coloides, particulas y también en fases disueltas, sin embargo, la baja solubilidad
de estas Ultimas mencionadas suelen mostrarse en concentraciones minimas de
manera iénica o compleos organometdlicos. El pH controla la solubilidad de los
metal es pesados presentes en las aguas superficialesy € tipo de ligantes en los que
se hallan adsorbidos (Corro, 2015).



1.2.1.1. Cuenca Pativilca

Seglin Rivera, italo & Casallo (2011, p. 30):

La cuenca del rio Pativilca pertenece a la vertiente del Pacifico y drena un
area total de 4 837 km2. Politicamente, se localiza en los departamentos de
Ancash y Lima, comprendiendo las provincias de Recuay y Bolognes en €
Departamento de Ancash y Cgjatambo y Barrancaen el Departamento de Lima.
Altitudinalmente, se extiende desde € nivel del mar hastalalinea de cumbres
de la cordillera Occidental de los Andes, cuyos puntos mas elevados estan

sobre los 4 000 msnm.

Esta cuenca que tiene sus origenes en las aturas de los nevados de
Cajatambo, discurriendo sus aguas por la quebrada Pischcaragra, la que da
nacimiento al rio en su confluencia con la quebrada de Gara, cerca de la
localidad de Pachapaqgui. Durante su recorrido, recibe e aporte de numerosos,
entre los cuales cabe mencionar por la margen derecha, las quebradas de
Picharagra (206 km?), Desaglie (60 km?). Quebrada de Mashcus (252 km?) y
los rios LIamac (288 km?), Rapay (729 km?) y Gorgor (566 km?).

El rio Pativilca, presenta una pendiente de 3 % y aumenta hasta el 14 % entre
las nacientes de laquebrada Llata y que se junta con la quebrada Huanchay. El
rio presentaun recorrido de 164 km, y geogréaficamente |os puntos extremos de
lacuenca se encuentraentrelos 6° 50 y 10° 55 de latitud sur y los meridianos
76° 45" y 77° 507, de longitud oeste. EI modo que se origina este recurso es
mediante los deshielos de los nevados localizados principalmente en |a parte
altadelacuenca, y también por | as precipitaciones estacional es que ocurren en
las faldas de la cordillera de los andes (Apéndice 32). El rio Pativilca es de
régimen irregular a igua que la mayoria de los rios costeros, y de carécter
tormentoso (Rivera, italo & Casallo, 2011).
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1.2.2. Eutrofizaciéon y nutrientes

El nitrégeno y € fosforo son los nutrientes mas importantes y esenciaes para e
crecimiento de las plantas y organismos; pero el exceso puede conducir acausar la
eutrofizacion. Este efecto por la presencia elevada de los nutrientes puede ser de
forma natural o antropogénica (actividades agrarias, vertido de aguas residuales,
fertilizantes, entre otros). La contaminacion producida por 1os seres humanos en €
caso de lagos 0 aguas costeras es transportada por la cuenca de los rios de fuentes
difusas por actividades agricolas, cria de ganado, cria de aves, cria de cerdos,
labranzas y silvicultura. Los efectos en los lagos por la eutrofizacion causan un
aumento en e crecimiento de la vegetacion y reduccion de transparencia de luz
debido al incremento de turbidez en el agua; en los rios puede incluso provocar €l
crecimiento extremo de macrofitos, también de algas del género Cloadophora, en
especia a recibir grandes volumenes de vertidos y aguas residuales (Mason, 1991,
citado por Kiely, 1999, p. 378). El ato contenido de los nutrientes o en los rios o
lagos causa una fertilizacion excesiva de las aguas, dando como consecuencia la
disminucién de concentracion de oxigeno disuelto (Wetzel, 1981; Gonzdlez &
Saldarriaga, 2008).

Los peces son intoxicados por e nitrogeno en forma de amoniaco, ya que gerce
una demanda de oxigeno en € agua. Mediante procesos biol6gicos denominado
nitrificacion/desnitrificacion el nitrégeno puede removerse del agua (Valdez &
Vazquez, 2003). Ladesnitrificacion se activa en medios a concentraciones bajas de
oxigeno principalmente ocurre con los microorganismos aerobios; en cambio la
nitrificacion se realiza en presencia de oxigeno (Pérez, Dauntan, Contreras &
Gonzédlez, 2002). Las bacterias que pueden nitrificar € agua son principalmente los
pertenecientes a los géneros de Nitrosomonas, Nitrosococcus y Nitrobacter; como
también las bacterias con capacidad desnitrificantes se tienen los géneros de
Rhizobium, Thiosphaera, Pseudomonas, Alcaligenes, Thiobacillus y Paracoccus
(Venegas, 2015).
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1.2.3.

1.2.4.

El fosforo tiene un rol muy importante en los procesos celulares de los
microorganismos realizando la transferencia de energia. Entre & 1,5 — 2,0 %
representa €l fosforo en peso seco de los microorganismos. Sin embargo, las
bacterias eliminadoras de fosforo acumulan mayores cantidades que fluctlan entre
3y 6 % del peso seco de la biomasa (Sedlak, 1991, citado por Venegas, 2015, p.
34). Los microorganismos con la capacidad de almacenar y eliminar fosforo son
Acinetobacter, Pseudomonas vesicularis, Klebsiella pneumoniae, Micrococcus,
Aeromonas hydrophila, Arthrobacter globiformis, Moraxella sp. y Enterobacter sp
(Cadtillo & Tejero, 1999).

Calidad del agua

La calidad del agua puede definirse como la funcién de un conglomerado de
caracteristicas fisico-quimicas o microbiol 6gica, ya sea, sus valores de aceptacion
o de rechazo. La calidad fisico-quimica del agua consiste en la determinacion de
una sustancia o elemento quimico especifico que pueda perjudicar o sealetal para
salud humana (OM S, 2006, citado por Zhen, 2009, p. 6).

El agua de las aguas superficiales simplemente es la conformacion del ecosistema
acudtico donde se desarrollan diversas comunidades vivas que dependen de las
caracteristicas fisico-quimicas de sus aguas y la ateracion de estas puede verse
notablemente. La ateracion de estos elementos conlleva a una contaminacion
donde se produce mal os olores, cambio de temperatura, transparencia del agua, pH,
demanda de oxigeno biologico, aumento de los nutrientes como € fosforo y
nitrogeno la variacion de estos elementos repercute en la biota (LOpez, Pujante,
Ribarrocha & Tapia, 1995)

M etales Pesados

Ladefinicion de“Metal pesado” es arbitrariay ambiguo dependiendo de cada autor,
sin embargo, puede definirse como un elemento que posee propiedades metalicas
entre |las cuales se tiene la densidad, ductilidad, conductividad, estabilidad como

cation, ligando y entre otras. Dentro de la tabla periddica tiene un grupo de 65
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elementos quimicos y e nimero atdmico sobrepasa los 20, ademas en su forma
elemental tiene una densidad alta que iguala o supera a 5 g/lcm®. Estos el ementos
son capaces de formar complejos como ioneslibres o participar en reacciones redox
con distintos reactivos que estén presentes en e medio, resultando ser

potencialmente toxicas paralabiota (Beltran & Gomez, 2016).

Las industrias y sus actividades por producir un bien o servicio generan
vertimientos y emisiones de contaminacion a gran escala hacia al medio ambiente
por metales pesados, entre los sobresalientes esta cobre, cadmio, cobalto, cromo,
niquel, mercurio, plomo, plata, zinc, entre otros. Al encontrarse en e medio
ambiente ocasiona pérdida de fertilidad en e suelo y su posterior uso por la
presencia de estos elementos; mientras los cuerpos de agua son seriamente
comprometidos, vulnerando e recurso que usalos seres humanos para su consumo,
ademés de af ectar alas especies en | os ecosi stemas produciendo como consecuencia
un blogueo en las actividades bioldgicas o lainactivacion de enzimas causando la
toxicidad (Vullo, 2003).

Laaltatoxicidad delos metal es pesados resulta alarmante la exposicién prolongada
o la bioacumulacion que puede causar serios problemas en la salud humana.
Dependiendo el metal expuesto pueden producir afecciones o enfermedades,

incluso en desarrollar cancer (Reyes, Vergara, Torres, Diaz & Gonzalez, 2016).

L os metal es pesados son elementos perennes, no pueden ser creados, degradados e
inmutables, ni por procesos biol gicos y tampoco antropogénicos. En e momento
gue entra € elemento en los ecosistemas acudticos a través de procesos
biogeoquimicos, se transformay distribuyen entre diversas especies con diferentes
caracteristicas fisico-quimicas. Durante |os cambios en estados de 6xido-reduccion
de los elementos pueden trasladarse tanto en el suelo, airey agua, incluso integrarse
a los seres vivos mediante la cadena trofica. La contaminacion de metales en €

medio acuético ocasionado de forma natural o antropica perjudica severamenteala
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seguridad alimentariay lasalud publica (Covarrubias, Garcia& Pefia, 2015; Reyes
et al., 2016).

1.2.4.1. Plomo

El plomo pertenece al grupo de los metales pesados con simbolo esta
representado de Pb, en latabla periddicatiene un nimero atdmico de 82, y peso
atdmico o masa atémica de 207,2 u, presenta una coloracion gris, tiene la
caracteristica de ser blando y maleable, ademas en el medio ambiente puede
ser encontrado en diversas sales, Oxidos y compuestos organometalicos
(Azcona, Ramirez & Vicente, 2015; Londofio, Londofio & Mufioz, 2016).

Desde tiempos antiguos, € plomo es uno de los primeros metales en ser
utilizados por € hombre, y es encontrado en diversas partes mundo para
diversos propdésitos en la actualidad. Galena es considerado € minera con
mayor concentracién de plomo (sulfuro de plomo), entre otros minerales con
menor proporcidn o concentracion se tiene a la cerusita, anglesita, corcoita,
wulfenita, piromorfita, mutlockita u nanadinita. Dentro de los minerales
pueden estar presentes otros metales (Organizacion Internacional del Trabajo
[OIT], 1998; Ramirez, 2005).

Lasindustrias quimicas o de construccion utilizan e plomo metalico en forma
de plancha o tubos, por la necesidad de usar un material con la propiedad de
una gran maleabilidad y resistencia frente a la corrosion. El uso del metal ha
ido en aumento dentro de las Ultimas cinco décadas mediante € empleo de
baterias, € recubrimiento de cables el éctricos, |os aditivos o compuestos en |os
combustibles, en la elaboracion de los explosivos y las municiones, incluso en
SuU Uso en plaguicidas, pinturas y reactivos. Los productos mencionados han
aportado ala contaminacién de |os recursos naturales; se calcula que masde 7
millones de tonelada métricas (TM) de plomo son usados en la industria
anuamente (OIT, 1998; Ramirez, 2005; Herrera, 2014; Hynek et al., 2011).
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Laextraccion de plomo sellevaacabo en més de 40 paises, siendo |os mayores
productores de plomo en el mundo los paises de China (30 %) y Austrdia (22
%); mientras que Ameérica Latina contribuyé con € 15 % de produccion de
plomo a nivel mundia en el afio 2008, la cual el Pert es € principal pais que
aportd una produccion de 345,109 TM, seguido de México con 100,725 TM
(PNUMA, 2010). En € afio 2011, e Pert tuvo un retroceso en la produccion
de plomo, sin embargo, a partir del 2012 comenzé aumentar la constante de
produccion, alcanzado en € 2015 un nivel de 315,7 TM y en 2016 en un nivel
de 314 TM, posicionando en cuarto lugar a pais como productor de plomo
dentro del ranking mundial de produccion minero (Organismo Supervisor de
la Inversion en Energia y Mineria [OSINERGMIN], 2016; OSINERGMIN,
2017; Ministerio de Energiay minas del Perd [MINEM], 2017).

El plomo es un metal pesado ubicuo, no tiene funcionalidad esencial en los
metabolismos dentro de los procesos o sistemas bioldgicos. En € presente, es
hallado tanto en & ambiente urbano como rural. Aungue, los ambientes
laborales son las principales exposiciones, como también la consideracion
significativa toxicolégica de las exposiciones aimentarias y domésticas
(Ramirez, 2005).

El plomo, una sustancia toxica, genera bioacumulacion a distintos niveles
troficos. Las concentraciones mas altas del contaminante pueden hallarse en
los depredadores como parte superior de la cadena alimentaria, véase en la
Figural. El metal no se desplazapor viaterrestre en e medio ambientealargas
distancias, por via atmosférica los compuestos de PbSOs y PbCOs se
encuentran en forma de particulas en la atmosfera, que es posible que se
dispersen y se desplacen durante tormentas de polvo, de esa forma se liberan
aproximadamente 1,7 millones de toneladas de plomo. Los compuestos

también pueden llegar ala superficie mediante [luvias en concentraciones de 1
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a3 mg/L. El desplazamiento del plomo por rios y lagos tiene una importancia
debido al transporte a escalas regionales y nacionales. Son influenciados por
diferentes factores, tales como la salinidad, pH, sorcién y procesos de
biotransformacién. Cominmente se encuentra presente en un medio acuatico
acido en forma de compuestos de sulfato de plomo (PbSOs), cloruro de plomo
(PbCl4), plomo ionico y también en formas cationicas de hidroxido de plomo e
hidréxido ordinario (Pb(OH)2). El desplazamiento acuético transportamiles de
toneladas a afio (Hynek et al., 2011).

Contaminacion por plomo: transporte vy ciclo

o ahe e s b, pe bt de
whve 1 700 990 dem | pfes wlte

Figura 1. Transportey ciclo de la contaminacion por plomo.
Fuente: Hynek et al., 2011.

El plomo (Il) tiene la capacidad de interferir en los sistemas enziméticos
causando latoxicidad por el metal y unavariedad importante de ef ectos toxicos
(Ramirez, 2005). La Organizacion Mundial de la Salud [OM §] (2013), sefida
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que & plomo se acumula en & organismo y dafia a multiples sistemas
organicos, entre ellos son € neuroldgico, hematoldgico, gastrointestinal,

cardiovascular y renal.

Los efectos perjudiciales hacia la salud por la exposicion a plomo van a
depender de la concentracion del metal que ha sido expuesto y € tiempo que
se mantuvo en contacto con e metal. Al encontrarse expuesto con el metal,
puede ingresar a cuerpo del ser humano mediante la ingesta de alimentos o
agua. La absorcion por ingesta es aproximadamente del 10 % en adulto y
aumentaal 50 % en el caso delos nifios y mujeres embarazadas; este porcentgje
aumenta significativamente bajo condiciones de ayuno y por déficit de hierro
o calcio. Los nifios expuestos a la contaminacion son especiamente
vulnerables, causando efectos neurotdxicos del plomo, incluso provocaretraso
del desarrollo mental e intelectual. EI metal se deposita en mayor proporcion
en los huesos por un periodo de hasta 20 afios, interfiriendo en la funcion del
calcio, ya que este elemento es quimicamente similar a plomo (OIT, 1998;
OMS, 2013; Londofio et a., 2016; Herrera, 2014; Pgjaro, Maldonado, Pérez &
Diaz, 2013).

El metal se une alas proteinas de los grupos sulfhidrilo, con la posibilidad que
modifique su estructura y su funcién, como también competir con distintos
metales esenciales. El plomo posee un gran porcentaje de afinidad por los
eritrocitos, y una pequeia parte restante al plasma; ya estando en € torrente
sanguineo se distribuyen en la sangre, los tgidos blandos y tejidos
mineralizados. Aproximadamente el 95 % de la carga corpora en adultos, se
encuentra en los tejidos mineralizados, como los huesos y dientes (OIT, 1998;
Pgaro et a., 2013).

La exposicion cronica usualmente causa anemia, O provoca trastornos

neurolégicos, como cefaea, irritabilidad, letargo, convulsiones, debilidad
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1.24.2.

muscular, ataxia, temblores y pardisis. En cambio, la exposicién aguda
ocasiona trastornos gastrointestinales, dafio hepético y renal, hipertension y
trastornos neurol 6gicos, como convulsiones, incluso provocar la muerte. Los
sintomas para detectar la intoxicacion son relativamente inespecificos,
causando dificultad alos médicos parallegar a diagndstico, y por esarazon se
emplea mediciones de la concentracion de plomo en sangre (OMS, 2013;
Azconaet al., 2015).

Cadmio

El cadmio es un metal pesado representado con € simbolo Cd, con un peso
atémico de 112, un niimero atémico de 48, ladensidad de 8,624 g/cm?, presenta
coloracion blanca ligeramente azulado. Los principales minerales donde se
encuentra en mayor proporcion estan en la greenokita (CdS), otavita (CdCOg)
y Monteponita (CdO). El metal se encuentra mucho més asociada en los
yacimientos de zinc en el mineral esfaerita. Es coman que forme parte de casi
todos los componentes del zinc, y puede alcanzar a contener un 0,1 a0,3 % de
cadmio, incluso es encontrado en minerales de plomo y cobre en
concentraciones mucho mas bajas (Agency For Toxic Substances And Disease
Registry [ATSDR], 2012; Londofio et a., 2016; Ramirez, 2002).

El cadmio es conseguido como subproducto mediante € proceso de la
fundicion y refinado de los minerales, como e zinc y plomo. El metal es muy
resistente ala corrosion y es utilizado para el galvanizado y recubrimientos; la
elaboracion de pigmentos, pinturas, tintes, plasticos, tintas de impresion,
caucho, lacas, baterias de niquel y cadmio; en aleaciones con cobre, auminio
y plata. El cloruro de cadmio es una sal usada como fungicida, colorante en
pirotecniay en las soluciones de estafio (Ramirez, 2002; OIT, 1998). En € afio
2008, la produccién primaria mundial de cadmio aumentd a 19,600 TM, con
los paises de China (4,300 TM), Japén (2,116 TM) y la republica de Corea
(2,900 TM) como principales productores primarios. En América Latina la

produccion primaria del metal en el pais de México representa con 1,605 TM
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y Perdicon 371 TM (Pérez & Azcona, 2012; PNUMA, 2010); ocupando €l Pert
el sexto lugar en e afio 2016 como productor de cadmio dentro del ranking
mundial de produccién minero, y segundo lugar a nivel de América Latina
(MINEM, 2017).

La contaminacion que se emite a la atmosfera cominmente por las particulas
de la combustién, siendo de forma gaseoso a ser enfriado se une rgpidamente
alas particulas, por 1o que se rige en e mecanismo de transporte de aerosoles
por desplazamiento de particulas atmosféricas, véase laFigura 2. Laaplicacion
de fertilizantes de amonio y fosforo es otro ingreso de importanciaen e suelo,
dependiendo la medida del pH, e cadmio puede absorberse sobre minerales
arcillosos, carbonatos u oxidos hidratados de hierro y manganeso o puede
precipitarse como carbonato de cadmio, hidréxido y fosfato. La solubilidad del
cadmio puede aumentar en condiciones acidas, produciendo baja adsorcion del
metal por los coloides del suelo, los 6xidos hidratados y materia organica. En
los medios acuéticos el metal puede tener mayor movilidad en condiciones de
bajo nivel de pH, bajos de dureza y bajos de materia organica en suspension.
El cadmio en su formaiodnicalibre es facilmente absorbido por |os organismos
presentes en €l sistema acuético (Hynek et a., 2011; PNUMA, 2010).

19



beposiciones Atmosterica de emniones Contaminacion por cadmio: transporte y ciclo

E il
anelail f limeriad 3 tonelnv'slo g
al — e ) R roduccion de metal 98 toaeladavano
.
- “f v procipatacion 0.8 a 1.6 pg'l

-

s
i o

epmiion e s R e o
“ x
_ .

.

Figura 2. Contaminacion por cadmio: transporte y ciclo.
Fuente: Hynek et al., 2011.

Las actividades industriales ligadas a | as actividades y produccién del cadmio
son fuentes de emisiones a la aimoésfera y de contaminacion en los recursos
hidricos. Los rios contaminados pueden llegar a formar parte de la irrigacion
de los cultivos, ademas este metal es capaz de formar compuestos a
combinarse otros elementos, y unirse fuertemente alas particulas del suelo; las
concentraciones del suelo también estén ligada del uso de fertilizantes
quimicos y la deposicion atmosférica. El cadmio puede estar presente en €l
medio ambiente por medio de eventos que dan como resultado de erupciones
volcanicas, incendios forestales y entre otros fendmenos naturales. La
concentracion en el suelo esta ligada a los distintos factores, principalmente
por laadicion defertilizantes a base de fosfatos. Debido alasimilitud del metal
con € zinc, provoca que la planta absorba e cadmio en vez del zinc. La
concentracion de la biodisponibilidad del cadmio aumenta en el suelo cuando
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el pH del suelo disminuye (Martinez, Souza, Bucio, Gomez & Gutiérrez,
2013).

El ser humano al ingerir cadmio, la adsorcion gastrointestinal en condiciones
normales es de 2 a 6 % aproximadamente. Las personas con una reduccion de
concentracion de ferritina, debido a que poseen a escasas reservas de hierro en
su organismo, presentan una absorcion de hasta 20 %. La exposicién por via
respiratoria puede absorber concentraciones significativas, a consecuencia de
inhalar e humo de tabaco y a polvo de cadmio por exposicion laboral. Se
calculaqued 20 % al 50 % eslaabsorcion pulmonar por laexplosion de polvo
de cadmio atmosférico. Después de la absorcion, sin importar la via, € metal
se traslada por € torrente sanguineo, ligado con las células heméticas y
albumina, hastallegar a higado. Desde ahi inicia la produccién de la proteina
metal otioneina con bajo peso molecular que se une a cadmio; el 80 % a 90 %
se consideraque se une con el metal, evitando la aparicién del efecto toxico de
los iones de cadmio libres. Por Ultimo, es expulsado por la orina al filtrarse a
través de los glomérulos. El proceso de la eliminacién es muy lento, y por esa
razon se acumula en el organismo, se calcula que este proceso puede durar
entrelos 7 y 30 afios (OIT, 1998; Pérez & Azcona, 2012).

Los principales 6rganos que afecta el cadmio son los rifiones, huesos y 1os
pulmones. El higado y rifiones son los principales organos en donde el metal
se amacena, uno delos primeros indicios méas comunes, debido alaexposicion
por mucho tiempo, es € dafio que sufre la funcién renal y también de
tubulointersticial. Los efectos que se producen por inhalacién no son muy bien
definidos desde e comienzo, pero después se distingue manifestandose por
fiebre, alteraciones digestivas, dolor toraxico, disnea edema agudo de pulmon,
lo cual lograria causar fallecimiento por lainsuficiencia respiratoria. Ademés,
puede ocasionar anemia, abuminuria, hepatitis y anuria, ocasionando
hepatonecrosis llevando a la persona a la muerte. El caso por ingestion los

sintomas se manifiestan con nauseas, vomito, dolores abdominaes y cefalea,
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también es muy frecuente la diarrea intensa mas colapso. Se estima que los
sintomas surgen al ingerir los alimentos o bebidas con cadmio mayor a 15 ppm
(Pérez & Azcona, 2012).

L os efectos cronicos en trabajadores por la exposicion del cadmio, conlleva a
un sindrome con enfermedad de los tubulos renaes y enfisema pulmonar;
ademés de otros efectos, como anemia, cambios en e metabolismo de los
minerales y alteraciones hepéticas. Al cadmio se ha asociado €l aumento de
incidencias de cancer de pulmén y prostético, por consecuenciaalainhaacion

de cadmio por exposicion laboral (Pérez & Azcona, 2012).

1.25. Bacterias

El dominio de las bacterias son microorgani Smos pertenecientes al reino procariota,
capaces de replicar su ADN a mismo tiempo que se reproducen mediante fision
binaria, asi que cada célula hijatendrael mismo genoma. Este dominio comprende
una vasta diversidad de procariotas. Dentro de la gran variedad de morfologia y
fisiologias de especies de las bacterias, se encuentran especies gue causan
enfermedades (patdégenos), como también otras especies no patdgenas (Madigan,
Martinko, Dunlap & Clark, 2009).

Ladivision Proteobacterias constituye ladivision mas ampliadentro delas bacterias
(Figura 3). Dentro de Proteobacterias se encuentran muchas bacterias
guimioorganétrofas, fotétrofos y quimiolitétrofos. Las bacterias frecuentemente
son halladas en suelo y en € agua, y especies que viven en las plantas 0 en los
animales, ya sea como enfermedades o0 de modo casual. Algunas de |as especies, en
el caso del género Pseudomonas, poseen la capacidad de degradar compuestos
organicos complgos y toxicos, tanto naturales como sintéticos, otros como €
género Azotobacter realizafunciones defijar € nitrégeno en estado libre (Madigan
et al., 2009).
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Espiroquetas

Bacterias verdes Planctomyces

Deinococcus del azufre

Bacterias verdes

no del azufre Chlamydia
Cianoabacterias
Thermotoga
Bacterias
OP-2 grampositivas
Aquifex
Proteobacterias

Figura 3. Arbol filogenético del dominio Bacterias.
Fuente: Madigan et a., 2009.

En laFigura 3 muestralos tamarios rel ativos de | os recuadros col oreados sefialan el
numero de géneros y especi es que se conocen actual mente en cada grupo, en el caso
de la Proteobacterias son e grupo mas amplio de Bacterias. Este &bol no seindica

todos los grupos conocidos de las bacterias (Madigan et a., 2009).

Entre los procariotas se presentan morfologias variadas y las més frecuentes se
describen mediante términos que forman parte del Iéxico bésico de los
microbidlogos, las principales se representan en la Figura 4. Una bacteria con
morfologia esférica u ovoide se [lama coco, y s tiene la apariencia cilindrica se
denomina bacilo. Algunos bacilos se arquean en forma espiral y se denomina
espirilos. Las espiroquetas tiene e aspecto de sacacorchos, otras de las bacterias
puede observarse con apéndices que presentan protuberancias celulares en forma
de largos tubos o tallos; bacterias que se distinguen por la apariencia filamentosas
gue forman células largas y delgadas o cadenas de células. Las células de muchos
procariotas se mantienen juntas después de la divisiéon celular generando grupos, y
estas asociaciones frecuentemente son caracteristicas de diferentes géneros. Por
giemplo, algunos después de su division permanecen en pares como los dicocos
(entre ellos estd €l género Neisseria), también hay tetracocos que son cocos se
dividen en dos direcciones perpendicul ares formando una agrupacion de cocos en
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una disposicion cuadrada, otros cocos se dividen en un solo plano formando una
secuencia de células como s fuera largas cadenas como Streptococcus, incluso
otros se disponen en agrupaciones cubicas tridimensionales (como Sarcing), y por
ultimo cocos que forman conjuntos o agrupacion irregular de cuatro o mésy se
asemejan a la apariencia de racimos de uvas (como Saphylococcus) (Madigan et
al., 2009; Vargas & Kuno, 2014).
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pedunculadas

Figura 4. Morfologia representativa de las cél ulas procariotas.
Fuente: Madigan et ., 2009.

Las bacterias se dividen en dos grupos, las grampositivas y las gramnegativas. La
distincion béasica entre estos dos tipos se basa en la aplicacion de la técnica de
tincibn de Gram, que resulta diferentes reacciones. Los fundamentos de
diferenciacién entre bacterias de estos dos grupos son debido a la estructura de la
pared celular, representacion enlaFigura5 y 6. Las bacterias Gram positivas posee
una gruesa capa de peptidoglicano, con dos tipos de écidos teicoicos. € acido
lipoteicoico (situado en la cara interna de la pared celular y unido ala membrana
plasmatica) y el acido teicoico (que se halla en la superficie, anclado solamente en
el peptidoglicano). Esto es diferente en las bacterias Gram negativas, es delgadala
pared celular a comparacion del otro grupo de bacterias, y esta incorporada,
mediante lipoproteinas, a otra membrana plasmética externa, dicha membrana es
soluble en solventes organicos, ademas la capa de peptidoglucano es muy delgada
y no retiene el complegjo del tinte de cristal violeta, asi que no es posible su tincién
azul violacea (Madigan et al., 2009; Mollinedo & Gonzéles, 2014).
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Grampositiva Gramnegativa

Peptidoglicano __—Peptidoglicano

Citoplasma Citoplasma

__—Membrana citoplasmatica

j— Periplasma
——— Membrana externa
(lipopolisacarido y proteina)

_~Membrana

(@) (b)
Figura 5. Diagramas esqueméticos de paredes celulares. (a) Pared celular
grampositiva. (b) Pared celular gramnegativa.

Fuente: Madigan et d., 2009.
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Figura 6. Estructura general de una célula procariota.

Fuente: Rosenthal & Tan, 2010.

1.2.6. Pseudomonas
Sobre e género Pseudomonas, Ruiz (2007, p. 3) refiere:
El género Pseudomonas, pertenece alafamilia Pseudomonadaceae, que se sitla

dentro del orden Pseudomonadales, que ademas comprende la familia
Moraxellaceae.
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La familia Pseudomonadaceae incluye e género Xanthomonas, que junto con
Pseudomonas, forman el grupo conocido pseudomonadales; este grupo es,
tradicionalmente, conocido por los microbidlogos como un grupo patégeno de
plantas, méas que animales.

Las Pseudomonas son bacilos rectos o ligeramente curvados que destaca cuyo
grupo Gram negativos que no forman esporas y de tamafio variablede 0,5a 1,0 um
por 1,5 a 5,0 um. Poseen la capacidad de integrar, procesar, y reaccionar frente a
las condiciones cambiantes del medio ambiente en donde se encuentra, ademas es
uno de los microorganismos que sus requisitos nutricionales son muy simples
(Lacal, 2008; Del Aguila, 2010).

Las especies de Pseudomonas pueden encontrarse en distintos ambientes, en
habitats que contenga compuestos organicos simples o complgos, en condiciones
aerobicas, con rango de temperaturade 4 - 42 °Cy un pH entre 4 - 8, arazon de su
gran adaptabilidad genética y metabdlica. Aungque puedan sobrevivir y
multiplicarse en casi cualquier ambiente, la mayoria de las especies optan su
crecimiento entre los 30 — 37 °C, y con elevado contenido de sales entre un rango
de temperatura comprendido de 20 °C — 42 °C (Ruiz, 2007).

Las especies del género Pseudomonas y los relacionados se encuentran en la
taxonomia sobre la base de similitudes rRNA segun su filogenia y a varias
caracteristicas fisioldgicas (Palleroni, Kunisawa, Contopoulou y Doudoroff, 1973;
Palleroni, 1984). Segun lahomologia de ARNTr fueron clasificados en cinco grupos.
El primer grupo también designadas como Pseudomonas ‘“verdaderas”
conformados por e ARNr grupo | de Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas
fluorescens, Pseudomonas putida y especies relacionadas. El segundo conformado
por e ARNr grupo de Il estan Pseudomonas cepacia, Pseudomonas mallel y
especies relacionadas (siendo reclasificados como Burkholderia), también las

Pseudomonas solanacear um, Pseudomonas picketti y especiesrelacionadas (siendo
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reclasificado como Burkholderia y, posteriormente, como Ralstonia). El tercero
conformado por e ARNr grupo de Ill estan las Pseudomonas testosteroni y
especies relacionadas, siendo reclasificadas como Comamonas; también especies
de Pseudomonas acidovorans y especies relacionadas, Siendo reclasificadas como
Comamonas, y posteriormente, como Delftia; otras especi es pertenecientes al grupo
estan las Pseudomonas facilis y especies relacionadas, siendo reclasificadas como
Acidovorax; entre otras especies Pseudomonas palleronii y especies relacionadas,
sendo reclasificadas como Hydrogenophagas, otras especies del grupo
Pseudomonas saccharophila, hasta la fecha no fue reclasificada. El cuarto
conformado por e ARNr grupo IV de Pseudomonas tiny, Pseudomonas diminuta y
Pseudomonas vesicularis, siendo reclasificadas como Brevundimonas. El quinto
estd conformado por € ARNr grupo V de Pseudomonas maltophilia, siendo
reclasificado como Xanthomonas, y posteriormente, como Senotrophomonas
(Woese et a., 1984; Moore et a., 2006).

Segin Moore et a. (2006), se han reconocido 156 especies de Pseudomonas con
nomenclatura de pie, sin embargo 48 especies de este género fueron reclasificado y
ahora se consideran como basonimos o0 sindénimos de especies situadas en otros
géneros. Las Pseudomonas aureofaciens y Pseudomonas perfectomarina son dos
especies reconocidas sindnimos heterotroficos de las Pseudomonas chlororaphisy
Pseudomonas stutzeri, respectivamente. Ademas 10 especies de Pseudomonas se
reconocen como no pertenecientes al género, aungue todavia no han sido

reclasificadas.

Se han descrito algunas cepas de Pseudomonas |la capacidad de acanzar aresistir
la presencia de los metales pesados, |os microorganismos inclinan a desarrollar
mecanismos Unicos para resistir e medio donde se encuentra o0 mecanismos de
desintoxicacién en respuesta a la toxicidad que la mayoria no toleran (Figura 7);
tambi én adqui eren resi stencia a otros compuestos como |os disol ventes organicos y

detergentes, queindicaunadiversavariedad de fuentes de carbono como nutrientes,
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y también gue los ambientes y nichos sean dificilmente puedan ser colonizados por
otros microorganismos (Lacal, 2008; Wasi, Tabrez & Ahmad, 2013).
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Figura 7. Mecanismo de interaccion de Pseudomonas con los metales pesados
Fuente: Wasi et al., 2013.

La buena reputacion del género se debe a los diversos nimeros de articulos
publicados, que resaltan laversatilidad y capacidad de estos microorganismos, para
degradar diferentes compuestos organicos, como también de poseer una gran
habilidad en metabolizar una amplia variedad de hidrocarburos aromaticos y
aliféticos, ademas de la resistencia a desinfectantes, metal es pesados, detergentes e

incluso unaresistencia alos antibidticos (Alanis & Guerrero, 2004; Ruiz, 2007).

1.2.6.1. Pseudomonas putida

L a especie Pseudomonas putida es una bacteria saprofita del suelo, oportunista,
cosmopolita, ademéas que es muy versdtil en su metabolismo por tener una
dioxigenasa principal, también un tolueno dioxigenasa, a pesar de no contar
con la dioxigenasa especifica para los hidrocarburos arométicos policiclico,
estas caracteristi cas permiten que sea una buena candidata paralas aplicaciones
en labiotecnologia (Daane et al., 2010, citados por Lopez et al., 2006, p. 87).
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Seguin Mufioz (2012), en 1971 €l doctor Chakrabarty obtuvo la primera patente
de un ser vivo, siendo la bacteria Pseudomonas putida genéticamente
modificada con la capacidad para degradar algunos de los componentes del
petréleo. En 1981 el comité de ADN recombinante de los Institutos de la Salud
de EE. UU. certifico que la cepa Pseudomonas putida KT2440 curada del
plasmido TOL no es patdgena para animales y plantas, y se puede considerar
como un hospedador seguro en la clonacion de genes de bacterias del suelo
(Lacal, 2008).

Pseudomonas putida se aislan con mucha més frecuencia en suel os templados,
agua, particularmente lugares contaminados con quimicos organicos y con otro
tipo de agente xenobidtico. En los ecosistemas participan en un rol muy
importante en e reciclaje de los residuos organicos en ambientes aerdbicos y
microaeréfilos que pueden utilizar méas de 80 compuestos organicos como
fuentes de carbono y energia, debido que la bacteria es nutriciona mente muy
versétiles (Clarke, 1982, citado por Kahlon, 2016, p. 129; Timmis, 2002, citado
por Kahlon, 2016, p. 129).

Tienen un gran potencial en la biorremediacion de ambientes contaminados
con hidrocarburos de petréleo, disolventes quimicos organicos, compuestos
policiclicos y heterociclicos, etc. La degradacion de varios de estos
compuestos, como € acanfor, el acido salicilico, e benceno, € tolueno, €l
xileno, € naftaleno, e é&cido benzoico y sus Los derivados clorados, 1os
bifenilos, lanicotinaalcaloide, etc. de Pseudomonas putida estan mediados por

las rutas codificadas en plasmidos (Kahlon, 2016).

La especie Pseudomonas putida posee gran potencial metabdlico y son de
interés, ya que pueden obtener fuentes de carbono y energia, a degradar la

variedad de alcanos de cadena larga aliféticos, compuestos aromaticos y
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compuestos policiclicos. Como tales, se consideran importantes en la
biorremediacion del medio ambiente contaminado con contami nantes quimicos
peligrosos (Kahlon, 2016).

1.2.7. Resistenciay Tolerancia delasBacteriasalos M etales Pesados

Los metal es pesados presentes en el ambiente fuerza a los microorganismos a una
seleccion que permite € desarrollo de nuevas generaciones con capacidades de
degradacion y mecanismos para soportar la absorcion de iones metalicos; por €
proposito de soportar las condiciones de estrés y sobrevivir en condiciones
desfavorables. La presencia de sustancias toxicas afectan las actividades de las
comunidades microbianas, influenciando la abundanciay diversidad (Spain, 2003;
Panigatti, Torres, Griffa, Boglione & Gentinetta, 2007).

Las especies “Tolerantes” o “Resistentes” son llamadas asi por comunidades
microbianas con la capacidad de desarrollarse en areas contaminados y persistir en
esos ambientes. Existen diferencias entre microorganismos de especies tolerantes y
resistentes. Las especies con capacidad de resistir a los contaminantes se
caracterizan por tener mecanismos de detoxificacion, establecido o incorporados
por el metal; sin embargo, |os tolerantes son indiferentes ala ausencia o presencia
del metal en e ambiente que lo rodea (Panigatti et al., 2007; Beltran & Gomez,
2015).

El mecanismo de resistencia de los microorganismos involucra el flujo de salidade
iones de metales pesados hacia € exterior de la célula, la acumulacién y la
compleacion de los iones metalicos dentro de la célula; también la disminucion de
la toxicidad mediante la reduccion de los iones de metales pesados. La toxicidad
del metal esta relacionado ala biodisponibilidad, es cuya capacidad para transferir
un elemento ambiental alos organismos vivos, dependera de la concentracién total
del metal, losfactoresfisicogquimicosy factores biol 6gicostales como labiosorcion,

bioacumulacién y solubilizacion (Spain, 2003; Beltran & Gémez, 2015).
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1.2.8. Biorremediacion

La biorremediacion es agquella tecnologia que usa agentes biol 0gicos capaces de
remover y desintegrar sustancias toxicas o anticipar la contaminacién mediante
tratamiento de los desechos. Este proceso depende de los microorganismos que
presentan propiedades catabdlicas que integran o usan los contaminantes para su
desarrollo, como fuente de carbono o energia (Panigatti et al., 2007; Beltran &
Gomez, 2015; Rodriguez et al., 2017).

Los microorganismos capaces de efectuar la biorremediacion, por general pueden
ser aislado de un érea contaminada o de diferentes lugares, y ser introducido a un
sitio contaminado para que realice lafuncién de descontaminacion. Los organismos
vivos transforman |os compuestos xenobi 6ticos que producen reacciones dentro de

sus procesos metabdlicos (Vidali, 2001).

L os procesos de hiorremediacion son aplicados frecuentemente en la de reduccién
de contaminantes quimicos de los suelos, aguas superficides, aguas servidas
domésticas e industriales, residuos de derivados de hidrocarburos por refinerias
petroleras y entre otros. Existen industrias de fundicidén y mineria que aplican
microorganismos con la capacidad de readlizar biosorcién para reducir la
contaminacion emitidas o generadas por la obtencion de los metales, € cual se
puede usar la biomasa viva o muerta (Sandoval, 2006).

La biosorcion es € proceso pasivo de la captacion de metales que realiza una
biomasa viva 0 muerta. Particularmente se caracteriza por la interaccion
fisicoquimica del metal con ligandos concerniente a la superficie de la célula
(Figura 8). Lainteraccion se genera debido a los grupos funcionales expuestos en
el exterior celular pertenecientes a partes de moléculas compuestas de |as paredes

celulares, entre ellos carboxilo, hidroxilo, fosfato, amino, sulfhidrico. Los procesos
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gue incluyen a la biosorcién, son la bioabsorciéon y biobsorcion (Vullo, 2003;
Covarrubias et al., 2015)

La biomasa sumergida en una solucion acuosa tiene la propiedad de retener y
concentrar los metales pesados, a ese proceso es denominado como bioabsorcion.
La superficie de los microorganismos posee componentes que actlian como
bioabsorbentes, conformado de polimeros estructurales y extracelulares con un
elevado contenido de grupos de polianiones, que se relacionan con los metales,

reteniendo a elemento dentro de la estructura celular (Suarez & Reyes, 2002).

La bioadsorcion es un proceso no metabolizado y no enzimatico, consta en la
afinidad de los iones metalicos hacia la pared celular, debido a composicion y
estructura. La adsorcion se debe a unidn no especifica de la especieidnicaa grupos
funcionales delos polisacaridos y alas proteinas asociados ala célulao metabolitos
excretados. Asi que la captura de los metales es funcion rigurosamente de la
composicion quimica que cubre y protege del exterior ala célula (Sandoval, 2006;
Bautista, 2008).
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Figura 8. Mecanismo de interaccion de los microorganismos con |os metales.

Fuente: Vullo, 2003.
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1.2.9.

Inmovilizacién de Células

La inmovilizacién de las células es una técnica que es aplicable en distintos
microorganismos y se puede usar diferentes materiales para lograrlo como la
gelatina, gel de poliacrilamida, agar, alginato de calcio, quitosano, carragenina,
alcohol polivinilico o sol-gel como materiales paralaformacion delamatrizy entre
otros materiales (Jack & Zgjic, 1977, citados por Martinez & Garcia, 2012, p. 56).

El aginato de calcio es un material muy usado paralainmovilizacion de distintos
tipos de microorganismos, ya gque las condiciones requeridas para su elaboracion
son sencillas, sin reacciones extremas, a bajo costo y de baga toxicidad. Es
considerado como un método promisorio para incrementar la degradacion de
compuestos xenobi 6ticos, debido quelas células atrapadas en €l interior delamatriz
estan protegidas contra ambientes dificiles de sobrevivir; esto no sucede cuando las
células son retenidas en la superficie de un soporte. Las célulasinmovilizadas en e
interior de la matriz son fécilmente liberadas al medio por la disolucién del gel en
presencia de agentes quelantes del calcio, tales como citrato de sodio y fosfato de
potasio (Mohammad & Bustard, 2008, citados por Martinez & Garcia, 2012, p. 58).

La aplicacion de inmovilizacion de microorganismos en e propdsito para
degradacion de contaminantes, son dirigidos principalmente en estudios de medio
acuosos, formando un microhabitat favorable y con proteccion dentro del material
usado, ademas los microorganismos inducidos a este ambiente aprovechan una
fuente temporal de sustrato especificos (Veen et a., 1997, citados por Martinez &
Garcia, 2012, p. 60).

Para la resistencia a la toxicidad a altas concentraciones de sustrato se inmoviliza
los microorganismos. El uso de microorganismos inmovilizados en procesos de
remocion de contaminantes consigue un aumento de la tasa global de

biodegradacion, ya que se al canzan el evadas densidades celulares, incluso aument6
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la estabilidad y tolerancia a los agentes xenobiéticos que puede causar dafio a los

microorganismos (Martinez & Garcia, 2012).

Se denomina aginato a algunas sales del acido alginico, un polisacarido aniénico
lineal, encontradas en gran abundancia en especies de algas marinas, que llegan
hasta 40 % de su peso. El alginato extraido de las paredes celulares de algas pardas
de clase Phaeophyceae, principalmente de las especies Laminaria hyperborea,
Ascophyllum nodosum y macrocystis pyrifera (Avendario, Lépez & Palou, 2013);
ademés algunas bacterias pueden producir e compuesto como la Pseudomonas
aeruginosay la Azotobacter vinelandii. Cuantiosasinvestigaciones fisico-quimicos
han sido llevados a cabo referente al proceso de gelificacion que involucra los
mecanismos y caracteristicas estructuralesdel material (Méndez, Quintero, Vaquiro
& Solanilla, 2014). Los iones polivalentes como € calcio incita la formacion de
asociacion entre cadenas contiguos de acido aginico, asi que los autores Morris,
Rees, Thom, y Boyd (1978) y Grant, Morris, Rees, Smith y Thom (1973),
propusieron un modelo grafico del area de union que efectlia entre dichas cadenas,
conocida como “eggs-box model”, traducido al espafiol “modelo caja de huevos”,

véase laFigura9 (Méndez et a., 2014).

Figura 9. lones polivalentesdel calcio inducen asociaci én entre cadenas adyacentes
de &cido aginico. Modelo de caja de Huevo propuesto por Morris et al. (1978) y
Grant et al. (1973).
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Seglin Méndez et a. (2014), refiere “cl alginato esta compuesto por bloques
(copolimero) de acido B-D-manurdnico (M) y su epimero (C-5) acido a-L-
gulurénico (G), unidos por enlaces 1-4”. El alginato de sodio tiene unacaracteristica
funcional peculiar en la formacion de geles irreversibles e insolubles en agua
después de la combinacion de compuestos de acido gulurénico por medio de las

adherencias de los grupos carboxilo con los iones calcio, véase en la Figura 10.

CO;" Na® CO;" Na’®

CO; Na' cO, Na'
CO, Na’ CO; Na’

CO,- Na® CO.- Na®

Loy CoOy

Figura 10. (A) Cadenas de alginato de sodio sin entrecruzamiento. (B) cadenas
adyacentes de alginato de sodio entrecruzadas con iones calcio (entrecruzamiento

de las cadenas poliméricas.
Fuente: Méndez et al., 2014.
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CAPITULO II: MATERIALESY METODOS

2.1. DISENO DE LA INVESTIGACION

2.1.1.

2.1.2.

Lugar y fecha

La presente investigacion se realizo en € laboratorio de la Universidad Catdlica
Sedes Sapientiae (UCSS) sede ubicada en la calle Manuel Gonzales Prada en €
distrito de Los Olivos - Lima. El periodo de gecucion empez6 desde el mes de

marzo hasta su culminacién en el mes de agosto del afio 2017.

Descripcion del experimento

El experimento conté con dos etapas que permitieron alcanzar los objetivos
planteados en |la presente investigacion.

La primera etapa se evalud la concentracion (mg/L) de los metales pesados de Pb y
Cd presentes en las muestras de agua del rio Pativilca, usando la cepa de
Pseudomonas putida ATCC 49128. Para esto se activo la cepa bacteriana en Agar
King B y se cultivo a una temperatura de 35 °C. A partir de ello se redlizaron las
actividades de conteo de colonias con € método del niUmero més probable, y se
elaboro la curva de crecimiento poblacional de la bacteria. Las bacterias tuvieron
gue ser adaptadas a diferentes concentraciones de los metales cadmio y plomo, por
lo que se adiciond a caldo nutritivo de tripticasa de soya la cantidad de 0,01 mg/ml
de Pb(NOz)2 y Cd(SO4) y seincubaron atemperatura de 35°C por 5 dias.

La segunda etapa se realizo la adaptacion de la cepa bacteriana, donde se llevo a

cabo lainmovilizacion delaP. putida ATCC 49128 en perlas de alginato de calcio,
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y luego usadas en los tratamientos. En la Ultima etapa del proyecto, las P. putida
ATCC 49128 fueron colocadas en cada recipiente que contenia 100ml de agua de

lamuestradel rio y 100 ml de agua des-ionizada en €l control.

2.1.2.1. Activacion dela cepa Pseudomonas putida ATCC 49128

Parala presente investigaci on se adquirieron cepas Pseudomonas putida ATCC
49128 en paquetes herméticos cuyo contenido fue de asas de culti loops;
procedentes de la American Type Culture Collection (ATCC) s mantuvo ala

temperaturade 2 - 4 C° hasta su utilizacion correspondiente.

Se empled e medio de cultivo agar Base Pseudomonas para activar la cepa, €
cual se prepard bajo condi ciones asépticas de esterilizacion en un autoclave (15
libras de presién, durante 20 minutos), seutilizd 30 g de agar y 10 ml deglicerol
para un litro, se llevé a calentar la solucion y fue puesto en matraz, luego se
esterilizo la solucion, posteriormente se realiz6 € plaqueo. Se usd un nuevo
paguete de culti-loops de la cepa Pseudomonas putida ATCC 49128 y se
procedi6 a inocular las placas, luego fueron rotuladas las placas inoculadas, y
colocadas en laincubadora durante 24 horas a 35 °C, en condiciones aerdbicas
para € crecimiento poblacional de las bacterias. Ademés, se redizo
observaciones de la cepa en e microscopio mediante latincion de Gram, véase
el diagrama de flujo en la Figura 11 (Aquiahuatl, 2012).
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Figura 11. Diagramadeflujo del proceso delaactivacién delacepa Pseudomonas
putida ATCC 49128.

Fuente: elaboracion propia.

2.1.2.2. Adaptacién y seleccion de colonias de Pseudomonas putida ATCC 49128
resistentes a altas concentraciones de plomo y cadmio

Para la adaptacion de la cepa bacteriana se prepard un medio de cultivo con 30
g de caldo tripticasa de soya en 1 litro de agua desionizada; posteriormente se
prepararon cinco soluciones a distintas concentraciones de plomo y cadmio en
la forma de Pb(NOz)2 y Cd(SOs). La concentracion inicial de ambos metales

38



utilizada en el presente estudio fue de 0,1 mg/ml y a partir de estas se prepard
concentraciones de 10 % (0,01 mg/ml), 25 % (0,025 mg/ml), 50 % (0,050
mg/ml), 75 % (0,075 mg/ml) y 100 % (0,1 mg/ml). Las soluciones fueron
esterilizadas en autoclave (15 libras de presion, durante 15 minutos), junto a
otros materiales para la inoculacion. Las Pseudomonas putida ATCC 49128
fueron inoculadas sobre e medio caldo tripticasa de soya con las diferentes
concentraciones (Rathnayake, Megharg, Krishnamurti, Bolan, & Naidu,
2013). Como control se utilizé la Pseudomonas putida ATCC 49128 inoculada
en medio caldo tripticasa de soya sin Pb(NOs )2y sin Cd(SO4), véase en la
Figura 12 el diagramade flujo (Pérez, Barrazay Martinez, 2015).
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Figura 12. Diagrama de flujo de la adaptacion de las Pseudomonas putida ATCC 49128
en metales.

Fuente: elaboracion propia

2.1.2.3. TomadeMuestra

Las muestras fueron colectadas ddl rio Pativilca ubicado en € distrito de
Pativilca de la provincia de Barranca, € 17 de febrero de 2017, en las

coordenadas UTM-WGS84 8812516,00 N — 194895,00 E, aproximadamente a
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500 metros de la desembocadura a océano pacifico (Figura 13); punto de
muestreo esta establecido por la Autoridad Nacional del Agua(2014), como lo
indica en e mapa del Apéndice 32.
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Figura 13. Ubicacién de latoma de muestra en €l rio Pativilca.

Fuente: elaboracion propia

2.1.2.4. Preparacion de las Muestras de Aguas Extraidas del Afluente del Rio
Pativilca

Las muestras colectadas del rio Pativilca fueron filtradas 2 veces con papel
filtro (Rundfilter 125 mm) para asegurar |a completa remocion de particulas en
suspension, esterilizados en autoclave en matraces Erlenmeyer de 300 ml para
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2.1.25.

2.1.2.6.

evitar e crecimiento de algun microorganismo presente y luego guardados a 4
°C hasta su uso (Aquiahuatl, 2012).

Caracterizacion Fisico-quimica de las Muestras de Agua Extraida del

Afluentedd Rio Pativilca-Lima

Sereadliz6 un andlisisinicia delos parametros fisico-quimicos de las muestras
de agua del afluente del rio Pativilcay esterilizadas. Cuyos parametros fisico-
guimicos medidos fueron: pH, conductividad, nitrégeno total, fésforo, plomo

y cadmio, y lametodol ogia se encuentran detallados en la Tabla 1.

Inmovilizacion de Pseudomonas putida ATCC 49128 con Alginato de
Calcio

A partir de los cultivos gque resistieron a concentraciones altas de Pb y Cd, se
transfirieron con un asa de siembra de las placas a caldo tripticasa de soya e
incubadas a 33 °C — 35 °C. Una vez alcanzada la fase exponencia en los
cultivos, fueron tomadas 2 g de Pseudomonas putida ATCC 49128 extraida y
mezclados con 60 ml de una solucién de alginato de sodio a 4 % previamente
esterilizado en autoclave a 121 °C, 15 libras de presion y por 20 minutos. En
este punto, se procedié arealizar esta misma dilucion con aguas destilada para
el conteo de las bacterias con € fin de determinar la concentracion celular en
esta nueva solucién. Con una jeringa de 10 ml, se tomé €l preparado del
alginato de sodio con la bacteria'y se dejo caer gotas a una solucion estéril de
cloruro de calcio a 0,05 M, agitando lentamente para conseguir las esferas.
Luego las cdpsulas se dg6 reposar en e cloruro de calcio durante 1 hora
aproximadamente, véase € diagrama de flujo de la Figura 14 (Chitiva &
Dusséan, 2003).

41



=
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adaptadas aPby Cd.
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Figura 14. Diagramade flujo de la elaboracién de perlas de alginato de calcio con células

de Pseudomonas putida ATCC 49128.

Fuente: elaboracién propia.

2.1.2.7. Evaluacion dela Capacidad de Remocion de Plomoy Cadmio por la Cepa

Pseudomonas putida ATCC 49128 Aplicada en las Muestras de Agua
Extraido del Afluente del Rio Pativilca

Para la absorcion se afiadieron perlas con Pseudomonas putida ATCC 49128
(2 g) a100 ml de agua extraido del afluente del rio Pativilca conteniendo Pb o
Cd y se mezcl6 atemperatura ambiente. Las muestras se retiraron después de
culminar € tiempo de O, 6, 12, 18, 24 horas (Azoddein, Yunus, Sulaiman,
Bustary & Azli, 2015).

Se obtendra el porcentgje de remocion Q %:

CO-Ct
Co

Q(%)=( >><100

Donde Co (mg/L) eslaconcentracioninicial, Ct (mg/L) es la concentracion en

un tiempo fina (Leyva, Sdnchez, Hernandez & Guerrero, 2001).

42



2.1.2.8. Cinéticade Crecimiento

Lacinéticade crecimiento celular delacepadelabacteria Pseudomonas putida
ATCC 49128 se calcul6 mediante el conteo de colonias en placas con agar King
B con el método de més probable en 24 horas. Latasade crecimiento especifico

(1), se expresa de la siguiente forma:

_ InX; - InX,

# t

Donde X es el nimero de células después de un tiempo, Xo esel nimeroinicial

de células, t es & tiempo transcurrido.

El nimero de generaciones de las células (n), se expresa la ecuacién de la

siguiente forma:

=33] A
n=3, nXO

Tiempo de generacion (g) se define como el tiempo requerido parala
formacién de dos células a partir de un tiempo de duplicacion, la ecuacién se
expresa de la siguiente forma:

Constante de velocidad de crecimiento (k) es la medida del nimero de
generacion que ocurre por unidad de tiempo en una cultura de crecimiento

exponencial, la ecuacion se expresa de la siguiente forma:
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2.1.2.9.

a)

b)

d)

Evaluacion de Parametros Fisico-quimico Durante la Aplicacion de las
Perlas de Alginato de Calcio con Céulas de Pseudomonas putida ATCC
49128 alas Muestras de Agua Extraidas del Afluente del Rio Pativilca

El propdsito de esta evaluacion es adquirir informacién de los cambios fisicos-
quimicos que van desarrollandose, en tiempo ya establecido en la Tabla 1,
después de haber colocado o sometido las perlas de alginato con Pseudomonas
putida ATCC 49128 alas muestras de agua del rio Pativilca

Se evaluaron |os siguientes parametros fisico-quimicos:

Deter minacion de pH

Paralamedicion del pH se usara el pH-metro o potencidémetro de laboratorio
debidamente calibrado.

Deter minacion de plomo (Pb)

Para el andlisis de remocion de plomo (Pb), e andlisis se hizo por latécnica
de fotometria con e equipo WTW pHotoFlex ® y se compar6 los resultados
con los estandares nacionales.

Determinacion de cadmio (Cd)

Para el andlisis de remocion de cadmio (Cd), € andlisis se hizo por latécnica
de fotometria con €l equipo WTW pHotoFlex ® y se comparé |os resultados
con |los estandares nacionales.

Deter minacion defosforo Total (P)

El andlisis de fésforo total (P) se efectud mediante la técnica de fotometria

con e equipo WTW pHotoFlex ®.



€) Determinacion de nitrégeno total (N)

El andlisis de nitrégeno total (N) se efectud mediante latécnica de fotometria

con e equipo WTW pHotoFlex ®.

f) Medicion de conductividad

La medicion de conductividad se efectué mediante e uso de conductimetro

del laboratorio.
Tablal
Mensuracion de parametros fisicos-quimicos
Par ametros Unidades M etodologia empleada
pH Unidades de pH pH-metro o]
Potenciometria
Conductividad puS/cm Conductimetria
Nitrogeno mg/L Fotometria
Fésforo mg/L Fotometria
Cadmio mg/L Fotometria
Plomo mg/L Fotometria

Fuente: eaboracion propia

2.1.3. Tratamientos

El tratamiento (Tr1) consistio en agregar 2,0 gramos de esferas de perlas de alginato
de calcio con Pseudomonas putida ATCC 49128 sometidas las muestras de agua
extraido del rio de Pativilcaadiferentestiempos. El control consistié en agregar 2,0
gramos de esferas de perlas de alginato de calcio con Pseudomonas putida ATCC
49128 sometidas a agua des-ionizada a los mismos tiempos establecidos en €
tratamiento (Trl). Donde se evaluo los parametros fisicos-quimicos (Tabla 1) del
aguadel Trly € control enlosdetiemposdeO, 6, 12, 18, 24 horas.
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Tabla?2
Tiempo y tratamiento considerados en la investigacion (T: tiempo; Trl: tratamiento

1; AP: agua del afluente del rio Pativilca conteniendo Pb o Cd)

Tiempo (horas) Tratamiento

T1(0) ) 4 )

T2 (6) - Trl: AP+ esferas con P. putida (2 gramos)

T3(12) - - Control: Aguades-ionizada + esferas con P.
ida (2 gramos)

T5 (24)

—

Fuente: Elaboracion propia.

2.1.4. Unidades Experimentales

Las unidades experimentales en la investigacion estuvieron conformadas por
frascos de vidrio de capacidad de 120 ml, que contenia de agua del afluente del rio
Pativilca, mas las perlas de alginato de calcio con células de Pseudomonas putida
ATCC 49128 inmovilizadas y adaptadas. En €l control estuvo conformado por agua
destilada por 100 ml, mas 2,0 g de perlas de alginato de calcio con células de
Pseudomonas putida ATCC 49128 adaptadas.

2.1.5. Disefio Estadistico del experimento
La presente investigacion parala remocion de Pb y Cd presente en €l agua ddl rio
Pativilca, se utilizo un disefio completamente a azar (DCA). Se constituyeron por
20 unidades experimentales incluido el control, parala medicion de los parametros
fisico-quimico en 5 tiempos distintos.

2.1.6. Andlisis Estadistico
En la presente investigacion los datos obtenidos fueron procesados en € programa

Microsoft Excel parala elaboracion de tablas 'y graficos, la cua permitié analizar

la correlacion de los parametros.
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Se ust el andlisis de varianza de unavia (ANOVA) para evaluar la actividad de la
remocién de plomo y cadmio por Pseudomonas putida ATCC 49128 sometidas a
los diferentes tiempos. Posteriormente los resultados estadisticamente
significativos se analizaron mediante la prueba de Tukey. Se consideré como valor

de significancia, € valor de p<0,05, siendo usado € software SPSS.
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CAPITULO Ill: RESULTADOSY DISCUSION

3.1. RESULTADOS

3.1.1. Caracteristicas Fisico-quimicos Iniciales de las Muestras de Agua Extraidas

del Afluente ddl Rio Pativilca

En la Tabla 3 se muestran los resultados de los andlisis fisico-quimico evaluadas

por triplicado alas muestras del agua extraidas del rio Pativilca.

Tabla3

Promedio de los resultados de los andlisis fisico-quimico de la muestra de agua del

afluente del rio Pativilca (promedio + desviacién estandar)

Parametros Unidades Resultado
Nitrégeno total mg/L 0,10+0,0055
Fosforo mg/L 0,03+0,005
Plomo mg/L 2,770
Cadmio mg/L 1,600
Conductividad ps/cm 1300+0

pH Unidad de pH 7,51+£0,0141

Fuente: Elaboracidn propia

Los resultados de los pardmetros fisicos-quimicos iniciales de la muestra de agua
del rio muestran que el nitrégeno total tuvo un valor estimado de 0,10+0,0055 mg/L,

mientras que, para € caso del fosforo total, se encontré un vaor promedio de

0,030,005 mg/L, siendo este valor menor a lo registrado en los estandares de

calidad de agua. La conductividad se encontré a un valor promedio de 1300+0

ps/cm. Asimismo, € pH presentd un valor promedio de 7,51+0,0141. Por otro lado,

el andlisisdelos metales: plomo y cadmio, encontradosen €l rio Pativilcadetermind

los valores promedios de 2,77+0 mg/L y 1,66£0 mg/L respectivamente, superando

48



3.1.2.

los estandares de calidad de agua (decreto supremo 004-2017 Ministerio del
Ambiente).

Crecimiento Bacteriano de la Cepa Pseudomonas putida AT CC 49128

Unidades for mador as de colonias
(UFC)

300 +

250 -

200 -

150 -

100 -

0 T T T T T 1
) 5 10 15 20 25 30

Tiempo (Horas)

Figura 15. Curvade crecimiento de la Pseudomonas putida ATCC 49128.

El resultado del crecimiento bacteriano de la Pseudomonas putida ATCC 49128
evaluado durante 26 horas, evidencié una tendencia exponencial queiniciaalas 8
horas con 96 UFC/ml, gréficamente se tomaron los puntos de la curva que se
observan en la Figura 15 y a partir de estos se obtuvieron los parametros de la

cinética de crecimiento durante lafase exponencial, que se muestran en la Tabla 4.

La especie mostré una tasa de crecimiento especifico (1) de 0,14 horas® con una
constante de velocidad de crecimiento (k) de 4,993 horas, la cual indica el tiempo
gue logro la duplicacion poblacional. El tiempo de generaciones (g) fue de 2,159
horas?, lo que indica & tiempo que se produce una generacion de la especie. El
nimero de generaciones de las células (n) producidas en € tiempo durante €l

crecimiento poblacional, se obtuvo 8,799 generaciones.
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Tabla4d

Parametros cinéticos de crecimiento bacteriano

Par ametr os cinéticos de crecimiento Resultados
u (horas™) 0,14

k (horas) 4,939
Densidad celular méx. (UFC/ml) 266 x 10°
Tiempo de generacion (horas) 2,159
NUmero de generacion 8,799

Fuente: Elaboracion propia.

3.1.3. Adaptaciony Seleccion de Colonias de Pseudomonas putida ATCC 49128

Resistentes a Altas Concentraciones de Plomo y Cadmio

3.1.3.1. Adaptacion en Nitrato de Plomo

En la adaptacion de la cepa Pseudomonas putida ATCC 49128 a plomo, se
seleccionaron los cultivos que presentaron mayor turbidez (unidades
nefelométricas) en respuesta a nitrato de plomo, como se muestraen la Tabla
5. El cultivo que presentd mayor UNT se inmovilizo en perlas de alginato de
calcio y posteriormente aplicé parala remocion de plomo presente en €l agua
del rio Pativilca

Las concentraciones poblacionales mas bajas de la cepa de Pseudomonas
putida ATCC 49128, fueron las muestras que contenian 50 %, 75 % y 100 %
de nitrato de plomo, con un valor de turbidez de 212,67 UNT, 192,33 UNT y
211,33 UNT respectivamente. Mientras que las mayores concentraciones
poblacionales fue de las muestras que contenian 10 % y 25% de nitrato de

plomo, con los valores de 375,33 UNT y 306 UNT respectivamente.
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Tabla5
Resultados en la adaptacion de la cepa Pseudomonas putida ATCC 49128 en €l
medio con diferentes concentraciones de nitrato de plomo (Pb (NOs)2) (promedio +

desviacion estéandar)

Nitrato de Concentracion Unlda,d$
Muestras lomo (mg/ml) (%) nefelométricas
P g (UNT)
1 0 0 200+2,6458
2 0,01 10 374,33+3,0551
3 0,025 25 306+3
4 0,050 50 212,67+1,5470
5 0,075 75 192,33+1,5275
6 0,1 100 211,33+1,5275

Fuente: Elaboracion propia.

Las muestras con contenido de nitrato de plomo generaron € decaimiento de
las concentraciones poblacionales de la Pseudomonas putida ATCC 49128, a
medidaque el porcentgje de concentracion del dicho elemento fue aumentando,
el cual fue la muestra 5 la concentracién més baja de un valor promedio de
192,33 UNT, como se observa en la Tabla 5. En la muestra 1, a pesar que
células de la cepa de Pseudomonas putida ATCC 49128 estaba en un medio
con una presencia nula de nitrato plomo, mostré una baja concentracién
poblacion a igual que las concentraciones al 50%, 75% y 100%. En lamuestra
2, presenté mayor concentracidn en crecimiento poblacional, por lo tanto, fue
seleccionada paralainmovilizacion en aginato de calcio.

3.1.3.2. Adaptacion en Sulfato de Cadmio

En la adaptacion de la cepa Pseudomonas putida ATCC 49128 a cadmio, se
seleccionaron los cultivos que presentaron mayor turbidez (unidades
nefel ométricas) en respuestaa sulfato de cadmio, como se muestraen laTabla
6. El cultivo que presentd mayor UNT se inmovilizo en perlas de aginato de
calcio y posteriormente aplico parala remocion de plomo presente en € agua
del rio Pativilca
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Las muestras con contenido de sulfato de cadmio generaron un declive en las
concentraciones poblacionales de la Pseudomonas putida ATCC 49128, a
medidaque el porcentaje de concentracion del dicho elemento fue aumentando,
el cua la mayor concentracion poblacional de células de la cepa de
Pseudomonas putida ATCC 49128 se obtuvo delasmuestras 2, 3y 4 aun valor
promedio de 736,67 UNT, 721,67 UNT y 385 UNT respectivamente. Las
concentraciones pobl acionales més bajas fueron lasmuestras 1, 5y 6 aun valor
promedio de 205 UNT, 206,33 UNT, 208,33 UNT respectivamente.

Tabla6
Resultados en la adaptacién de la cepa Pseudomonas putida ATCC 49128 en €l
medio con diferentes concentraciones de sulfato de cadmio (Cd(SO4) (promedio +

desviacion estandar)

Sulfatodecadmio Concentracion

Muestra (mg/ml) (%) UNT
1 0 0 205+3
2 0,01 10 736,67+4,93288
3 0,025 25 721,67+4,5092
4 0,050 50 385+1,7321
5 0,075 75 206,33+2,0817
6 0,1 100 208,33+2,5166

Fuente: Elaboracion propia.

3.1.4. Seleccion delascélulasdela cepa Pseudomonas putida ATCC 49128 adaptadas

alos metales de cadmio y plomo

En la Seleccidn de las células adaptadas se optd por lamuestra 2 de cadmio y plomo
gue fueron mezcladas con aginato de calcio para la aplicacion de la
experimentacion (los tratamientos se detallan en la Tabla 2); la razdn por usar la
muestra 2 es debido que las células se adaptaron mucho mejor, presentando la
mayor densidad poblacional a comparacion de las otras muestras en la prueba de
densidad Optica. Sé realizo e conteo de las unidades formadores de colonias de
células adaptadas de cadmio y plomo en placas Petri, dando como resultado 252 x
10° UCF/ml.
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3.1.5. Variacion de la Concentracion de Nitrogeno Total en las Muestras de Agua
Extraidas del Afluente del Rio Pativilca

EnlaTabla7 se observalos valores de la variacion de nitrégeno total presentes en
las muestras de agua extraida del rio Pativilca con las perlas de alginato de calcio
con células de Pseudomonas putida ATCC 49128 adaptadas y sometidas adistintos
tiempos, obteniendo como resultado un valor promedio inicial de 0,10+0,0055
mg/L y un valor promedio final de 0,42+0,0650 mg/L.

Laevaluacién denitrégeno total en el tiempo 1 (T1) obtuvo como resultado un valor
promedio de 0,10+0,0055 mg/L de nitrégeno total, siendo este valor el mas bajo del
experimento (p<0,05). En € tiempo 2 (T2) a las 6 horas a presentando un valor
promedio de 0,69+0,01483 mg/L, el cua reflgjaun aumento respecto al valor inicial
(p<0,05). En € tiempo 3 (T3) alas 12 horas a presentado un valor promedio de
1,03+0,01517 mg/L, € cual reflgja un aumento respecto a valor anterior (p<0,05).
El tiempo (T4) alas 18 horas a presentado un valor promedio de 2,12+0,0683 mg/L,
el cua reflgd & valor mas ato en las unidades experimentales de agua del rio
Pativilca (p<0,05); y por ultimo, € tiempo 5 (T5) alas 24 horas reflg/é un vaor
promedio de 0,42+0,0650 mg/L, teniendo un declive en €l valor (p<0,05).
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Tabla7

Andlisis de variacion del nitrégeno total (promedio + desviacion estandar)

Tiempo
T1 T2 T3 T4 T5

Réplicas

R1 0,11 0,69 1,05 2,16 0,32
R2 0,1 0,67 1,02 2,01 0,5
R3 0,1 0,71 1,03 2,19 0,41
R4 0,11 0,7 1,01 2,12 0,41
Promedio 0,1 0,69 1,03 2,12 0,42

Varianza 0,10+0,0055 0,69+0,01483 1,03+0,01517 2,12+0,0683 0,42+0,0650
Control 0,000 0,10+0,0084 1,57+0,0286| 2,54+0,0451 0,68+0,0228

Fuente: Elaboracion propia.

Se observa e control de los valores de nitrogeno total presentes del agua
desionizada con las perlas de alginato de calcio con células de Pseudomonas putida
ATCC 49128 sometidas a distintos tiempos, con un valor promedio inicial de
0,00+0 mg/L y una concentracion promedio fina de 0,42+0,0650 mg/L.

La Evauacion del nitrogeno total del control en e tiempo 1 (T1) obtuvo un
resultado de un valor promedio de 0,000 mg/L de nitrégeno total . El tiempo 2 (T2)
alas 6 horas a presentado el valor promedio de 0,10+0,0055 mg/L, € cual reflgja
un aumento respecto al valor inicial. El tiempo 3 (T3) alas 12 horas a presentado
un valor promedio de 1,57+0,0286 mg/L, €l cual reflga un aumento respecto a
valor anterior. Se analiz6 € tiempo 4 (T4) alas 18 horas a presentado un valor
promedio de 2,12+0,0683 mg/L, siendo € valor mas alto en las unidades
experimental es de control ; y por Ultimo, €l tiempo 5 (T5) alas 24 horas a presentado

un valor promedio de 0,42+0,0650 mg/L, teniendo un declive en € valor.



3.1.6.

= Witrdgeno Total
m— Control de nitiogeno total

3,00+

2,00

Nitrogeno Total (mg/L)

1,00+

Figura 16. Variacién de nitrogeno total y € control.

En la Figura 16, se muestra que los dos primeros tiempos los valores en € control
son inferiores que los valores de las unidades experimentales con agua del rio, sin
embargo, los valores en e control de T3, T4, T5 resultaron ser mayores que con €l
aguadel rio. Tanto como en las unidades experimentalesdel aguadel rioy € control
ambos en los tiempos de T1 hasta T4 presentan un incremento de los valores de
concentracion; también presenta un descenso de la concentracion en los tiempos de

T4 aT5 delas unidades experimentales de aguaderio y €l control.

Variacion de la Concentracion de Fésforo Total en las Muestras de Agua
Extraidas del Afluente del Rio Pativilca

En laTabla 8, se observa los valores de la variacion de fosforo total presentes en
las muestras de aguaextraidadel afluente del rio Pativilcacon las perlas de alginato
con Pseudomonas putida ATCC 49128 adaptadas y sometidas a distintos tiempos,
obteniendo un valor promedio inicial de 0,03+0,005 mg/L de fosforo total y un
valor promedio final de 0,23+0,0096 mg/L de fésforo total.
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Laevaluacion del fosforo total en el tiempo 1 (T1) obtuvo un resultado a un valor
promedio de 0,03+0,005 mg/L de fésforo total (p>0,05), siendo el valor més bajo
de las unidades experimentales con agua de rio Pativilca; se analiz6 € tiempo 2
(T2) alas 6 horas a presentado un valor promedio de 0,250,033 mg/L (p>0,05), €
cua muestraun aumento respecto al valor inicial. En el tiempo 3 (T3) alas 12 horas
a presentado a un vaor promedio de 0,45+0,0618 mg/L (p>0,05), que mostrd un
incremento de la concentracion respecto a valor anterior. En e tiempo 4 (T4) alas
18 horas a presentado un valor promedio de 0,65+0,2551 mg/L (p>0,05), siendo €
valor mas alto respecto atodo el experimento; y por ultimo, € tratamiento 5 (T5) a
las 24 horas resultd un valor de 0,23+0,0096 mg/L (p>0,05), teniendo un descenso

en este Ultimo tiempo.

Tabla8
Andlisis de variacion del fosforo total (promedio + desviacion estandar)
Tiempo
T1 T2 T3 T4 T5

Réplicas
R1 0,03 0,2 0,48 0,48 0,24
R2 0,04 0,28 0,36 0,44 0,22
R3 0,03 0,25 0,5 1 0,23
R4 0,03 0,26 0,45 0,67 0,24
Promedio 0,03 0,25 0,45 0,65 0,23
Varianza  0,03+0,005 0,25+0,033 0,45+0,0618 0,65+0,2551 0,23+0,0096
Control 0,00+0 0,08+0,0187 0,13+0,0369 0,20+0,0532 0,06+0,0386

Fuente: Elaboracidn propia.

EnlaTabla8, se observalavariaciéon del control de fosforo total con las perlas de
alginato de calcio con Pseudomonas putida ATCC 49128 adaptadas y sometidas a
distintos tiempos, obteniendo como resultado valor promedio inicial de 0,00+0
mg/L de fosforo total, y un valor promedio final de 0,06+0,0386 mg/L de fosforo
total.
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La evauacion de fosforo total del control en el tiempo 1 (T1) obtuvo un resultado
de 0,00+0 mg/L defdsforototal, siendo el valor mas bajo en las unidades de control.
El tiempo 2 (T2) alas 6 horas mostré un valor promedio de 0,08+0,0187 mg/L, €l
cua reflgia un aumento respecto a valor inicial. El tiempo 3 (T3) alas 12 horas
mostrd un incremento en la concentraci on respecto al valor anterior, obteniendo un
valor promedio de 0,13+0,0369 mg/L. El tiempo 4 (T4) alas 18 horas a presentado
un valor promedio de 0,20+0,0532 mg/L, siendo el valor més alto en las unidades
de control; y por ultimo € tiempo 5 (T5) a las 24 horas a presentado un valor
promedio de 0,06+0,0386 mg/L teniendo un decliveen el vaor.

= Fasforo Total
— Comtrol de fosforo toral

0,604

0,40

Fosforo Total (mg/L)

0,20

Horas

Figura 17. Variacion de fosforo total y € control.

En laFigura 17, muestra que las concentraciones del fosforo total del agua del rio
fueron mayores que el control. Ambos presentan un incremento hasta un valor
promedio de 0,62 mg/L de fésforo total en la experimentacion con agua de rio
Pativilca y 0,20 mg/L de fésforo total en € control, pero a partir de T4 la
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3.1.7.

concentracion tiene un descenso hasta de 0,23 mg/L de fosforo tota en la

experimentacion con aguaderio Pativilcay 0,06 mg/L defdsforo total en el control.

Variacion de pH en las Muestras de Agua Extraidas del Afluente del Rio

Pativilca

En la Tabla 9, se observa la variacion del pH presente en las muestras de agua
extraida del rio Pativilca con las perlas de aginato de calcio con células de
Pseudomonas putida ATCC 49128 adaptadas y sometidas a distintos tiempos,
obteniendo como resultado un valor promedio inicia de 7,51+0082 pH y un valor
promedio fina de 7,42+0,0618 pH. Encontrandose diferencia significativa
(p<0,05).

Laevauacion del pH en e tiempo 1 obtuvo como resultado un valor de 7,51+0,082
no presentando diferenciasignificativa (p>0,05). Laevaluacién en € tiempo 2 (T2)
alas 6 horas a presentado a un valor promedio pH de 7,42+0,0618, siendo €l valor
mas bajo, mostrando una diferencia significativa (p<0,05). En € tiempo 3 (T3) a
las 12 horas se obtuvo un vaor promedio pH de 7,58+0,0179 (p>0,05), siendo €l
mas alto, no mostrando diferencia significativa (p>0,05). En el tiempo 4 (T4) alas
18 horas a presentado un valor promedio pH de 7,54+0,0270 (p>0,05), €l cual
reflggd un decrecimiento respecto al valor anterior, no mostrando diferencia
significativa (p>0,05); y por ultimo en el tiempo 5 (T5) alas 24 horas a presentado
el vaor promedio pH de 7,53+0,0321 (p>0,05), teniendo un ligero declive en €
valor anterior, no mostrando diferencia significativa (p>0,05).
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Tabla9

Andlisis dela variacion del parametro de pH (promedio + desviacién estandar)

Tiempo

T1(Ohoras) T2 (6horas) T3 (12 horas) T4 (18 horas) T5 (24 horas)
Réplicas
R1 7,51 7,4 7,55 75 7,49
R2 7,51 7,42 7,58 7,54 7,53
R3 7,52 7,45 7,58 7,56 7,51
R4 7,5 7,42 7,6 7,57 1,57
Promedio 7,51 7,42 7,58 7,54 7,53
Varianza 7,51+0082 7,42+0,0206 7,58+0,0206  7,54+0,031 7,53+0,0342
Control 7,50£0,005 7,19+0,0386 6,80+0,2125 6,80+0,2265 5,00+0,1797

Fuente: Elaboracion propia.

EnlaTabla9, seobservael control delavariacion de pH del agua desionizada con
las perlas de aginato de calcio con células de Pseudomonas putida ATCC 49128
adaptadas y sometidas a distintos tiempos, obteniendo como resultado un valor
promedio inicial pH de 7,50+0,005 y un valor promedio final pH de 5,00+0,1797.

La evaluacion del control en € tiempo 1 (T1) se obtuvo un resultado a un valor
promedio pH de 7,50+0,005, siendo el valor mas ato en la experimentacién. En e
tiempo 2 (T2) alas 6 horas a presentado €l valor promedio pH de 7,19+0,0620, €l
cual reflgjé un declive respecto al valor anterior, mostrando diferenciasignificativa.
En € tiempo 3 (T3) a las 12 horas a presentado un valor promedio pH de
6,80+0,3554, el cual reflgjo un declive al respecto a valor anterior. En e tiempo 4
(T4) alas 18 horas mostré un valor promedio pH de 6,80+0,4176, manteniendo €
valor promedio a respecto a valor anterior; y por Ultimo en el tiempo 5 (T5) alas
24 horas a mostrado un valor promedio pH de 5,00+0,1797, siendo € valor méas
bajo en la experimentacion.
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3.1.8.
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Figura 18. Variaciéon de pH y su control.

EnlaFigura 18 se apreciaen lagréficaque e pH alo largo de la experimentacion
de agua extraida del rio Pativilca reflgja una leve variacion, manteniendo en un
rango entre pH de 7,42+0,0206 y 7,51+0082; en cambio el control disminuye el pH
a medida que avanza € tiempo, a culminar las 24 horas muestra que descendi6
hasta un valor promedio pH de 5,00+0,1797 de pH volviendo &cido e medio

acuoso.

Variacion de Conductividad en las Muestras de Agua Extraida del Afluente
del Rio Pativilca

La conductividad es una propiedad fisica que permite conocer, durante la
experimentacion, el aumento o el descenso de otros elementos presentes en el agua.
EnlaTabla 10, se observala variacion de conductividad presentes en las muestras
de agua extraida del afluente del rio Pativilca con las perlas de aginato de calcio
con células de Pseudomonas putida ATCC 49128 adaptadas y sometidas adistintos
tiempos, obteniendo como resultado un valor promedio inicial de 1300+0 ps/cm, y
un valor fina de 500+216,0247 ps/cm.
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La evaluacion de la conductividad en el tiempo 1 (T1) obtuvo un resultado a un
valor de 1300+0 ps/cm (p<0,05). En €l tiempo 2 (T2) alas 6 horas a presentado un
valor promedio de 2462,60+125 pus/cm (p<0,05), siendo e valor mas ato en las
unidades del experimento. En el tiempo 3 (T3) alas 12 horas a presentado un valor
promedio de 1625,0+95,7427 us/’cm (p<0,05), €l cual reflg6 un declive respecto a
valor anterior. En el tiempo 4 (T4) alas 18 horas a presentado €l valor promedio de
1500+£216,0247 us/cm (p>0,05), e cud reflgjé un decrecimiento respecto al valor
anterior; y por ultimo en € tiempo 5 (T5) a las 24 horas a presentado € valor
promedio de 500+£216,0247 ps/cm (p>0,05), siendo & valor méas bajo de las

unidades del experimento.

Tabla 10
Andlisis de variacion del parametro de conductividad (promedio + desviacién
estandar)
Tiempo
T1 T2 T5
Réplicas
R1 1300 2600 1500 1500 500
R2 1300 2300 1700 1200 400
R3 1300 2450 1600 1700 800
R4 1300 2500 1700 1600 300
Promedio 1300 2450 1625 1500 500
Varianza  1300+0 2450,0+125 1625,0+95,7427 1500+216,0247 500+216,0247
Control 0+0,0 0+0,0 0+0,0 0+0,0 0+0,0

Fuente: Elaboracion propia.
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3.1.9.

Conductividad (S/cm)

2.500,00

2.000,00+

1.500,00

1.000,00

500,00

T T T
0 & 12 18 24

Horas

Figura 19. Variacion de conductividad.

EnlaFigura 19, se observaque lavariacion delaconductividad muestra un ascenso
del valor entrelostiemposde T1 aT2, luego adespués delas 6 horasde T2 el valor

comienza adisminuir hastalas 24 horas.

Variacion de la Concentracion de Cadmio en las Muestras Extraidas del
Afluentedd Rio Pativilca

EnlaTablall, se observo lavariacion de cadmio presentes en las muestras de agua
extraida del afluente del rio Pativilca con las perlas de aginato de calcio con
Pseudomonas putida ATCC 49128 adaptadas y sometidas a distintos tiempos,
obteniendo como resultado un valor promedio inicial de 1,60+0 mg/L de cadmioy
un valor promedio final de 0,05+0,0082 mg/L de cadmio.

El tiempo 1 (T1) se obtuvo un resultado de un valor promedio de 1,60+0 mg/L de

cadmio (p>0,05), siendo el valor mas alto de |las unidades experimentales; a partir

de las siguientes horas la concentracion comenzé a descender. En € tiempo 2 (T2)

alas 6 horas present6é un valor promedio de 0,12+0,0189 mg/L (p>0,05), e cual
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reflgja un decrecimiento respecto al vaor anterior. En e tiempo 3 (T3) alas 12
horas mostré un valor promedio de 0,09+0,0042 mg/L (p>0,05), el cua reflgiaun
decrecimiento respecto a valor anterior. En el tiempo 4 (T4) alas 18 horas presento
un valor promedio de 0,06+0,015 mg/L (p<0,05), que muestraun continuo descenso
respecto a los valores anteriores; y por ultimo en el tiempo 5 (T5) alas 24 horas
present6 un valor promedio de 0,05+0,0082 mg/L (p<0,05), siendo en valor méas
bajo de |as unidades de experimentacion.

Se observaen laTabla 11y Figura 20, en e control de la variacion de cadmio del
agua desionizada con las perlas de alginato con Pseudomonas putida ATCC 49128
sometidas a distintos tiempos, se mantuvo la concentracion en todos |os tiempos a
un valor de 0,00+0 mg/L.

Tabla11
Andlisis de variacion en el parametro del cadmio (promedio + desviacion estandar)
Tiempo
T1 T2 T3 T4 T5

Réplicas
R1 1,6 0,11 0,1 0,08 0,05
R2 1,6 0,11 0,09 0,05 0,05
R3 1,6 0,15 0,09 0,05 0,04
R4 1,6 0,12 0,08 0,07 0,06
Promedio 1,6 0,12 0,09 0,06 0,05
Varianza 1,60+0 0,12+0,0189 0,09+0,0042 0,06+0,015 0,05+0,0082
Control 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0

Fuente: Elaboracion propia.
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igura 20. Variacion de cadmio y su control.

En la Figura 20, presenta un continuo declive de la concentracion de cadmio hasta
las 24 horas, siendo que € tiempo 1 hasta e tiempo 2 reflgga un mayor

decrecimiento de la concentracion.

Evaluacion de Remociéon del Cadmio

La remocion de cadmio en las muestras de agua extraidas del afluente del rio
Pativilca por la aplicacion de perlas de aginato de calcio con células de
Pseudomonas putida ATCC 49128 adaptadas, se observaen la Tabla 12, € tiempo
1(T1) es0,00+0 % debido que esel comienzo del experimento. En el tiempo 2 (T2)
alas 6 horas a presentado un valor promedio de 92,34+1,1831 %. En € tiempo 3
(T3) alas 12 horas a presentado un valor promedio de 94,38+0,5103 %, €l cual
reflejaun aumento de remocion respecto al valor anterior. En € tiempo 4 (T4) alas
18 horas a presentado un valor promedio de 96,09+0,9375 %, € cua reflgja una
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continua remocion respecto al valor anterior; y por Ultimo en e tiempo 5 (T5) alas

24 horas a presentado un valor promedio de 96,88+0,5103 %, siendo € valor més

alto en laremocién de cadmio

Tabla12
Remocién en porcentaje de cadmio (promedio + desviacién estandar)
Tiempo
T1 T2 T3 T4 T5

Réplicas
R1 0 93,13 93,75 95,00 96,88
R2 0 93,13 94,38 96,88 96,88
R3 0 90,63 94,38 96,88 97,50
R4 0 92,50 95,00 95,63 96,25
Promedio 0 92,34 94,38 96,09 96,88
Varianza 0,00+0 92,34+1,1831 94,38+0,5103 96,09+0,9375 96,88+0,5103

Fuente: Elaboracion propia.

En laFigura 21 se observa, la Pseudomonas putida ATCC 49128 adaptada obtuvo

una mayor remocion de cadmio en las primeras 6 horas con un 92,34 % del T1 a

T2; apartir de T2 hasta T5 laremocion fue reduciéndose.
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Figura 21. Remocion de cadmio.

3.1.11. Variacion dela Concentracion de Plomo en las M uestras de Agua Extraida del
Afluente del Rio Pativilca

EnlaTabla 13, se observalavariacion de plomo presentes en las muestras de agua
extraidadel afluente del rio Pativilcacon las perlas de alginato de calcio con células
de Pseudomonas putida ATCC 49128 adaptadas y sometidas, obteniendo como
resultado un valor promedio inicial de 2,77+0 mg/L y un valor promedio final de
0,8+0,0287 mg/L.

La evaluacion de la variacion de la concentracion de plomo en el tiempo 1 (T1)
obtuvo un resultado de un vaor promedio de 2,770 mg/L de plomo (p<0,05),
siendo e valor mas alto en e experimento. En e tiempo 2 (T2) alas 6 horas a
presentado un valor promedio de 0,51+0,1895 mg/L (p>0,05), siendo €l vaor més
bajo. En & tiempo 3 (T3) alas 12 horas mostr6 un valor promedio de 0,83+0,1139
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mg/L (p>0,05), el cual reflegjaun incremento respecto al valor anterior. En €l tiempo
4 (T4) alas 18 horas a presentado un valor promedio de 1,1+0,3386 mg/L (p>0,05),
el cual reflglé un continuo incremento respecto al valor anterior; y por tltimo en e
tiempo 5 (T5) a las 24 horas mostré un valor promedio de 0,8+0,0287 mg/L

(p>0,05), teniendo un decrecimiento en el valor.

Tabla13
Andlisisdelavariacion en el parametro de plomo (promedio + desviacion estandar)
Tiempo
T1 T2 T3 T4 T5

Réplicas
R1 2,77 0,24 0,8 1,6 0,8
R2 2,77 0,69 0,73 1,03 0,83
R3 2,77 0,55 0,78 0,91 0,76
R4 2,77 0,54 0,99 0,87 0,8
Promedio 2,77 0,51 0,83 11 0,798
Varianza 2,77+0 0,51+0,1895 0,83+0,1139 1,1+0,3386 0,8+0,0287
Control 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0 0,00+0

Fuente: Elaboracidn propia.

Se observa en la Tabla 13 y Figura 22, en €l control de la variacion de plomo del
agua desionizada con las perlas de alginato de calcio con Pseudomonas putida
ATCC 49128 sometidas a distintos tiempos, se mantuvo la concentracion en todos

los tiempos a un valor de 0,000 mg/L.
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Figura 22. Variacion de plomo y su control.

3.1.12. Evaluaciéon de Remocién en Plomo

La remocion de plomo en las muestras de agua extraidas del afluente del rio
Pativilca por la aplicacion de perlas de aginato de calcio con céulas de
Pseudomonas putida ATCC 49128 adaptadas, se observaen la Tabla 14, € tiempo
1 (T1) es 0,00£0 % debido que es &l comienzo del experimento. En e tiempo (T2)
alas horas a presentado remocion aun valor promedio de 81,77+6,8402 %, siendo
el valor promedio de mayor remocion. El en Tiempo (T3) alas 12 horas presentd
unvalor promedio de 70,22+4,1109 % de remocion, e cual reflejaun decrecimiento
respecto a valor anterior. En el tiempo (T4) alas 18 horas mostr6 un valor promedio
de 60,2+12,2224 %, €l cual refleja un declive respecto a valor anterior; por ultimo
en el tiempo (T5) alas 24 horas mostré un valor promedio de 71,21+1,0369 % de

remocion.
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Tabla 14

Remocién en por centaje de plomo (promedio + desviacion estandar)

Tiempo
T1 T2 T3 T4 T5

Replicas

R1 0 91,34 71,12 42,24 71,12
R2 0 75,09 73,65 62,82 70,04
R3 0 80,14 71,84 67,15 72,56
R4 0 80,51 64,26 68,59 71,12
Promedio 0 81,77 70,22 60,20 71,21
Varianza 0,00+0 81,77+6,8402 70.22+4,1109 60,2+12,2224 71,21+1,0369

Fuente: Elaboracién propia.

Porcentaje de remocion de plomo

Figura 23.

100,00

50,00

60,00

40,00+

20,00+

Tiempo 1 Tiempo 2

Remocién de plomo.

69

T
Tiempo 3

Horas

|
Tiempo 4

T
Tiempo 5



3.1.13.

En la Figura 23, se observa liberacion de plomo al agua por las perlas de alginato
de calcio con células de Pseudomonas putida ATCC 49128, en los valores

promedios de los tiempos 3 y 4, aungque después vuelve aremover el metal.

Caracteristicas Fisico-quimicos Finales de las M uestras de Agua Extraida del

Afluente Después del Tratamiento

LaTabla 15, se observalos resultados finales de los parametros fisico-quimicos de
lamuestra extraida del afluente del rio Pativilcaluego del tratamiento con perlas de
alginato de calcio con Pseudomonas putida ATCC 49128 al culminar con las 24

horas.

Comparando con los Estandares de Calidad de Agua (ECA) de la categoria 3, los
pardmetros de conductividad y pH se encuentran por debajo exigido por la norma.
En cadmio, solo cumple para bebidas de animales (Apéndice 33); en cambio €l
plomo no alcanza a estar por debajo de lo estipulado en la norma. Mientras que los

pardmetros de nitrogeno total y fosforo total no encuentran dentro delanormaECA.

Tabla 15
Resultados finales de los andlisis fisico-quimico de la muestra del afluente del rio

Pativilca luego del tratamiento con perlas de alginato de calcio con Pseudomonas
putida ATCC 49128 a las 24 horas (promedio + desviacién estandar)

Par &ametros Unidades Resultado
Nitrogeno total mg/L 0,42+0,0650
Fésforo mg/L 0,23+0,0096
Plomo mg/L 0,8+0,0287
Cadmio mg/L 0,05+0,0082
Conductividad ps/cm 500+216,0247
pH Unidad de pH 7,53+0,0342

Fuente: Elaboracion propia.
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3.2. DISCUSION

Las bacteriasdel género Pseudomonas han mostrado ser tol erantes alos metal es pesados
en concentraciones elevadas, asi como otros compuestos xenobiotico (Rodriguez et al.,
2017). Lapresente investigacion mostro que la cepa Pseudomonas putida ATCC 49128
mantiene un rango de tolerancia a cadmio y plomo, evidenciado su crecimiento
poblacional através de la densidad dptica, observandose que las atas concentraciones
de los metal es pesados no inhibieron alas poblaciones de Pseudomonas. Estatolerancia
alos metal es pesados se puede deber aque las bacterias tienen la propiedad de acumular
y distribuir los iones metdlicos pudiendo ocurrir dichos sucesos a nivel de lamembrana
celular, espacio peripldsmico y en € interior celular, también puede ser captado por
polimeros celulares y extracelulares, evitando su interaccion con otros nutrientes
esenciales (Marrero, Diaz & Coto, 2010). Se observé que e aumento de las
concentraciones de los metales de cadmio y plomo produjo un descenso en la densidad
poblacional de P. putida de 374,33+£3,05 UNT hasta 192,33+1,52 UNT en plomo; en
cadmio de 736,67+4,93 UNT hasta 206,33+2,08 UNT. Estudios de Hu & Zhao (2007),
sobre la Pseudomonas putida aisladas del suelo con presencia de cadmio, reportaron
gue la méaxima concentracion de tolerancia fue de 7,3 mM y 7,2 mM para los metales
cadmio y plomo respectivamente, sin inhibicion completa de crecimiento bacteriano.
Un estudio similar reportado por Azoddein et al. (2015), que empleaban mercurio y la
cepa Pseudomonas putida ATCC 49128 en caldo nutritivo afiadido a una muestra de
agua residuales de una planta industrial petrolera (presencia de mercurio con la
concentracion de 22 ppb), se observo gque la densidad poblacional celular resulté ser de
2150 UNT, siendo mayor a crecimiento celular de la bacteria en caldo nutritivo y la
bacteria en la muestra de agua residual con 395 UNT y 213 UTN respectivamente; por
otrolado, Chen et al. (2006), hace referenciaque latoleranciadelabacterias por metales
pesados se puede obtener diferentes resultados, por la diversidad de medios de cultivos

y condiciones de incubacion.

El rio Pativilca se encuentra considerado dentro de la categoria 03 de rios por las normas
legales del Peru (segun la Resolucion Jefatural N° 202-2010 por la Autoridad Nacional
del Agua), y esmonitoreadapor la Autoridad Nacional del Agua(ANA). SeginlaANA

71



(2014), sefiala que en e monitoreo realizado en €l rio Pativilca, se encontré que los
metales cadmio y plomo sobrepasan los limites de los estdndares de calidad de agua en
categoria 03 (por €l decreto supremo 002-2008 Ministerio del Ambiente), con un valor
de 0,0051 mg/L en cadmio y 0,0559 mg/L en plomo. En la presente investigacion e
andlisis de los parametros del agua extraida del rio Pativilca mostré una alta
concentracion con un vaor de 2,77+0 mg/L en plomo y 1,66:0 mg/L en cadmio,
superando los esténdares de calidad de agua que actualmente se encuentran en la
legislacion peruana (Decreto Supremo 004-2017 Ministerio del Ambiente); en el que se
establece como maximo valor 0,01 mg/L de cadmio en agua de riego para vegetales y
0,05 mg/L en agua para bebida de animales; mientras que el maximo valor de plomo es

de 0,05 mg/L paralos dos tipos de actividades.

Lavariacion de nitrégeno total y fosforo total en la presente investigacion muestran un
incremento hasta las 18 horas de exposicion; para posteriormente exhibir una fuerte
caida (p<0,05) hacialas 24 horas. Existen resultados similares a estainvestigacién como
los reportados por Susithra, Banu, Lucky & Dawood (2009), obtuvieron un resultado
inicial del efluente con valores de 61 + 10 mg/L de nitrogeno total y 9.2 + 2.7 mg/L de
fosforo total; € cual, evidenciaron que durante los primeros 10 primeros dias de
experimentacion, la bacteria Pseudomonas putida, mostré una disminucién de los
valores hasta de 46.5 + 8.7 mg/L de nitrégeno total y 7.1 + 1.8 mg/L de fésforo total en
los efluentes. En otro estudio, se muestra que la Pseudomonas putida no solo presenta
remocion en medio acuoso, sino también en suelos contaminados, tal es € caso en la
investigacion llevada a cabo por Martinez & Rodriguez (2013) donde se observé quela
Pseudomonas putida redujo e fosforo hasta un 76 % en 10 dias, mientras que €
nitrogeno se redujo a un 34 % en e segundo dia. En un estudio realizado por Sunar,
Emparan, Gani & Leman (2016), acerca de la reduccion por contaminacion con
biodiesel en €l suelo, en laque se empled ala bacteria Pseudomonas putida para dicho
fin, se analizo la variacion de los valores del fosforo y nitrogeno total, que resulté en
unareduccion de la concentracion en un 77% y 82 % respectivamente, en un tiempo de
24 dias. Por lo explicado anteriormente, el aumento del fésforo total en las muestras de
agua puede ser debido a proceso de solubilidad de fosfatos, ya que, Segun Corrales,

Arévalo y Moreno (2014), las bacterias del género Pseudomonas poseen la capacidad
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de solubilizar fosfatos, €l cual generan acidos organicos, que tiene como funcionalidad
de intervenir en la detoxificacion por metales. Ademas, este género bacteriano produce
enzimas fosfatasa a consecuencia de una bgja presencia de fésforo en e medio, este
proceso es un mecanismo bioquimico de supervivencia. La bacteria por medio de este
proceso metabolico efectlia la solubilizacion del fésforo realizando la hidrdlisis de
enlaces éster del fosfato organico, originando la disponibilidad de fosfato inorganico
soluble. Las bacterias del género Pseudomonas en circunstancia de atas
concentraciones de fésforo tiene la capacidad de reducir dicho elemento, por lo que
Seguin Knobelsdorf (2005), se debe a que este género puede acumular fosforo y
almacenarlo en forma de granul os de polifosfatos bajo condiciones aerobias tal como ha

sido realizado en la presente investigacion.

El aumento de los valores del nitrogeno total puede ser debido a que € género
Pseudomonas pertenece a un grupo de bacterias con la capacidad de fijar de nitrogeno
por medio de un complejo enzimatico denominado nitrogenasa, de esta manera captura
el nitrégeno atmosférico y lo transforma a amoniaco. El género de Pseudomonas es
considerado como un grupo de bacterias desnitrificadoras que reduce los diferentes
compuestos nitrogenados hasta ser convertidos en nitrégeno gaseoso, en condiciones

anaerobias 0 bgjatension de oxigeno (Madigan et al., 2009).

En la presente investigacion €l pH se mostré constante en el tratamiento con valores
promedio minimo de 7,42+0,0206 y un maximo de 7,58+0,0206 (p>0,05); sin embargo,
el control presentd un decrecimiento (p<0,05) desde e inicio del experimento
7,50+£0,005 hasta su culminacion con un valor promedio de 5,00£0,1797. La
investigacion de Shirdam, Khanafari y Tabatabaee (2006), sefialaque €l pH dptimo para
la remocion de plomo por Pseudomonas putida es de 6,0 - 6,5. Por otro lado, Pardo et
al. (2003), manifiestan que e parametro pH influye en los procesos de sorcion de las
bacterias, esto se evidencia en bacterias de |a especie Pseudomonas putida sometidas en
diferentes valores de pH, siendo & pH 6ptimo de 6,0 para una acumulacion maxima de
8mg/g de cadmio, corroborado por la ecuacion de Langmuir. En cambio, en ensayos de

remocion de plomo, se present6 un pH 6,5 que resultd ser Optimo para la remocion y
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unaacumulacién maxima de 56,2 mg/g de plomo. Los autores sugieren que laremocion
de los metales puede deberse a la atraccidon idnica de estos con la biomasa de
Pseudomonas putida, ademés explican que los vaores bgjos de pH ayudan a
incrementar la carga anionica de la superficie de la membrana celular inactiva,
generando una reduccion en la atraccion entre los iones metdlicos. Cuando se
incrementa el pH la carga negativa mejora e proceso de la retencién de la superficie,
hasta llegar a valor de pH 7; e incremento por encima de este valor genera la
competencia de sitios activos con los complejos hidroxilados de metal, causando
disminucion en la retencién de estos. En la presente investigacion, el control present6
valores bajos de pH, relacionados con €l aumento de los valores del fosforo total, yaque
la Pseudomonas tiene la capacidad de efectuar €l proceso de la solubilidad del fosfato,
dejandolo disponible en e medio acuoso; sin embargo, dicho proceso genera &cidos
0rganicos que provocan como consecuencia que e agua alcance niveles de pH &cidos
(Corrales et al., 2014). La acidez del agua, también puede estar relacionado con €l
incremento de los valores de nitrogeno total, debido que la Pseudomonas es considerada
como una bacteria nitrificante, cuyo proceso consta de la transformacion del nitrogeno
gaseoso a nitrégeno amoniacal; ya que se produce un aumento de los protones de
hidrégeno (H*) (Claros, 2012).

En la presente investigacion se observa € aumento de los valores de la conductividad
(p<0,05) hastalas 6 horas del inicio delaexperimentacion, esto debido que el aguapudo
contener algin elemento traza como € calcio que influyé directamente con los
resultados de conductividad; posteriormente, se observé un decrecimiento del valor en
la conductividad, y puede estar relacionado con algun elemento(s) que este
interactuando con la bacteria con € propdsito de retener los metales, como |o reporta
Higham, Sadler & Scawen (1985), quienes en un estudio con Pseudomonas putida,
mostraron una reduccién de la concentracion del Ca?* (calcio) en € medio acuoso, lo
gue explica que la bateria retenia el cadmio y no lo liberaba. En otro estudio Leive
(1974) citado por Higham, Sadler & Scawen (1986, p. 1481), postula que las células
estabilizan la membrana externa y establece la principal barrera de permeabilidad,
mediante puentes iénicos formados por los cationes divalentes (Ca?*, Mg?") entre los

grupos de fosfatos de LPS. El Ca?* puede ser reemplazado por la competitividad de los
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iones gque habitualmente funcionan como puentes cationicos, que puede alterar €

empagquetamiento de |os | ipidos existentes en lamembrana por la presencia del Cd?*.

Estudios sefialan que las bacterias del género Pseudomonas poseen capacidad de reducir
concentraciones de cadmio del medio que los rodea, este es € caso para las especies:
Pseudomonas flourecens Pseudomonas aeruginos y Pseudomonas pseudoal caligenes
Pseudomonas putida que remueven hasta 50-66 %, 66 %, 90 %, 90 % respectivamente
(Bayona et a., 2009, Shirdam et a., 2006). Investigaciones realizadas a la especie
Pseudomonas mendocina en la que se empled 2 g/L de biomasa libre en relacion
biomasa-metal, bajo |os siguientes parametros de experimentacion: pH de 6,0; agitacion
a una velocidad de 100 rpm y una temperatura de 28 °C, mostré que es capaz de
acumular hasta un valor promedio de 41,7+ 2,32 mg/g de cadmio, con la concentracion
inicial de 1,5 mM/L (Carballo et a., 2017). La presente investigacion muestra que la
biomasa de Pseudomonas putida ATCC 49128 inmovilizada en perlas de aginato de
calcio logra una remocién de cadmio del 92,34 % en las 6 primeras horas de estar en
contacto con muestras de agua del rio Pativilca y una remocién final de 96,88 % a
culminar las 24 horas de experimentacion. Similar resultado de remocion fueron
reportados por Andreoni, Colombo, Colombo, Vecchio & Finoli (2003), donde la
bacteria Pseudomonas putida removié e 95,4 % de cadmio un medio acuoso a un pH
de 7. Por otro lado, Pabst, Dimkpa, Anderson & Mclean (2010), mencionan que la
Pseudomonas putida sometida a concentraciones de 10 mg/L de cadmio en un medio de
cultivo, no afecta en la capacidad de crecimiento de la biomasa bacteriana. Ademas,
mencionan gque la célula se asocio a 90 % del cadmio inicial, principalmente anivel de
la superficie de la célula, mientras que la concentracion maxima en el citoplasma fue
menor de 1 mmol/kg de cadmio. La interaccion entre e cadmio y las células de la
Pseudomonas putida también 1o reportan en la investigacion realizada por Ueshima,
Ginn, Haack, Szymanowski & Fein (2008), en e que, mediante e empleo de
mi croscopia el ectronica de fluorescencia, muestralaunion del cadmio en las paredes de
lacélulabacteriana, sin embargo, cabe resaltar lainteraccion entre el metal y las células
con EPS (sustancias poliméricas extracel ulares) muestra que puede unir concentraciones
significativas de cadmio. De la misma manera, se reportd en e estudio llevado a cabo
por Pabst et al. (2010), en € que e cadmio se adhiere a la superficie de las células de
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las Pseudomonas putida, y que la presencia del metal en células vivas puede inducir a

la produccién de mayor cantidad de EPS para protegerse.

Diferentes investigadores coinciden al mencionar que otras especies del género
Pseudomonas tienen la capacidad de remover o disminuir la concentracion del plomo
del medio que las rodea, asi es € caso para las especies. Pseudomonas aeruginosa,
Pseudomonas ol eovorans y Pseudomonas flourecens, que logran a canzar unaremocion
de 97,4 %, 55 % y 68,18 % respectivamente (Singh & Gadi, 2012; Tur et al., 2013;
Bayona et al., 2009). La presente investigacion muestra gue la remocion de plomo por
bacterias de la cepa Pseudomonas putida ATCC 49128 en perlas de alginato de calcio
obteniendo un valor promedio de remocion del 81,77+6,8402 % en las 6 primeras horas
y un valor promedio de remocion final de 71,21 % al culminar las 24 horas. Ademas, en
la presente investigacion se ha evidenciado la remocién de plomo, como también la
liberacion del metal, que pudo deberse a la presencia o ausencia de otros el ementos
quimicos en el agua, como lo reportado por Higham et al. (1985), quienes afiadieron 0,6
% tolueno en e agua experimental, 1o que provoco la liberacion del 88 % de cadmio
(Cd*) acumulado en la Pseudomonas putida. Todos estos mecanismos evidencian que
la Pseudomonas putida tiene la capacidad de interaccién entre los iones de plomo con
los grupos fosfato y lipopolisacaridos (LPS) presentes en la membrana externa, como
también podria tener interaccién con otros de metales pesados y elementos como el
germanio (Klapcinska, 1994; Klapcinska & Chmielowski, 1986).
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CAPITULO IV: CONCLUSIONES

. Las bacterias de la cepa de Pseudomonas putida ATCC 49128 inmovilizadas en la
matriz polimérica de alginato de calcio, mostraron una ata capacidad de remocion
de plomo y cadmio presentes en el agua extraida del afluente del rio Pativilca con un
valor promedio de 71,21+1,0369 % y 96,88+0,5103 % respectivamente.

. Las bacterias de la cepa de Pseudomonas putida ATCC 49128 lograron tolerar la
exposicion alos metales de cadmio y plomo en concentraciones desde 0,01 mg/ml
hasta 0,1 mg/ml en el proceso de adaptacidn, y esto por un mecanismo detoxificador,
propio de esta especie. No se observé inhibicién en el crecimiento poblacional de la

cepa a las concentraciones expuestas en la presente investigacion.

. Lamorfologiadelas esferas de alginato de calcio conteniendo célulasinmovilizadas
de la bacteria Pseudomonas putida ATCC 49128, permanecio estable en el tiempo,
permitiendo que € proceso de remocion de plomo y cadmio seaexitoso en lapresente

investigacion.

. Laconductividad eléctrica, mostré una disminucion, similar ala reduccion final de
iones plomo y cadmio presentes en los resultados. Manteniéndose, por debajo de los
valoresindicados enlos estandares de calidad de agua en categoria03 delanormativa
peruana, en cambio & plomo y & cadmio no lograron alcanzar los valores de la

norma.
. Losresultados de pH obtenidos parael proceso biotecnol 6gico en laremocion fueron

en un rango de 7,42+0,0206 a 7,58+0,0206 de pH, que influyeron directamente en la

remocion de plomo y cadmio del rio Pativilca
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CAPITULO V: RECOMENDACIONES

. Evaluar la capacidad de remocion de plomo o cadmio en otras especies de bacterias

0 asociadas a un consorcio.

. Evauar otros tipos de matrices de inmovilizacion méas econdémicos empleando la
Pseudomonas putida ATCC 49128.

. Evaluar lacapacidad de la Pseudomonas putida ATCC 49128 en laremocion de otros
metal es pesados.

. Evaluar otros pardmetros fisico-quimicos (parametros de calcio, magnesio,

acalinidad, entre otros) en e proceso de remocion de cadmio 'y plomo.

. Realizar mediciones de remocion de metal es pesados a diferentes valores de pH.
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TERMINOLOGIA

Absorcion (bioldgica). Proceso de entrada o transporte, activo o pasivo, de una

sustanciaa interior de un organismo (Repetto & Sanz, 1995).

Aerobio. Un organismo que crece en presencia de oxigeno; puede ser facultativo,
obligado o microaerdfilo (Madigan et al., 2009).

Autoclave. Un aparato esterilizador que destruye los microorganismos con

temperatura, vapor de aguay condiciones bagjo presion (Madigan et al., 2009).

Biorremediacion. Utilizacion de los microorganismos para eliminar o detoxificar

sustancias guimicas toxicas o indeseables del ambiente (Madigan et al., 2009).

Bioacumulacion. Acumulacién en un organismo de una sustancia quimica presente
en el medioambiente. Esta sustancia quimica se acumula en los tejidos del organismo
en concentraciones més atas que las presentes en  medio ambiente (sinénimo:
bioconcentracidn). Estaacumulacion se observatambién alo largo de lacadenatrofica
(presa-depredador) presentando los mayores niveles de contaminacion las especies

situadas en lo més alto de esta cadena (carnivoros) (Azpiroz et a., 2007).
Biotecnologia. Utilizacién de uno o varios organismos, cominmente modificados
genéticamente, para llevar a cabo procesos quimicos concretos destinados a la

aplicacion industrial, médica o agricultura (Madigan et al., 2009).

Biotransformacion. Cualquier transformacion quimica de una sustancia producida
por organismos vivos 0 por preparaciones obtenidas de estos (Repetto y Sanz, 1995).

Cédula. Unidad fundamental de lamateriaviva (Madigan et al., 2009).

Cepa. Pablacion de células de una sola especi e descendientes de una Unica célula; un
clon (Madigan et a., 2009).
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Citoplasma. Porcion fluida de una célula limitada por la membrana celular
exceptuando € nacleo (s existe) (Madigan et al., 2009).

Contaminacién del agua. Presencia en el agua de materiales dafinos e inaceptables
originados en acantarillas, usos industriales, y € agua de escorrentia, en
concentraciones suficientes que la convierten en no apta para su uso o parala vida
acuética (Azpiroz et al., 2007).

Crecimiento bacteriano. Incremento en el nimero de células (Madigan et a., 2009).

Cultivo. Una cepa o diferentes tipos de microorganismos que se desarrollan bajo
condiciones de |aboratorio (Madigan et al., 2009).

Descontaminacion. Tratamiento que hace que un objeto o superficie inanimada sea
manipulable sin riesgo (Madigan et al., 2009).

Enzima. Una proteina que tiene la capacidad de acelerar (catalizar) una reaccion

guimica especifica (Madigan et al., 2009).

Especie. En microbiologia, una coleccidn de cepas que comparten un gran nimero de
propiedades importantes pero difieren en una o mas propiedades significativas de otras

colecciones de cepas (Madigan et a., 2009).

Estandar es de calidad ambiental. Concentraciones de una sustancia que no deberian
superarse en un sistema ambiental, a menudo expresadas como medias ponderadas en
el tiempo, para periodos determinados (Repetto y Sanz, 1995).

Ecotoxicologia. Estudio de |os efectos toxicos de |os agentes fisicos y quimicos sobre
las poblaciones y comunidades de |os ecosistemas; abarca las formas de transferencia

de estos agentes y sus interacciones con el ambiente (Repetto y Sanz, 1995).

Género. Grupo taxondmico relacionado con las especies (Madigan et al., 2009).
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Inmovilizacion. Se refiere a células y enzimas fisicamente confinadas o localizadas
en una cierta region definida en e espacio reteniendo sus propiedades y actividades
cataliticas. Asimismo, dependiendo del tipo de inmovilizacién tanto las células como
las enzimas pueden ser inmovilizadas de forma permanente o tempora para ser
utilizadas repetida y continuamente en diversos procesos quimicos (Fajardo, Osuna,
Veazquez, Escalante & Ibarra, 2011).

Inhibicion. La reduccion del crecimiento microbiano debido a un descenso en el
nimero de microorganismos presentes o alteraciones en e ambiente microbiano
(Madigan et a., 2009).

Inéeulo: Materia celular utilizado parainiciar un cultivo microbiano (Madigan et al.,
2009).

M edio de cultivo. Unasolucion acuosa de varios nutrientes que permite el crecimiento

de los microorganismos (Madigan et al., 2009).

Membrana exter na. Forma parte de la pared de las bacterias gram negativas, se sitia
por encimadel peptidoglicano y esta constituida por unabicapalipidicade fosfolipidos
y lipopolisacarido y otras proteinas (Madigan et al ., 2009).

M esofilo. Un organismo que crece mejor atemperaturas entre 20 °C y 45 °C (Madigan
et al., 2009).

M etabolismo. Suma de todos los procesos quimicos y fisicos que tienen lugar en un
organismo; en sentido mas estricto, cambios fisicos y quimicos que sufre unasustancia
en un organismo. Incluye la incorporacion y distribucion en el organismo de los
componentes quimicos, los cambios (biotransformaciones sufridas) y la eliminacion

de los compuestos y de sus metabolitos (Azpiroz et al., 2007).

Microor ganismo. Organismo microscopico constituido por una sola célula o varias,
incluyendo los virus (Madigan et al., 2009).
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Procariota. Célula que carece de un nucleo delimitado por una membrana nuclear y
de otros organulos (Madigan et al., 2009).

Proteina. Un polipéptido o grupo de polipéptidos que forman una molécula con una

funcion biol 6gica especifica (Madigan et al., 2009).

Tincion de Gram. Técnicadetincién diferencial en €l que las células se tifien bien de
rosa (gramnegativos), bien de azul (grampositivos), en funcion de sus caracteristicas
estructurales de la pared (Madigan et al., 2009).

Toxico. Cuaquier agente quimico o fisico capaz de producir un efecto adverso parala
salud. Todos los agentes fisicos y quimicos son téxicos potenciales, ya que su accion
depende deladosisy delas circunstanciasindividuales y ambiental es (Repetto y Sanz,
1995).

Xenobidtico. En sentido estricto, cualquier sustancia que interactlia con un organismo

y que no es uno de sus componentes naturales. Sin. Sustancias exdgena, sustancia
extrafa (Repetto y Sanz, 1995).
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APENDICES

Apéndice 1. Descripcion de nitrogeno total

Intervalo de confianza
Desviacion  Error paralamediaal 95%

N Media . . — — Minimo  Mé&ximo

tipica tipico Limite Limite

inferior superior
Tiempo 1 4 ,1050 ,00577 ,00289 ,0958 ,1142 ,10 11
Tiempo 2 4 ,6925 ,01708 ,00854 ,6653 , 7197 ,67 71
Tiempo 3 4 1,0275 ,01708 ,00854 1,0003 1,0547 1,01 1,05
Tiempo 4 4 2,1200 ,07874 ,03937 1,9947 2,2453 2,01 2,19
Tiempo 5 4 ,4150 ,07416 ,03708 ,2970 ,5330 32 ,50
Total 20 ,8720 ,71382 ,15961 ,5379 1,2061 ,10 2,19

Apéndice 2. Prueba de homogeneidad de varianzas de nitrogeno total

Estadistico
de Levene
2,464 4 15 ,090

g1 gl2 Sig.

Apéndice 3. Andlisis de varianzas (ANOVA) parala concentracion de nitrogeno total

Sumade Media .
cuadrados ¢ cuadrética F Sig
Inter-grupos 9,644 4 2,411 978,772 ,000
Intra-grupos ,037 15 ,002

Total 9,681 19
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Apéndice 4. Comparaciones multiples de HSD de TUKEY para nitrégeno total

Intervalo de confianza

Diferencia
inferior superior
Tiempol Tiempo 2 -,58750 ,03510 ,000 -,6959 -,4791
Tiempo 3 -,92250 ,03510 ,000  -1,0309 -,8141
Tiempo 4 -2,01500 ,03510 ,000 -2,1234  -1,9066
Tiempo 5 -,31000 ,03510 ,000 -,4184 -,2016
Tiempo2 Tiempol ,58750 ,03510 ,000 4791 ,6959
Tiempo 3 -,33500 ,03510 ,000 -,4434 -,2266
Tiempo 4 -1,42750 ,03510 ,000  -1,5359 -1,3191
Tiempo 5 , 27750 ,03510 ,000 ,1691 ,3859
Tiempo3 Tiempo 1l ,92250 ,03510 ,000 ,8141 1,0309
Tiempo 2 ,33500 ,03510 ,000 ,2266 4434
Tiempo 4 -1,09250 ,03510 ,000  -1,2009 -,9841
Tiempo 5 ,61250 ,03510 ,000 ,5041 ,7209
Tiempo4 Tiempo 1 2,01500 ,03510 ,000 1,9066 2,1234
Tiempo 2 1,42750 ,03510 ,000 1,3191 1,5359
Tiempo 3 1,09250 ,03510 ,000 ,9841 1,2009
Tiempo 5 1,70500 ,03510 ,000 1,5966 1,8134
Tiempo5 Tiempo 1l ,31000 ,03510 ,000 ,2016 4184
Tiempo 2 -,27750 ,03510 ,000 -,3859 -,1691
Tiempo 3 -,61250 ,03510 ,000 -,7209 -,5041
Tiempo 4 -1,70500 ,03510 ,000 -1,8134  -1,5966
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Apéndice 5. Prueba HSD de TUKEY para nitrégeno total

Horas N Subconjunto paraafa= 0.05

1 2 3 4 5

Tiempo 1 ,1050

4

Tiempo 5 4 4150

Tiempo 2 4 ,6925

Tiempo 3 4 1,0275
4

Tiempo 4

2,1200

Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en |os subconjuntos homogéneos.

a Usae tamafio muestral de la media armoénica= 4,000.

Apéndice 6. Descriptivos de fésforo total

Intervalo de confianza
Desviacion  Error paralamediaal 95%

N Media . . — — Minimo  Mé&ximo

tipica tipico Limite Limite

inferior superior
Tiempo 1 4 ,0325 ,00500 ,00250 ,0245 ,0405 ,03 ,04
Tiempo 2 4 2475 ,03403 ,01702 ,1933 ,3017 ,20 ,28
Tiempo 3 4 4475 ,06185 ,03092 ,3491 ,5459 ,36 ,50
Tiempo 4 4 ,6475 ,25552 ,12776 ,2409 1,0541 44 1,00
Tiempo 5 4 ,2325 ,00957 ,00479 2173 2ATT 22 24
Total 20 ,3215 ,23924 ,05350 ,2095 4335 ,03 1,00

Apéndice 7. Prueba de homogeneidad de varianzas de fosforo total

Estadistico
de Levene
5,847 4 15 ,005

gl gl2 Sig.
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Apéndice 8. Andlisis de varianzas (ANOVA) parala concentracién de fosforo total

Sumade

Media

cuadrados 9 cuadrética F Sg.
Inter-grupos ,876 4 ,219 15,561 ,000
Intra-grupos 211 15 ,014
Total 1,087 19

Apéndice 9. Comparaciéon multiple de HSD de TUKEY parafésforo total

Intervalo de confianza

(1) Horas  (J) Horas ggﬁ"r%'cg t.E;;:g) Sig Limit:J > ite
inferior superior
Tiempol Tiempo 2 -,58750 ,03510 ,000 -,6959 -,4791
Tiempo 3 -,92250 ,03510 ,000  -1,0309 -,8141
Tiempo 4 -2,01500 ,03510 ,000 -2,1234 -1,9066
Tiempo 5 -,31000 ,03510 ,000 -,4184 -,2016
Tiempo2 Tiempol ,58750 ,03510 ,000 4791 ,6959
Tiempo 3 -,33500 ,03510 ,000 -,4434 -,2266
Tiempo 4 -1,42750 ,03510 ,000 -1,5359 -1,3191
Tiempo 5 27750 ,03510 ,000 ,1691 ,3859
Tiempo3 Tiempol ,92250 ,03510 ,000 ,8141 1,0309
Tiempo 2 ,33500 ,03510 ,000 ,2266 4434
Tiempo 4 -1,09250 ,03510 ,000 -1,2009 -,9841
Tiempo 5 ,61250 ,03510 ,000 ,5041 , 7209
Tiempo4 Tiempol 2,01500 ,03510 ,000 1,9066 2,1234
Tiempo 2 1,42750 ,03510 ,000 1,3191 1,5359
Tiempo 3 1,09250 ,03510 ,000 ,9841 1,2009
Tiempo 5 1,70500 ,03510 ,000 1,5966 18134
Tiempo5 Tiempo1l ,31000 ,03510 ,000 ,2016 4184
Tiempo 2 -,27750 ,03510 ,000 -,3859 -,1691
Tiempo 3 -,61250 ,03510 ,000 -,7209 -,5041
Tiempo 4 -1,70500 ,03510 ,000 -1,8134 -1,5966
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Apéndice 10. Prueba HSD de TUKEY parafdésforo tota

Subconjunto paraalfa= 0.05

Horas N 1 5 3
Tiempo 1 4 ,0325
Tiempo 5 4 2325 ,2325
Tiempo 2 4 2475 2475
Tiempo 3 4 4475 A475
Tiempo 4 4 ,6475
Sig. ,128 ,128 173

Se muestran las medias para los grupos en |os subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestral de la media arménica = 4.000.

Apéndice 11. Descriptivos de pH

Intervalo de confianza

N . 0
N Media D%}/l.aa on ?rfor pata I.a media aI 9.5 o Minimo  Maximo

tipica tipico Limite Limite

inferior superior
Tiempo 1 4 7,5100 ,00816 ,00408 7,4970 7,5230 7,50 7,52
Tiempo 2 4 7,4225 ,02062 ,01031 7,3897 7,4553 7,40 7,45
Tiempo 3 4 17,5775 ,02062 ,01031 7,5447 7,6103 7,55 7,60
Tiempo 4 4 7,5425 ,03096 ,01548 7,4932 7,5918 7,50 7,57
Tiempo 5 4 7,5250 ,03416 ,01708 17,4706 7,5794 7,49 7.57
Total 20 7.,5155 ,05735 ,01282 7,4887 7,5423 7,40 7,60

Apéndice 12. Prueba de homogeneidad de varianzas de pH

Estadistico
de Levene
1,277 4 15 ,322

gl gl2 Sig.
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Apéndice 13. Andlisis de varianzas (ANOVA) para pH

Sumade | Media 5
cuadrados g cuadrética g
Inter-grupos ,053 4 ,013 21,933 ,000
Intra-grupos ,009 15 ,001
Total ,062 19

Apéndice 14. Comparacion multiple de HSD de TUKEY para pH

Intervalo de confianza

Diferencia
A
inferior superior
Tiempol Tiempo 2 ,08750 ,01744 ,001 ,0336 ,1414
Tiempo 3 -,06750 ,01744 ,011 -,1214 -,0136
Tiempo 4 -,03250 ,01744 377 -,0864 ,0214
Tiempo 5 -,01500 ,01744 ,907 -,0689 ,0389
Tiempo2 Tiempol -,08750 ,01744 ,001 -,1414 -,0336
Tiempo 3 -,15500 ,01744 ,000 -,2089 -,1011
Tiempo 4 -,12000 ,01744 ,000 -,1739 -,0661
Tiempo 5 -,10250 01744 ,000 -,1564 -,0486
Tiempo3 Tiempo 1l ,06750 ,01744 ,011 ,0136 1214
Tiempo 2 ,15500 ,01744 ,000 .,1011 ,2089
Tiempo 4 ,03500 ,01744 ,309 -,0189 ,0889
Tiempo 5 ,05250 ,01744 ,058 -,0014 ,1064
Tiempo4 Tiempo 1 ,03250 ,01744 377 -,0214 ,0864
Tiempo 2 ,12000 ,01744 ,000 ,0661 ,1739
Tiempo 3 -,03500 ,01744 ,309 -,0889 ,0189
Tiempo 5 ,01750 ,01744 ,850 -,0364 ,0714
Tiempo5 Tiempo 1l ,01500 ,01744 ,907 -,0389 ,0689
Tiempo 2 ,10250 ,01744 ,000 ,0486 ,1564
Tiempo 3 -,05250 ,01744 ,058 -,1064 ,0014

Tiempo 4 -,01750 ,01744 ,850 -,0714 ,0364

97



Apéndice 15. Prueba HSD de TUKEY parapH

Subconjunto paraalfa= 0,05

Horas N 1 5 3
Tiempo 2 4 74225
Tiempo 1 4 7,5100
Tiempo 5 4 7,5250  7,5250
Tiempo 4 4 17,5425 77,5425
Tiempo 3 4 75775
Sig. 1,000 377 ,058

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 4,000.

Apéndice 16. Descriptivos de conductividad

Intervalo de confianza para

Desviacion Error lamediaa 95% . L.

N . . — — Minimo Maéaximo

tipica tipico Limite Limite

inferior superior
Tiempo 1 4 1300,0000 ,00000 ,00000 1300,0000 1300,0000 1300,00 1300,00
Tiempo 2 4 2450,0000 129,09944 64,54972 22445740 2655,4260 2300,00 2600,00
Tiempo 3 4 1625,0000 95,74271 47,87136 1472,6520 1777,3480 1500,00 1700,00
Tiempo 4 4 1500,0000 216,02469 108,01234 1156,2565 1843,7435 1200,00 1700,00
Tiempo 5 4 500,0000 216,02469 108,01234 156,2565 843,7435 300,00 800,00
Total 20 1475,0000 656,04477 146,69607 1167,9616 1782,0384 300,00 2600,00

Apéndice 17. Prueba de homogeneidad de varianzas de conductividad

Estadistico .
de Levene gl gl2 Sig.
2,022 4 15 ,143
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Apéndice 18. Andlisis de varianzas (ANOVA) para conductividad

Suma de Gl Media 5
cuadrados cuadrética g
Inter-grupos  7820000,000 4 1955000,000 82,028 ,000
Intra-grupos  357500,000 15 23833,333
Total 8177500,000 19

Apéndice 19. Comparaciones multiples de HSD de TUKEY conductividad

Intervalo de confianza al

Diferencia 95%
(D Horas (J)Horas de zmjc)iias Error tipico Sig. CTrite Crrite
inferior superior
Tiempol Tiempo2 -1150,00000 109,16349 ,000 -1487,0886 -812,9114
Tiempo 3 -325,00000 109,16349 ,061 -662,0886 12,0886
Tiempo 4 -200,00000 109,16349 392 -537,0886  137,0886
Tiempo 5 800,00000 109,16349 ,000 4629114 1137,0886
Tiempo2 Tiempol  1150,00000 109,16349 ,000 8129114 1487,0886
Tiempo 3 825,00000 109,16349 ,000 487,9114 1162,0886
Tiempo 4 950,00000 109,16349 ,000 6129114 1287,0886
Tiempo5  1950,00000 109,16349 ,000 1612,9114 2287,0886
Tiempo3 Tiempo 1 325,00000 109,16349 ,061  -12,0886  662,0886
Tiempo 2 -825,00000 109,16349 ,000 -1162,0886 -487,9114
Tiempo 4 125,00000 109,16349 ,781 -212,0886  462,0886
Tiempo5 112500000 109,16349 ,000 787,9114 1462,0886
Tiempo4 Tiempo 1 200,00000 109,16349 392 -137,0886  537,0886
Tiempo 2 -950,00000 109,16349 ,000 -1287,0886 -612,9114
Tiempo 3 -125,00000 109,16349 ,781 -462,0886  212,0886
Tiempo5  1000,00000 109,16349 ,000 6629114 1337,0886
Tiempo5 Tiempo 1l -800,00000 109,16349 ,000 -1137,0886 -462,9114
Tiempo2 -1950,00000 109,16349 ,000 -2287,0886 -1612,9114
Tiempo3 -1125,00000 109,16349 ,000 -1462,0886 -787,9114
Tiempo4  -1000,00000 109,16349 ,000 -1337,0886 -662,9114
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Apéndice 20. Prueba HSD de TUKEY para conductividad

Subconjunto paraafa= 0,05

Horas N 1 2 3
Tiempo 5 4 500,0000

Tiempo 1 4 1300,0000

Tiempo 4 4 1500,0000

Tiempo 3 4 1625,0000

Tiempo 2 4 2450,0000
Sig. 1,000 ,061 1,000

Se muestran las medias para los grupos en |os subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestral de la media arménica = 4,000.

Apéndice 21. Descriptivos de cadmio

Intervalo de confianza

N Media Des,vi.aci on ?rfor pata I_a media aI 9.5 Y Minimo  Maximo

tipica tipico Limite Limite

inferior superior
Tiempo 1 4 1,6000 ,00000 ,00000 1,6000 1,6000 1,60 1,60
Tiempo 2 4 ,1225 ,01893 ,00946 ,0924 ,1526 11 ,15
Tiempo 3 4 ,0900 ,00816 ,00408 ,0770 ,1030 ,08 ,10
Tiempo 4 4 ,0625 ,01500 ,00750 ,0386 ,0864 ,05 ,08
Tiempo 5 4 ,0500 ,00816 ,00408 ,0370 ,0630 ,04 ,06
Tota 20 ,3850 ,62390 ,13951 ,0930 6770 ,04 1,60

Apéndice 22. Prueba de homogeneidad de varianzas de cadmio

Estadistico
de Levene
3.495 4 15 ,033

g1l gl2 Sig.
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Apéndice 23. Andlisis de varianzas (ANOVA) parala concentracion de cadmio

Sumade | Media 5
cuadrados g cuadrética g
Inter-grupos 7,394 4 1,848 12895,727 ,000
Intra-grupos ,002 15 ,000
Total 7,396 19

Apéndice 24. Comparacion multiple de HSD de TUKEY para cadmio

Intervalo de confianza

Diferencia
A
inferior superior
Tiempol Tiempo 2 1,47750 ,00847 ,000 1,4514 1,5036
Tiempo 3 1,51000 ,00847 ,000 1,4839 1,5361
Tiempo 4 1,53750 ,00847 ,000 15114 1,5636
Tiempo 5 1,55000 ,00847 ,000 1,5239 1,5761
Tiempo2 Tiempol -1,47750 ,00847 ,000  -1,5036 -1,4514
Tiempo 3 ,03250 ,00847 ,012 ,0064 ,0586
Tiempo 4 ,06000 ,00847 ,000 ,0339 ,0861
Tiempo 5 ,07250 ,00847 ,000 ,0464 ,0986
Tiempo3 Tiempo 1l -1,51000 ,00847 ,000 -1,5361 -1,4839
Tiempo 2 -,03250 ,00847 ,012 -,0586 -,0064
Tiempo 4 ,02750 ,00847 ,037 ,0014 ,0536
Tiempo 5 ,04000 ,00847 ,002 ,0139 ,0661
Tiempo4 Tiempo 1 -1,53750 .,00847 ,000  -1,5636 -1,5114
Tiempo 2 -,06000 .,00847 ,000 -,0861 -,0339
Tiempo 3 -,02750 ,00847 ,037 -,0536 -,0014
Tiempo 5 ,01250 ,00847 ,592 -,0136 ,0386
Tiempo5 Tiempo 1l -1,55000 ,00847 ,000 -1,5761 -1,5239
Tiempo 2 -,07250 ,00847 ,000 -,0986 -,0464
Tiempo 3 -,04000 ,00847 ,002 -,0661 -,0139

Tiempo 4 -,01250 ,00847 ,592 -,0386 ,0136
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Apéndice 25. Prueba HSD de TUKEY para cadmio

Horas

Subconjunto paraalfa= 0,05

1 2 3 4

Tiempo 5
Tiempo 4
Tiempo 3
Tiempo 2
Tiempo 1
Sig.

A DM B b

,0500
,0625
,0900
,1225
1,6000
,592 1,000 1,000 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.

a Usa el tamafio muestral de la media arménica = 4,000.

Apéndice 26. Descriptivos de plomo

Intervalo de confianza

N Media D%}vi_aci on I,Er_ror pata I_a media aI 9.5 i Minimo  Maximo

tipica tipico Limite Limite

inferior superior
Tiempo 1 4 2,7675 ,00500 ,00250 2,7595 2,7755 2,76 2,77
Tiempo 2 4 ,5050 ,18947 ,09474 ,2035 ,8065 24 ,69
Tiempo 3 4 ,8250 ,11387 ,05694 ,6438 1,0062 73 ,99
Tiempo 4 4 1,1025 ,33856 ,16928 ,5638 1,6412 87 1,60
Tiempo 5 4 , 7975 ,02872 ,01436 ,7518 ,8432 ,76 83
Tota 20 1,1995 ,84299 ,18850 ,8050 1,5940 24 2,77

Apéndice 27. Prueba de homogeneidad de varianzas de plomo

Estadistico

de Levene

g1l gl2 Sig.

4,023

4 15 ,021
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Apéndice 28. Andlisis de varianzas (ANOV A) parala concentracion de plomo

Sumade | Media 5

cuadrados 9 cuadratica g
Inter-grupos 13,009 4 3,252 98,947 ,000
Intra-grupos ,493 15 ,033
Total 13,502 19

Apéndice 29. Comparaciones multiples de HSD de TUKEY para plomo

Intervalo de confianza al

Diferencia 95%
(DHoras  (J)Horas de LneJc)iias Error tipico Sig. CTrite Crrite
inferior superior
Tiempol Tiempo2 2,26250 ,12820 ,000 1,8666 2,6584
Tiempo 3 1,94250 ,12820 ,000 1,5466 2,3384
Tiempo 4 1,66500 ,12820 ,000 1,2691 2,0609
Tiempo 5 1,97000 ,12820 ,000 1,5741 2,3659
Tiempo2  Tiempo 1l -2,26250 ,12820 ,000 -2,6584 -1,8666
Tiempo 3 -,32000 ,12820 ,144 -, 7159 ,0759
Tiempo 4 -,59750 ,12820 ,002 -,9934 -,2016
Tiempo 5 -,29250 ,12820 ,204 -,6884 ,1034
Tiempo3  Tiempo 1 -1,94250 ,12820 ,000 -2,3384 -1,5466
Tiempo 2 ,32000 ,12820 ,144 -,0759 ,7159
Tiempo 4 -,27750 ,12820 ,245 -,6734 ,1184
Tiempo 5 ,02750 ,12820 ,999 -,3684 4234
Tiempo4  Tiempol -1,66500 ,12820 ,000 -2,0609 -1,2691
Tiempo 2 ,59750 ,12820 ,002 ,2016 ,9934
Tiempo 3 27750 ,12820 ,245 -,1184 6734
Tiempo 5 ,30500 ,12820 ,175 -,0909 ,7009
Tiempo5 Tiempol -1,97000 ,12820 ,000 -2,3659 -1,5741
Tiempo 2 ,29250 ,12820 ,204 -,1034 ,6884
Tiempo 3 -,02750 ,12820 ,999 -,4234 ,3684
Tiempo 4 -,30500 ,12820 175 -,7009 ,0909
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Apéndice 30. PruebaHSD de TUKEY paraplomo

Subconjunto paraalfa= 0,05

Horas N 1 5 3
Tiempo 2 4 ,5050
Tiempo 5 4 , 7975 , 71975
Tiempo 3 4 ,8250 ,8250
Tiempo 4 4 1,1025
Tiempo 1 4 2,7675
Sig. ,144 175 1,000

Se muestran las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

a. Usa el tamafio muestral de la media arménica = 4,000.

Apéndice 31. Resultado de monitoreo de Autoridad Local del Agua de Barranca-ANA en

2014
2woy20ta | 4vanta | sivyaota) 2stvaota | 2sivanta asioxanna | ssoanta | avozzona] zmozants | amoaione [ zoara omovna ] amewaone
FECHA(S) Y HORA () DE MONITOREO
1606 | 140 | om0 | oo | a5 | tem | tess | tos | o | s | o0 | o0 [ 5w
PARAMETROS Unidades [ECA Categoria 3/ ECA Categoria 4] RPatit | QChiet | RPai2 | RQuert | RUami | RUiam2 | RPai3 | RRapat | Lioctt | RGorgt | RPaié | Rocrot |  RPats
PARAKETROS FiSICOS
oH UNT 5584 6585 | 8% | 64 | 8% | 7o | &% | 862 [ 6% | % [ 8% | 8w | 80 [ 7% 815
Ocigenn dsteld (0 gl >4 > 69 | 8% | 83t | 8@ | 6% | 12 [ 0w | 0w [ 46 | ns | wx | nw | w6
PARAMETROS QUIMICOS

Acanidad d catonab) Ca0um/L| 5 - A0 [ <0 [ <00 | <100 [ 866 | 68 [ A0 [ 0 [ — | A0 | am | d0 [ <0
Nirogeno Amoriacd NHNmgl| = <02 - - — — — — — — |0 | — - | - -
i b (A bf mgl 5 = 0B [ om [ o [ o [ a0 [ om | ] 13 | 0w [ 20 [ e ost | A8
Arsénioo bid (As b) mgl 0% oot | <ooof [ oo | oo | eees | <aoor | <ooor | oo | oo | <ooor | oo | ot [ oom [ oms
Cario bid (Cdbf mgl 0005 oot | <oocod | <ooood | <oomd | oood | <ooond | <oomod | ooost | ooms | oo | oo | oo | <ooms [ o005t
Hiaro bi (Fe ) mgl { - 18 | oxt [ oz | 4% | o | oz | e | 2 | om | 26m | 2w | o | AW
Lifo b liof ml 2 — | <00 [ <00 [ oo | oms [ <oos | oo | oo | oo | oo | oot | oow [ oo | o
Mangreso b (M b} mgl 02 — [ omes | ozt | ow [ o= [ oom [ ome [oms | oo | oo | ot | s | oo | 4
Phono bid Pb o) mgl 0% oo | <o | ooms | ooms | oo | o005 | oo [ oo | o3 | omete | oows | oot | oo | o8

PARAMETROS MICROBIOLOGICOS Y PARASITOLOGICOS
Coffames mobieranes [weriowL [ o | |45|zz|m|m|<t.a[no|m|m|<1.s|zao|m|zm| E)
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Apéndice 32. Mapa de puntos de monitoreo de Autoridad Local del Agua de Barranca-
ANA en 2014
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Apéndice 33. Parametros fisico—quimico de la categoria 3 de D.S.004-2017-MINAM
(Estandares de Caidad de Agua)

R D2: Bebida de
D1: Riego de vegetales nimales
Paramelios Unidaf:l de | Agua para -
medida | riggono | A9t Bebida de
restringido | P"9% | animales
(c) restringido
FiSICOS- QUIMICOS
Acsites y Grasas mg/L 5 10
Bicarbonatos mg/L 518 s
Cianura Wad mg/L 0,1 0.1
Cloruros mg/L 500 -
Color
vergadero
Color o) Escala Pt/ 100(a) 100 (a)
Co

Conductividad (pSfcm) 2 500 5 000
Demanda
Bioguimica de mgiL 15 15
Cxigeno (DBO,)
Demanda Quimica
de Oxigeno (0QO) | - 40 40
Detergentas
(SAAM) mgil 02 05
Fenoles mgiL 0,002 0.01
Fluoruros mgL 1 "
Nitratos (MO_-N) +
Nimtos (No) | ML 100 100
Nitritos (NO,-N} mgll 10 0
Oxlgenurli_lsuelto mglL -4 -5
(valor minima)
Potencial de Unidad de
Hidrgeno (pH) pH 65-85 6,5-84
Sulfatos mg/L 1000 1000
Temperatura °C A3 A3
INORGANICOS
Aluminio T 5 =
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Apéndice 34. Pardmetros de metales DE LA categoria 3 DE D.S.004-2017-MINAM
(Estandares de Calidad de Agua)

D2: Bebida de
D1: Riego de vegetales eala
Unidad de
Parametios | meida Ar?:gaop:;a Agua 1 gobida de
restringido FaiA theo animales
(0 restringido

Arsénico mg/L 0.1 02
Bario mg/L 07 g
Berilio mg/L 0.1 0.1
Boro mg/L 1 9
Cadmio mg/L 0.01 0,05
Cobre mg/L 0.2 05
Cobalto mg/L 0,05 1
Cromo Total mg/L 01 1
Hierro mg/L 5 b
Litio mglL 25 25
Magnesio mg/L " 250
Manganeso mg/L 02 0.2
Mercurio mg/L 0,001 0,01
Niguel mg/L 0.2 1
Plomo mg/L 0,05 0,05
Selenio mg/L 0,02 0,05
Zinc mg/L 2 24
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Apéndice 35. Registro fotografico de lainvestigacion

(a) Areade la extraccion de lamuestradel Rio Pativilca. (b) Extraccion de la muestra.

Plaqueo del agar King B
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Cepa bacteriana de Pseudomonas putida ATCC 49128.

Sembrado de la cepa Pseudomonas putida ATCC 49128 en las placas Petri con Agar King
B.
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Observacion bajo microscopio ala cepa bacteriana de la Pseudomonas Putida ATCC
49128.

Matraz con medio de cultivo de caldo tripticasa de soya.
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Matraces con medio de cultivo de caldo tripticasa de soya de concentracion inicial de 0,1
mg/ml de plomo y cadmio.

Inoculacion de la cepa Pseudomonas putida ATCC 49128 en medio de cultivo de caldo

tripticasa de soya con plomo y cadmio.
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Placa Petri con Pseudomonas putida ATCC 49128 adaptadas en plomo y cadmio.

Formacion de perlas o esferas de alginato de calcio a 4 % con Pseudomonas putida ATCC

49128 en solucion de cloruro de calco de 0,05M.
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Unidades de tratamiento.

Perlas o esferas de alginato de calcio con Pseudomonas putida ATCC 49128 adaptadas.
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