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RESUMEN

Este trabajo de investigacion se desarroll6 con el propdsito de evaluar la
supervivencia de bacterias aisladas de muestras de agua del rio Torococha de Juliaca -
2022 a concentraciones in vitro de mercurio y plomo. Los géneros aislados fueron
Citrobacter sp, y Pseudomonas sp. Esta investigacion es de enfoque cuantitativo-
transversal, explicativo, de tipo basico ya que se determinard la tolerancia bacteriana
mediante el célculo de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion
minima bactericida (CMB) de mercurio y plomo, el muestreo fue por conveniencia, se
analiz6 36 muestras, tomadas de tres puntos del rio Torococha que esta ubicado en el
distrito de Juliaca, la CMI se hizo mediante ensayos de microdilucién en tubo y la CMB
mediante difusion y discos de papel en agar Muller Hinton. Los resultados estadisticos
demuestran que existe diferencia significativa al hacer la prueba de Kruskall Wallis
respecto a la CMI de Hg y Pb en Citrobacter sp, y Pseudomonas sp, también se halld

diferencia significativa en la CMB de Hg y Pb para las mismas bacterias.

PALABRAS CLAVE: Citrobacter sp, concentracion minima inhibitoria, concentracion

minima bactericida, mercurio, plomo, Pseudomonas sp, rio Torococha.
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ABSTRACT

This research work was developed with the purpose of evaluating the survival of
bacteria isolated from water samples from the Torococha river of Juliaca -2022 to in vitro
concentrations of mercury and lead. This research was of quantitative-transversal
approach, explanatory, of basic type since its tolerance will be determined by calculating
the minimum inhibitory concentration (MIC) and the minimum bactericidal concentration
(MBC), the sampling is by convenience, 36 samples were analyzed, taken from three
points of the Torococha river which is located in the district of Juliaca, the MIC was done
by microdilution tube assays and the minimum bactericidal concentration by diffusion
and paper discs on Muller Hinton agar. There is a significant difference in the Kruskall
Wallis test with respect to the MIC of Hg and Pb in Citrobacter sp, there is also a
significant difference in the Kruskall Wallis test with respect to the MIC of Hg and Pb in
Pseudomonas sp, and also a significant difference in the MBC of Hg and Pb in the
Citrobacter sp and Pseudomonas sp batteries, with the northern and central zones having

the highest MBC.

KEYWORDS: Citrobacter sp, mercury, Pseudomonas sp, lead, Torococha river,

tolerance, MIC, MBC.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La constante degradacion del medio ambiente provocada por las sustancias toxicas
que se vierten en la superficie terrestre y en aguas superficiales como los rios es uno de
los principales problemas a los que nos enfrentamos en la actualidad. Muchos de estos
contaminantes incluyen metales pesados, que son peligrosos para los seres humanos y
otras especies ambientales en altas concentraciones, alterando los ciclos normales de los
ecosistemas y causando cambios en la salud humana y la vida de otros seres vivos

(Camacho, 2014).

Muchas bacterias han elaborado mecanismos de defensa para resistir los efectos

nocivos de diversos metales toxicos.

Segun la comision de vivienda y construccion Ley, N. 2067/2017-CR (2009) en
el rio Torococha se ha comprobado que el vertido de residuos sélidos, el vertido de aguas
residuales y la ausencia de canalizacion de su recorrido en la zona principal provocan una

contaminacion importante.

La familia de las bacterias Citrobacter sp y Pseudomonas sp tienen cualidades
que les permiten tolerar concentraciones de metales, retienen los metales pesados durante
periodos de tiempo relativamente breves, entre estos metales se encuentran el plomo y
mercurio. En la Gltima década se ha ido incrementando el uso de microorganismos con
capacidades de disminuir los efectos de la contaminacién neutralizando sus efectos

(Beltran & Gomez, 2016).

Por ello este trabajo de investigacién se consideré como un estudio de alternativa
de solucion respecto a la contaminacion a causa de plomo y mercurio asi favorecer la
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recuperacion del rio Torococha utilizando las bacterias Citrobacter sp y Pseudomonas sp

(Aguilar, 2017).

1.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la supervivencia bacteriana a concentraciones in vitro de mercurio y

plomo, de bacterias aisladas de muestras de agua del rio Torococha de Juliaca — 2022.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI) de mercurio en 10 mg/I,
50 mg/l, 100 mg/l, 200 mg/l y plomo en 500 mg/l, 1000mg/I, 1500 mg/l, 2000 mg/I
de los géneros bacterianos aislados del agua del rio Torococha mediante el método de
microdilucion en tubo.

2. Determinar la concentracion minima bactericida (CMB) de mercurio en 10 mg/l,
50 mg/l, 100 mg/l, 200 mg/l y plomo en 500 mg/l, 1000mg/I, 1500 mg/l, 2000 mg/I
en bacterias de los géneros aislados del agua del rio Torococha mediante el método

de difusidn en discos de papel.
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CAPITULO II

REVISION DE LITERATURA

2.1. ANTECEDENTES
a. Contaminacion del rio Torococha:

Yana (2014) en su estudio de Contaminacién por materia organica en el rio
Torococha de la ciudad de Juliaca, determind que presentd sélidos suspendidos totales
entre 189 y 192 mg/l, la temperatura entre 11.66 y 13.33 °C, el pH entre 6.78 y 7.46, la
DBO entre 15.15 y 81.55 mg/l y la DQO entre 24.30 y 117.82 mg/l; asimismo la
CMPRALTA (2014) al ejecutar monitoreos en la cuenca del rio Coata reportaron que el
rio Torococha presentd la mayor conductividad eléctrica con cifras de 3430 uS/cm,
indicando tener presencia de compuestos inorganicos disueltos en el agua, a causa del
vertimiento de aguas residuales domeésticas e industriales producidas por la poblacion de
Juliaca; por otro lado, Apaza (2015) en su tesis concluye que el agua del rio Torococha
posee una concentracion de plomo es de 0.2889 mg/l y zinc de 2.38 mg/l, dichos
resultados se encuentran por encima de los valores recomendados por la Ley General de

Aguas en su categoria 3, donde plomo manifiesta 0.05 y zinc 2.0 mg/I.

Aguilar (2017) en su investigacion manifiesta que el agua del rio Torococha en
dos zonas de evaluacion presentaron valores de coliformes totales en 11000 NMP/100 ml
y coliformes termotolerantes 2000 NMP/100 ml en la zona I, mientras que en la zona Il
coliformes totales 11000 NMP/100 ml y coliformes termotolerantes 3350 NMP/100 ml,
las cuales superan los ECAs para rios de la sierra (coliformes totales 3000 NMP/100 ml
y coliformes termotolerantes 2000 NMP/100 ml); a su vez, Gutiérrez (2018) en Juliaca

(Pert), determind en muestras de agua del rio Coata en la desembocadura del rio
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Torococha los parametros de DBO entre 2 y 38 mg/l, coliformes termotolerantes entre
460y 2400 NMP/100 ml, mercurio menor a 0.0005, plomo menor a 0.004, entre otros, la
mayoria de los parametros no superan los limites permitidos por el ECA-AGUA,
Categoria 3, a excepcion oxigeno disuelto, la DBO y coliformes termotolerantes que la
excede y segun Claudet (2019) reporta resultados de monitoreo de la calidad de agua de
la sub cuenca de los rios Coata — Torococha, donde establecié que posee una alta

concentracion de metales pesados.

b. Tolerancia bacteriana a los metales pesados:

Segln Gomez et al. (2002) Mediante el método de la concentracion minima
inhibitoria determinaron que el 100% de bacterias aisladas fueron resistentes a niquel en
60 y 220 mmol/l y cobalto en 10 a 200 mmol/l, y poseen una tendencia a ser utilizadas en
Biotecnologia Minera, entre las bacterias se tienen a Escherichia sp, Enterobacter
liquefaciens, Serratia sp y Citrobacter amalonaticus; por otro lado, Moraga et al. (2003)
en la bahia de Iquique encontraron 104 UFC/ml de carga bacteriana, la mayoria bacilos
Gram negativos, mediante la concentracion minima inhibitoria, de 43 cepas el 27%
crecieron en un medio suplementado con cobre, Pseudomonas maltophilia y Alcaligenes
sp en su totalidad fueron resistentes a plomo y arsénico; asimismo, Guzman (2004) aislo
Enterobacterias del rio Alseseca (México), obteniendo recuentos de coliformes totales de
1100 NMP/100 ml, de 100 bacterias aisladas el 91% fueron representados por

Escherichia coli (44%), Klebsiella sp (17%), Serratia sp (13%) y Enterobacter sp (10%).

Martinez et al. (2010) mediante el método Kirby Bauer lograron aislar bacterias
tolerantes a metales pesados en el rio Almendares (Cuba) de plomo y cromo a
concentraciones de 0.5, 1.0 y 1.5 mM, entre los géneros bacterianos reportados se indican

a Micrococcus, Pseudomonas, Staphylococcus, Acinetobacter, Bacillus y Neisseria; Por
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otro lado, Soto et al. (2010) Aplicaron el método de ensayos de microdilucion en tubo e
indican que las bacterias expuestas a metales pesados, son capaces de tolerar sus efectos
toxicos, por lo tanto serian tiles para la biorremediacion de metales pesados, los géneros
Micrococcus y Pseudomonas, lograron la biotransformacién de cromo, plomo y mercurio
a concentraciones iniciales de 0.005 mg/l, 0.049 mg/l y mercurio 0.001 mg/l,
respectivamente. Panigatti et al. (2012) confirman la aplicacion de Escherichia coli en la
remocion de cromo (V1) en efluentes contaminados disminuyéndolos a concentraciones

de 200 mg/l, debido a que presenta mecanismos de destoxificacion y reduccion de cromo.

Mufioz et al. (2012) aislaron Klebsiella sp quien retuvo en 24 horas 90.2 mg/g de
plomo y 19.3 mg/g de zinc, mediante la formacién de biopeliculas sobre los soportes
solidos, que poseen gran interés para su aplicacion en biofiltros de metales pesados;
Ramirez & Benitez (2013) obtuvieron la tolerancia y reduccion de cromo (VI) por
Bacillus cereus B1 quienes fueron aislados desde aguas residuales de una curtiembre,
Ilegando a tolerar hasta 8000 ppm, removiendo el 100% de contaminante al cabo de 96
horas a partir de soluciones de cromo de 10, 30 y 50 ppm de Cr+6 en medio Luria Betani;
Gonzélez & Vargas (2016) reportan que las bacterias de los géneros Enterobacter,
Arthrobacter, Bacillus, Pseudomonas y Pantoea logran contrarrestar el efecto toxico de

los metales pesados debido a los genes de resistencia a Cd y Pb que poseen.

Navarrete (2017) en Tungurahua (Ecuador) aisl6 a los géneros bacterianos
Micrococcus, Enterobacter, Moraxella, Citrobacter, Staphylococcus y Kurthia, de los
cuales 3 mostraron resistencia a 700 ppm de mercurio, de 5 a 2000 ppm de plomo y un
clon 900 ppm de cromo; también se cuenta con el estudio de Gutiérrez et al. (2017), quien
reportd que Pseudomonas aeruginosa mostré tolerancia a Cu+2, Zn+2, Ba+2 y Se+4,
para Cu+2 la concentracion minima inhibitoria (CMI) més alta se registré a 3 mM en el

82.6% de bacterias; para Zn+2, la CMI mas elevada se determin6 a 6 mM en el 47.8% de
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bacterias; para el Ba+2, la CMI mayor se obtuvo a4 mM en el 21.7% y para Pb la CMI

se calcul6 en 2.5% en el 100% de las bacterias.

Figueroa (2020) desarrollo su trabajo en el estudio de bio-ensayos del lago
Yahuarcocha y Determino la concentracion letal media al 50% (CL50) de dicromato de
potasio en 0.45 ppm, asi miso la CL50 de plomo 0.25 ppm, y la CL50 de la muestra

ambiental obtenidas del punto profundo 55.19% V/V y del muelle 37.83 % V/V

Castro & Marin (2018) en su estudio concluyen que bacterias aisladas de agua
superficial revelaron alta resistencia a metales pesados, obteniendo valores de CMI y
CL50 muy elevados y superiores a 5000 mg/l, debido probablemente a las condiciones
imperantes del ecosistema donde habitan. Donde el Cr+6 resulté ser muy tdxico, con
mayores efectos Cr+3 y Pb+2, asimismo los efectos toxicos de los metales presentaron la
siguiente severidad Cr+6 > Cd+2 > Ni+2 > Cr+3 > Pb+2 y como toleran altos valores no
pueden ser utilizadas como bioindicadores en los programas para el monitoreo ambiental
de ecosistema. Mufioz et al. (2019) obtuvieron que las bacterias que presentaron las
mayores tolerancias fueron Bacillus licheniformis SSR18 a Cd+2, Ni+2 'y Zn+2, Bacillus
subtilis SSR3 a Pb+2, Serratia sp SSR15 a Cu+2, Serratia sp SSR13 a Ag+1 y Bacillus
cereus SSR01 a Cr+6, estos microorganismos fueron aislados de suelos del pasivo
ambiental del proyecto minero Santa Rosa de Jangas y es probable que posean
mecanismos para adaptarse, crecer y desarrollar en medios con metales pesados que
posteriormente podrian ser usados en procesos biotecnoldgicos y biorremediacion. Lema
(2019) en Chimborazo (Ecuador) aislaron bacterias de los géneros Clostridium,
Corynebacterium, Klebsiella, Micrococcus spp y Pseudomonas spp, donde dos clones
mostraron tolerancia hasta 750 pg/ml de cobalto, 5 a 250 pg/ml de mercurio y 4000 pg/ml

de plomo.
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Obando (2021) este trabajo de investigacion se realizé con 385 muestras de agua
del fundo privado. Se proceso los resultados por medio del anélisis de varianza inter
grupos con un valor p de 0.01 y un analisis post hoc de comparacion de medias (Tuckey).
Dentro de los principales resultados se determind el efecto bactericida con mayor
sensibilidad a una concentracion de extracto bioactivo de 1%, 0.5% y 0.25% para cepas
de Escherichia coli y Salmonella spp. Contando con tamafios de halo de 16.44mm y
15.32mm, se obtuvo un efecto conservante a una concentracion de 0.5% de extracto
bioactivo.Con ello se confirma la eficacia del efecto bactericida y conservante del Alga

Ulva spp en las cepas de Escherichia coli y Salmonella spp.

Yanchapanta (2022) quien hizo una evaluacion bactericida de las nanoparticulas
in vitro en medios de cultivos sélidos (agar nutritivo), calculando el crecimiento de las
bacterias en UFC/ml. Para el analisis estadistico se utilizd un disefio factorial 32
contando con dos factores de tres niveles, siendo este analisis factorial significativo con
valor p = 0.000 la concentracion de las AgNPs y un tiempo de exposicion a la luz solar
(1, 2 y 3 horas). Se concluyé que las nanoparticulas de plata intervienen como agente
bactericida frente a las bacterias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella parathypi, Pseudomona oryzihabitans, Edwardsiella tarda y

Shigella flexnery.

2.2. MARCO TEORICO

2.2.1. Citrobacter sp

El género Citrobacter sp comprende un grupo de bacterias aerobias Gram
negativas que se observan recurrentemente en el agua, el suelo, los alimentos, la
vegetacion y, ademas en los seres humanos y muchos otros animales, como flora intestinal
beneficiosa (Meseguer, 2002).

26

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Taxonomia
Dominio: Bacterias
Filo: Proteobacterias
Clase: Gramma proteobateria
Orden: Enterobacteriales
Familia: Enterobacteriaceae
Género: Citrobacter
2.2.2. Pseudomonas sp

Pseudomonas es el nombre con el que se representa a un grupo de bacterias
aerobias gramnegativas de la familia Pseudomonadaceae que no utilizan glucosa y no

tienen flagelos polares ni esporas (Holloway, 1969).
Taxonomia
Dominio: Bacterias
Filo: Proteobacterias
Clase: Gramma proteobateria
Orden: Pseudomonadales
Familia: Pseudomonadaceae

Género: Pseudomonas
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2.2.3. Metales pesados

Son un conjunto de 65 elementos conocidos por sus densidades superiores o
iguales a 5 g/cm3 y presentan diversas propiedades fisicas, quimicas y biologicas

(Marrero et al., 2010).

Estos metales tienen que estar presentes en el medio ambiente, pero a pequefias
concentraciones, suficientes para el cumplimiento del ciclo biolégico del ecosistema, pero
si se encuentran en concentraciones mas altas, aunque sean sutilmente, pueden ser toxicos

para los animales y especialmente el ser humano (Ramirez, 2008).

La sintomatologia de la intoxicacion del ser humano por metales pesados varia
dependiendo del tipo de metal que se acumule en el cuerpo. Por ejemplo, la intoxicacion
por plomo suele producir dolor en las articulaciones y musculos, aumento de la presion
arterial, dolor abdominal constante, dificultad de memoria y concentracion, y anemia sin

causa aparente (Ramirez, 2008).

Cuando se modifica el estado de oxidacién, a diferencia de lo que ocurre con las

sustancias organicas gque son toxicas, los metales pesados no pueden ser degradados.

2.2.4. Microorganismos y metales pesados

Los microorganismos desempefian un papel fundamental en el cambio de
concentraciones en los metales, y su utilizacion en procedimientos de regeneracién en
diferentes medios acuaticos y superficies terrestres es crucial para la proteccion del medio

ambiente (Nufiez, 2007).

Entre la gran variedad de microorganismos, existen microorganismos resistentes
y/o tolerantes que son de especial importancia como eliminadores de metales en lugares

contaminados.
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2.2.5. Mercurio

Es un metal blanco plateado extremadamente toxico con una debil respuesta
térmica cuyo numero atdmico es el 80 y su simbolo es Hg, es el Unico que se descubre en
estado liquido en el cero absoluto. Tiene una elevada tension superficial y una gran

capacidad para amalgamarse con practicamente todos los metales (Ramirez, 2008).

Aunque no es obligatorio para ningun proceso biol6gico, se acumula en la mayoria
de los seres vivos. La ingestion de significativas de mercurio o la exposicion a los mismos
puede provocar anomalias conductuales y neuroldgicas, como temblores, insomnio,
pérdida de memoria, efectos neuromusculares, cefalea y disfunciones cognitivas y

motoras.

2.2.6. Plomo

Es un metal pesado de color gris azulado con un punto de fusion bajo que tiene
como numero atomico el 82 su simbolo es Pb, no se encuentra con frecuencia en la
naturaleza. Para generar compuestos de plomo, suele encontrarse en combinacion con dos
0 mas elementos adicionales. La intoxicacion por plomo es una de las mas comunes de

las que se presentan por exposiciones a metales (Valdivia, 2019).

La exposicion a metales pesados estd asociada con una serie de efectos nocivos
para la salud, entre los que estd incluido el céncer, gingivitis, transformaciones
psicoldgicas, aborto espontaneo, entre muchos otros. A pesar de que varias sustancias son
esenciales para el funcionamiento bioquimico de los animales y el ser humano, pueden

ser perjudiciales cuando se exponen en grandes cantidades.
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2.2.7 Microorganismos resistentes a metales pesados

Se define como la capacidad de un microorganismo para sobrevivir al efecto
toxico de dichos elementos, esto es resultado de un mecanismo de desintoxicacion
generado a partir de la exposicion directa al metal, o sea, codificado genéticamente, a esta

caracteristica se le denomina “resistente” (NUfiez, 2007).

2.2.8. Microorganismos tolerantes a metales pesados

Es un término utilizado para describir microorganismos que tienen rasgos
estructurales y metabdlicos inherentes que les permiten sobrevivir en presencia de
metales, como paredes celulares impermeables, mediante la capacidad de expulsar
metales o la capacidad de inducir cambios de entorno que afectan a la toxicidad de los

metales, a esta capacidad se denomina “tolerante” (NUfiez, 2007).

Cada uno tiene objetivos distintos. Un microorganismo tolerante a metales
pesados invierte en métodos destinados a contener los dafios causados por el patdgeno,
mientras que el un microorganismo resistente a metales pesados utiliza mecanismos

destinados a reducir el efecto del metal pesado.

Las caracteristicas de los microorganismos resistentes o tolerantes, o ambos,

pueden emplearse en la desintegracion de los metales pesados (Marrero et al., 2010).

La mayoria de ellos incluyen:

a) elementos celulares que recogen iones y reducen su toxicidad.

b) Enzimas que alteran el estado redox de los metales o metaloides, cambiandolos

a formas menos peligrosas.
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¢) Transportadores de membrana que eliminan las especies peligrosas del

citoplasma de la célula.

Tanto las mutaciones (cambios en la secuencia de bases cromosomicas) como la
transferencia de material genético extra cromosomico procedente de otras bacterias hacen
que éstas desarrollen resistencia, esta puede ser a su vez natural o adquirida. La natural
se refiere a la resistencia que se transmite verticalmente de generacion en generacion. La
adquirida se produce horizontalmente a traves de plasmidos u otros elementos genéticos
moviles como integrones y transposones, estos Ultimos no sélo permiten la transmision
de la resistencia a generaciones futuras, sino también a otras especies bacterianas. De
este modo, una bacteria puede desarrollar resistencia a uno o varios metales sin entrar en

contacto con ellos (Fernandez et al., 2003).

2.2.9. Cualidades de las bacterias para remediar aguas contaminadas por metales

pesados.

Cuando se exponen a las soluciones con metales, los microorganismos utilizados
como biosorbentes que han sido aislados de habitats dafiados retienen los metales pesados

durante periodos de tiempo relativamente breves (Marrero et al., 2010).

Dado que las cepas resistentes pueden aprovecharse como alternativa en la
desintoxicacion de ecosistemas dafiados por agentes tdxicos, la resistencia bacteriana a
los metales pesados, sus procesos y determinantes genéticos han sido objeto de especial

atencion en las ultimas décadas (Moraga, Merino & Mondaca, 2003).

Esto disminuye los costes relacionados con un procedimiento de remediacién, ya
que suprime la necesidad de alimentar el sistema con nutrientes porque la bacteria no

requiere un metabolismo activo.
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1. DISENO Y TIPO DE INVESTIGACION

Esta investigacion es de enfoque cuantitativo-transversal ya que los resultados son
producto de una medicion de laboratorio en un periodo de tiempo determinado de agosto
a octubre del afio 2022, de alcance explicativo, ya que busca relaciones causales de la
capacidad de tolerancia de las bacterias a los metales pesados plomo y mercurio en las
bacterias de estudio, de disefio cuasiexperimental en razén de que no se manipulan los
efectos de las concentraciones crecientes de los metales pesados plomo y mercurio sobre
el crecimiento de las bacterias, de tipo basica ya que se determinara su tolerancia mediante
el céalculo de la concentracion minima inhibitoria (CMI) y la concentracion minima

bactericida (CMB) (Hernandez et al., 2014).
3.2. TAMANO DE MUESTRA A EVALUAR

En la investigacion se desarrollé bajo un enfoque de muestreo no probabilistico
por conveniencia, el cual estara conformado por un total de 36 muestras, de las cuales
cada 12 muestras procedian de los puntos de muestreo (PM) PM1, PM2 y PM3, dichas
bacterias aisladas del rio Torococha fueron comparadas entre los distintos puntos de

muestreo.
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Tabla 1. Distribucion de las muestras por zonas de muestreo.

Meses de Puntos de muestreo del rio Torococha
muestreo ,
enel ona Total
Zona oeste (PM1) centro Z?IQI?/I %s)te
2022 (PM2)
Agosto 4 2 1 o
Setiembre 4 4 4 1o
Octubre 4 4 4 1o
Total 12 12 13 26

3.3. METODOLOGIA

Aislamiento y determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI) in

vitro de mercurio y plomo en bacterias aisladas del rio Torococha.

a. Coleccién de muestras de agua del rio Torococha

Las muestras de agua han sido recolectadas en frascos de vidrio de 1 litro
esterilizado en el laboratorio con un volumen del frasco en aproximadamente 750 ml de
contenido, con la finalidad de que al llegar al laboratorio pueda ser homogenizado. Dichas
muestras han sido trasladadas y analizadas en el laboratorio de Botanica General de la
Facultad de Ciencias Biologicas de la UNA Puno, el cual cuenta con equipos para el

aislamiento microbioldgico correspondiente.

b. Aislamiento de Citrobacter sp y Pseudomonas sp de muestras de agua del rio

Torococha

Método: Cultivo in vitro en agar Mac Conkey
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Fundamento: En el agar Mac Conkey, las peptonas como fuente de nitrégeno, aportan
nutrientes necesarios para el desarrollo de las bacterias, donde la lactosa es el carbohidrato
fermentable, y la presencia de sales biliares y de cristal violeta, son las sustancias
quimicas que inhiben el desarrollo de gran parte de la flora Gram positiva (Laboratorios

Britania).

Procedimiento:

Las muestras de agua del rio Torococha, previamente homogenizadas en sus
frascos de coleccion fueron cultivadas en placas de agar Mac Conkey anteriormente
autoclavados por extension transfiriendo 0.1 ml de la muestra y son dispersadas por medio
de un asa de Digralsky esterilizado en un mechero de alcohol, a continuacion, se

incubaron por un lapso de 48 horas a 37 °C en una incubadora microbioldgica.

Luego del tiempo de incubacion, mediante subcultivos se realiza el aislamiento
hasta cultivo puro de cada bacteria. La identificacion de cada bacteria se realiz6 mediante

la tincién Gram y pruebas bioquimicas de TSI, LIA, CS y SIM (Mendo, 2003).

En el agar Mac Conkey las caracteristicas culturales son significativas para la
identificacion preliminar en el cual Citrobacter sp presenta colonias incoloras. Las
colonias se observaran al microscopio estereoscopico. Las colonias sospechosas de ser
Citrobacter sp, fueron evaluadas mediante pruebas bioquimicas, tales como Citrato (+),
TSI (A/A variable o K/A variable), Gas (+), H2S (+/-), Lisina (-), Movilidad (+) e Indol

(+/-).

En el agar Mac Conkey, las colonias de Pseudomonas sp se muestran en forma de
colonias irregulares, de incoloras a color rosa (BD). Para su confirmacion fueron

subcultivadas en agar Pseudomonas (Himedia) mediante estrias con el asa de siembra, en
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ella desarrollaron colonias verdosas tenues debido al pigmento que producen,
seguidamente se confirmaron con las pruebas bioquimicas de oxidasa (+), Gas (-),

Motilidad (+), Indol (-), H2S (-) (Velasco et al., 2011).

c. Calculo de la concentracion minima inhibitoria (CMI) de mercurio y plomo en

bacterias del rio Torcocha

Metodo: Ensayos de microdilucién en tubo.

Fundamento: La CMI se interpreta como la concentracion de antibidtico o metal pesado
que contiene el tubo de ensayo que inhibe el crecimiento visible de cada bacteria, todos
ellos son comparados con cada uno de los tubos de los controles tanto positivo y negativo

(Horna et al., 2005; Camacho, 2014), tal como se muestra en el esquema siguiente:

A
Determinacion de CMI: Diluciéon en caldo
Concentraciéon de antibidtico (ug/mL.)
( No hay crecimiento ———

64 32 16 8 - 2 1 0.5
— — l— — — — — —
- . = 2.~
- = — -2 T

\CMI = 4 pg/mL

Concentracidon minima inhibitoria

Determinacion
de CMB en agar

CMB = 32 ug/mL.
Concentracidn minima bactericida

Figura 1. Célculo de la concentracion minima inhibitoria de antibidticos a utilizar para

metales pesados en bacterias.

35

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Procedimiento:

La CMI de Hg y Pb en bacterias aisladas del rio Torococha se determind segun
los procedimientos realizados por Acevedo & Severiche (2013), Patermina et al. (2017),

Gutiérrez et al. (2017) y Muiioz et al. (2019), quienes recomiendan el siguiente método:

A partir de un in6culo estandarizado ajustado al estdndar 0.5 de la escala
McFarland de cada bacteria aislada se inocularan en tubos que contendran un ml de caldo
infusidn cerebro corazon estéril, sobre ellos se agregara 1 ml de las concentraciones de
Hg de 10 mg/l, 50 mg/l, 100 mg/l y 200mg/I; Pb de 500 mg/I, 1000 mg/l, 1500 mg/l y
2000 mg/l. Los cultivos se incubaron a 30 °C, por 18 horas, donde la presencia de la
turbidez del contenido de los tubos, indicaré la presencia del crecimiento bacteriano. Los

tratamientos se realizan por triplicado.

d. Variables a estudiar:

e Variable independiente: CMI'y CMB de Pb y Hg

e Variable dependiente: Supervivencias de géneros bacterianos

e. Analisis bioestadistico de datos:

Se realizd el anélisis de los supuestos bioestadisticos del analisis de varianza de
una via para determinar las diferencias significativas de la CMI de las concentraciones de
los metales pesados plomo y mercurio en cada bacteria mediante la homogeneidad de las
varianzas (test de Levene) y distribucion normal (test de Shapiro-Wilk), de no cumplirse
los supuestos bioestadisticos de acuerdo a Berlanga & Rubio (2012) se procedié mediante

el test no parametrico de Kruskall Wallis.

Determinacion de la concentracion minima bactericida de mercurio y plomo en
bacterias aisladas del agua del rio Torococha.
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Método: difusion en discos de papel en agar Muller Hinton.

Procedimiento:

Para determinar la CMB se realiza el método aplicado por Castro & Marin (2018).
Al inicio se activan a las bacterias en caldo infusién cerebro corazén a 37 + 2 °C por 24
horas, con la finalidad de obtener una turbidez del estandar 0.5 de McFarland. En placas
de agar Muller Hinton (MH) se inocularon con hisopos de algodon estériles en toda la
superficie y los bordes del agar para asegurar una distribucién uniforme del inéculo.
Sobre ella se colocaron discos de papel filtro estériles de 6 mm de didmetro, los cuales
fueron impregnados con 10 pl de la solucion de cada metal a la concentracion
correspondiente, presionando levemente con la finalidad de asegurar su contacto, se
incubaron de 37 + 2 °C por 24 horas. Luego del periodo de incubacion se miden los halos

de inhibicion del crecimiento bacteriano con un vernier.

Para las bacterias, la muerte significa una pérdida irreversible de la capacidad de

reproducirse (crecer y multiplicarse).
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

La estadistica descriptiva a la que se sometio las 36 muestras de agua de los tres

puntos de muestreo dio los siguientes resultados:
4.1. ANALISIS DESCRIPTIVO

Tabla 2. Resultados de los estadisticos descriptivos de la bacteria Citrobacter sp.

punto .
Citrobact de N Promedi De§V|aC| Minim Cuart Median Cuart Maxim
ersp  muestre . il a il3 0
o estandar

HgCMI pml 12 45 3177 10 10 50 50 100
pm2 12 1667  49.2 100 100 200 200 200
pm3 12 1292  54.2 50 100 100 200 200

HgCMB pml 12 725 51.9 10 50 50 100 200
pm2 12 1417 515 100 100 100 200 200
pm3 12 1583 515 100 100 200 200 200

PbCMI  pml 12 1292 396 500 1000 1500 1500 2000
pm2 12 1708.3  257.5 1500 1500 1500 2000 2000
pm3 12 1500 369 1000 1125 1500 1875 2000

PboCMB pml 12 1208 396 500 1000 1500 1500 1500
pm2 12 1750 261.1 1500 1500 1750 2000 2000
pm3 12 1791.7 2575 1500 1500 2000 2000 2000

En la tabla 2 se presentan los principales estadisticos descriptivos pertenecientes
a la bacteria Citrobacter sp como son: el promedio aritmético, la desviacién estandar,
minimo, maximo, cuartill, mediana, cuartil 3, donde cada punto de muestreo tiene 12

€nsayos 0 muestras.
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Hg CMI: En el primer punto de muestreo presenta una concentracion minima
inhibitoria de 45 mg/l de mercurio respecto a la bacteria Citrobacter sp, en el segundo
punto de muestreo la concentracion minima inhibitoria de mercurio segun la bacteria
Citrobacter sp de 166.7 mg/l y en el tercer punto de muestreo la concentracién minima
inhibitoria de mercurio respecto a la bacteria Citrobacter sp es de 129.2 mg/l. En estas
concentraciones presentadas de mercurio la bacteria Citrobacter sp ya no tiene

crecimiento bacteriano.

Hg CMB: En el primer punto de muestreo se presenta que la concentracion
minima bactericida de 72.5 mg/l de mercurio respecto a la bacteria Citrobacter sp, en el
segundo punto de muestreo la concentracion minima bactericida es de 141.7 mg/l de
mercurio segun la bacteria Citrobacter sp, finalmente en el tercer punto de muestreo la
concentracion minima bactericida en la bacteria Citrobacter sp es de 158.3 mg/l de

mercurio.

Pb CMI: El primer punto de muestreo cuenta con una concentracion minima
inhibitoria de plomo con 1292 mg/l respecto a la bacteria Citrobacter sp, el segundo punto
de muestreo manifiesta una concentracion minima inhibitoria de 1708.3 mg/I de plomo
segun la bacteria Citrobacter sp, finalmente el tercer punto de muestreo demuestra una
concentracion minima inhibitoria de 1500 mg/l de plomo respecto a la bacteria
Citrobacter sp. En estas cantidades de plomo la bacteria Citrobacter sp detiene su

crecimiento bacteriano.

Pb CMB: En el primer punto de muestreo se observa una concentracion minima
bactericida de mercurio de 1208 mg/l respecto a la bacteria Citrobacter sp, el segundo
punto de muestreo cuenta con una concentracién minima bactericida de mercurio de 1750

mg/l respecto a la bacteria Citrobacter sp y por Gltimo en el tercer punto de muestreo
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manifiesta una concentracion minima bactericida de mercurio de 1791.7 ml/l en la

bacteria Citrobacter sp.

Resultados de acuerdo a lo esperado ya que cuando se exponen a las soluciones
con metales, los microorganismos utilizados como biosorbentes que han sido aislados de
habitats dafiados retienen los metales pesados durante periodos de tiempo relativamente

cortos (Marrero et al., 2010).

Tabla 3. Resultados de los estadisticos descriptivos de la bacteria Pseudomonas sp.

punto

Pseudomon de N Medi DeS\QaC'O Minim cuarti Median cuarti Maxim
as sp muestre a , 0 11 a 13 0
0 estandar

Hg CMI pml 12 492 51.2 10 10 50 50 200
pm2 12 146.7 704 10 100 200 200 200
pm3 12 1417 515 100 100 100 200 200

Hg CMB pml 12 65 65.4 10 20 50 50 200
pm2 12 150 52.2 100 100 150 200 200
pm3 12 166.7 49.2 100 100 200 200 200

Pb CMI pml 12 7917 257.5 500 500 1000 1000 1000
pm2 12 1458 620 500 750 1500 2000 2000
pm3 12 1542 396 1000 1125 1500 2000 2000

Pb CMB pml 12 666.7 246.2 500 500 500 1000 1000
pm2 12 1583 597 500 1125 2000 2000 2000
pm3 12 1583 359 1000 1500 1500 2000 2000

En la tabla 3 se presentan los principales estadisticos descriptivos referentes a la
bacteria Pseudomonas sp en los tres puntos de muestreo como son: El promedio
aritmético, la desviacion estandar, minimo, méximo, cuartill, mediana, cuartil 3, donde

cada punto de muestreo tiene 12 ensayos 0 muestras.
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Hg CMI: en el primer punto de muestreo se observa que la concentracién minima
inhibitoria es de 45.4 mg/l de mercurio respecto a la bacteria Pseudomonas sp, en el
segundo punto de muestreo se tiene una concentracién minima inhibitoria de mercurio de
146.7 mg/l en la bacteria Pseudomonas sp, finalmente en el tercer punto de muestreo se
tiene una concentracion minima inhibitoria segun la bacteria Pseudomonas sp de 141.7
mg/l de mercurio.A partir de estas concentraciones en los puntos de muestreo la bacteria

Pseudomonas sp manifiesta inhibicién bacteriana.

Hg CMB: En el primer punto de muestreo se observa la concentracion minima
bactericida de mercurio siendo 65 mg/l de respecto a la bacteria Pseudomonas sp, en el
segundo punto de muestreo la concentracion minima bactericida es de 150 mg/l mercurio
en la bacteria Pseudomonas sp, en el tercer punto de muestreo se observa la concentracién

minima bactericida de mercurio en la bacteria Pseudomonas sp de 166.7 mg/I.

Pb CMI: El primer punto de muestreo se tiene una concentracion minima
inhibitoria de plomo que representa a 791.7 mg/l en la bacteria Pseudomonas sp, en el
segundo punto de muestreo la concentracion minima inhibitoria de plomo es de 1458 mg/I
en la bacteria Pseudomonas sp, en el tercer punto de muestreo se presenta la
concentracion minima inhibitoria de plomo en la bacteria Pseudomonas sp con un valor

de 1542 mg/l.

Pb CMB: En el primer punto de muestreo se presenta una concentracion minima
bactericida de 666.7 mg/l de plomo respecto a la bacteria Pseudomonas sp, en el segundo
punto de muestreo la concentracién minima bactericida de plomo es de 1583 mg/l
respecto a la bacteria Pseudomonas sp, finalmente en el tercer punto de muestreo se
observa que la concentracion minima bactericida de plomo es de 1583 mg/l en la bacteria

Pseudomonas sp.
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4.2. SUPUESTOS BIOESTADISTICOS

Analisis de normalidad e igualdad de varianzas

Para el cumplimiento de los objetivos planteados en este trabajo de investigacion
se desarroll6 el analisis de la normalidad e igualdad de varianzas de las variables en

estudio asi procedié con la prueba de hip6tesis y la prueba bioestadistica correspondiente.

Dado que son tres puntos independientes de muestreo pm1 de 12 muestras, pm2
de 12 muestras y pm3 de 12 segln Berlanga & Rubio (2012) existen dos alternativas para
esta situacion que son: el andlisis de varianza y la prueba de Kruskal-Wallis ambos para
determinar la diferencia significativa en los puntos de muestreo de Citrobacter spy

Pseudomonas sp frente a CMI, CMB de mercurio y plomo.

El analisis de varianza es una prueba paramétrica en el que deben cumplirse los

supuestos bioestadisticos de normalidad y varianzas iguales.

La prueba de Kruskal-Wallis es un estadistico no paramétrico que se utiliza solo

cuando no se cumplen los supuestos estadisticos del analisis de varianza.

Para el analisis de normalidad se realiza mediante la prueba de Kolmogorov —

Smirnov y para la igualdad de varianzas mediante test de Levene.

Analisis de los supuestos de la bacteria Citrobacter sp segun Hg y Pb

Se procedio analizar los supuestos bioestadisticas de normalidad y varianzas iguales.
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Normalidad
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Figura 2. Gréfica de normalidad de la CMI de Hg en la bacteria Citrobacter sp.

En la figura 2 de probabilidad normal se observa que los puntos se alejan de la
normalidad tedrica de linea roja por lo tanto graficamente podemos dudar de la

normalidad.

Se procedio con la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirmov.

Hipotesis

Ho: la CMI de mercurio (Hg) en la bacteria Citrobacter sp tiene distribucion normal

Ha: la CMI de mercurio (Hg) en la bacteria Citrobacter sp no tiene distribucion normal

Nivel de confianza 95% (0.95), nivel de significancia 5% (0.05)

Nivel de significancia a=0.05
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Dado que el valor p es de 0.01 < que el nivel de significancia 0.05 se acepta Ha:
la CMI de mercurio (Hg) en la bacteria Citrobacter sp no tiene distribucion normal a un

nivel de confianza del 95%.
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Figura 3. Gréfica de normalidad de Hg para el calculo de CMB en la bacteria Citrobacter

sp.

En la figura 3 de probabilidad normal se observa que los puntos se alejan de la
normalidad tedrica de linea roja por lo tanto graficamente podemos dudar del supuesto

normalidad.

Se procedio con la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirmov

Cuya hipétesis estadistica es:

Ho: La CMB de mercurio (Hg) respecto a la bacteria Citrobacter sp tiene

distribucién normal.
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Ha: La CMB de mercurio (Hg) respecto a la bacteria Citrobacter sp no tiene

distribucién normal.

Nivel de significancia a=0.05

Si p > 0.05 se acepta Ho caso contrario Ha

Dado que el valor p es de 0.01 < que el nivel de significancia 0.05 se acepta Ha:

La CMB de mercurio (Hg) respecto a la bacteria Citrobacter sp no tiene distribucion

normal.
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Figura 4. Gréafica de normalidad de la CMI de Pb en la bacteria Citrobacter sp.
De la figura 4 se de CMI de plomo (Pb) no coinciden inclusive habiendo algunos

que estan muy lejanos, estos resultados advierten de que esta variable no tenga

distribucién normal.

Se procedio con la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirmov
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Cuya hipétesis estadistica es:

Ho: la CMI de plomo (PDb) en la bacteria Citrobacter sp tiene distribucion normal

Ha: la CMI de plomo (Pb) en la bacteria Citrobacter sp no tiene distribucion normal

Nivel de significancia a=0.05

Si p > 0.05 se acepta Ho caso contrario Ha

Dado que el valor p es de 0.01 que el nivel de significancia 0.05 se acepta Ha: la

CMI de plomo (Pb) en la bacteria Citrobacter sp no tiene distribucién normal.
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Figura 5. Gréfica de normalidad de Pb respecto a la CMB en la bacteria Citrobacter sp.

De la figura 5 se observa que el grafico de probabilidad tedrica de rojo y los puntos
respecto a la CMB de plomo (Pb) en la bacteria Citrobacter sp, que no coinciden
aglomerandose en 500, 1000, 1500, 2000, mg/l respectivamente, estos resultados sugieren

que esta variable no tenga distribucion normal.
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Se procedio con la prueba de normalidad de Kolmogorov-Smirmov

Cuya hipdtesis estadistica es:

Ho: La CMB de plomo respecto en la bacteria Citrobacter sp tiene distribucion normal.

Ha: La CMB de plomo respecto en la bacteria Citrobacter sp no tiene distribucion

normal.

Nivel de significancia a=0.05

Si p > 0.05 se acepta Ho caso contrario Ha

Dado que el valor p es de 0.01 < que el nivel de significancia 0.05 se acepta Ha:

La CMB de plomo respecto en la bacteria Citrobacter sp no tiene distribucion normal.

Igualdad de varianzas de la bacteria Citrobacter sp segun Hg y Pb
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PRUEBA DE IGUALDAD DE VARIANZAS: Hg CMB VS5 PUNTO
MULTIPLES INTERVALOS DE COMPARACION PARA LA DESVIACION ESTANDAR, o = 0.05

Comparaciones multiples

, Valor p 1.000

pmi | Prueba de Levens
Valorp 0945

a2h) ! !

: : . : : : : .
30 40 50 &0 T0 80 a0 100
5i los intervalos no se sobreponen, las Desv. Est. correspondientes son significativamente diferentes,

Figura 6. lgualdad de varianzas en los tres puntos de muestreo de la CMB de Hg en la

bacteria Citrobacter sp.

De la figura 6 se aprecia que las varianzas de los puntos de muestreo respecto
CMB de mercurio en la bacteria Citrobacter sp comparten intervalos en el eje X por ello
sugiere igualdad de varianzas sin embargo se procedié con el test de Levene para

seguridad de los resultados.

Hipotesis

Ho: Todas las varianzas de los puntos tres de muestreo son iguales respecto a la

CMB de Hg en la bacteria Citrobacter sp.

Ha: Las varianzas de los tres puntos de muestreo son diferentes respecto a la CMB

de Hg en la bacteria Citrobacter sp.

Nivel de significancia a = 0.05
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Tabla 4. Resultados del test de Levene para los tres puntos de muestreo respecto a la

CMB de Hg en la bacteria Citrobacter sp.

Estadistica
Método Valor p
de prueba
Comparaciones maltiples — 1.000
Levene 0.06 0.945

De la tabla 4 y figura se tiene un nivel de valor p de 0.945 > que el nivel de
significancia 0.05 lo que nos lleva aceptar Ho: Todas las varianzas de los tres puntos de

muestreo son iguales respecto a la CMB de Hg en la bacteria Citrobacter sp.

PRUEBA DE IGUALDAD DE VARIANZAS: Pb CMB VS PUNTO
MULTIPLES INTERVALOS DE COMPARACION PARA LA DESVIACION ESTANDAR, a = 0.05

Comparaciones multiples
Valorp 04856
| Prueba de Levene
Valor p 0758

200 EE.ZIEI 400 500 600 ?C.II:I 800 900
5i los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes,
Figura 7. lgualdad de varianzas en los tres puntos de muestreo respecto a la CMB de Pb

en la bacteria Citrobacter sp.
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De la figura 7 se aprecia que las varianzas de la CMB de plomo en la bacteria
Citrobacter, los tres puntos de muestreo coinciden en sus intervalos en el eje X por ello
insinla igualdad de varianzas sin embargo se procedié con el test de Levene para
seguridad de los resultados.

Hipotesis
Ho: Todas las varianzas de los tres puntos de muestreo son iguales respecto a la CMB de

Pb en la bacteria Citrobacter sp.

Ha: Las varianzas de los tres puntos de muestreo son diferentes respecto a la CMB de Pb

en la bacteria Citrobacter sp.

Nivel de significancia a=0.05

Tabla 5. Resultados del test de Levene para los tres puntos de muestreo de CMB de Pb

en la bacteria Citrobacter sp.

Método Estadistica Valor p
de prueba
Comparaciones multiples — 0.486
Levene 0.28 0.758

De la tabla 5 y figura 7 se tiene un nivel de valor p de 0.758 > que el nivel de
significancia 0.05 lo que nos lleva aceptar Ho: Todas las varianzas de los tres puntos de

muestreo son iguales respecto a la CMB de Pb en la bacteria Citrobacter sp.
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PRUEBA DE IGUALDAD DE VARIANZAS: Hg CMI VS PUNTO DE MUESTREO
MULTIPLES INTERVALOS DE COMPARACION PARA LA DESVIACION ESTANDAR, a = 0.05

Comparaciones multiples
| | Valor p 0135
pmi7 [ Prueba de Levens
Valorp 0636

22 ! |

T T T T T T L
20 30 40 50 &0 70 80
5i los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes,

Figura 8. Igualdad de varianzas en los tres puntos de muestreo para CMI de Hg en la

bacteria Citrobacter sp.

De la figura 8 se aprecia que las varianzas de CMI en Hg de Citrobacter sp en los
distintos puntos de muestreo son similares en sus intervalos en el eje X por ello insinta
igualdad de varianzas sin embargo se procedid con el test de Levene para garantizar los

resultados.
Hipotesis

Ho: Todas las varianzas de los tres puntos de muestreo son iguales en CMI de Hg en la

bacteria Citrobacter sp

Ha: Las varianzas de los tres puntos de muestreo son diferentes en CMI de Hg en la

bacteria Citrobacter sp

Nivel de significancia a=0.05

51

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

Tabla 6. Resultados del test de Levene para los puntos de muestreo para CMI de Hg en

la bacteria Citrobacter sp.

) Estadistica
Método Valor p
de prueba
Comparaciones multiples — 0.135
Levene 0.46 0.636

De la tabla 6 y figura 8 se tiene un nivel de valor p de 0.636 > que el nivel de
significancia 0.05 lo que nos lleva aceptar Ho: Todas las varianzas de los tres puntos de

muestreo son iguales en CMI de Hg en la bacteria Citrobacter sp

PRUEBA DE IGUALDAD DE VARIANZAS: Pb CMI VS PUNTO
MULTIPLES INTERVALOS DE COMPARACION PARA LA DESVIACION ESTANDAR, a = 0.05

Comparaciones mdltiples
Valorp 0303

|
pmi - | Prueba de Levene
Valor p Q777
o]
- I
S pm2 |
Cu
pm3 - I

200 Sﬁﬂ 400 500 00 T00
5i los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes,
Figura 9. Igualdad de varianzas en los tres puntos de muestreo para CMI de Pb en la

bacteria Citrobacter sp.
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De la figura 9 se aprecia que las varianzas en los diferentes tres puntos de muestreo
respeto a la CMI en Pb en la bacteria Citrobacter sp son similares en sus intervalos en el
eje X por ello se sugiere una aparente igualdad de varianzas sin embargo se procedié con
el test de Levene para seguridad de los resultados.

Hipotesis
Ho: Todas las varianzas de los tres puntos de muestreo son iguales en CMI de Pb en la

bacteria Citrobacter sp

Ha: Las varianzas de los tres puntos de muestreo son diferentes en CMI de Pb en la

bacteria Citrobacter sp

Nivel de significancia a=0.05

Tabla 7. Resultados del test de Levene para los puntos de muestreo para CMI de Pb en

la bacteria Citrobacter sp

Método Estadistica Valor p
de prueba
Comparaciones multiples — 0.303
Levene 0.64 0.777

De latabla 7 y figura 9 se tiene un nivel de valor p de 0.777 > que el nivel de significancia
0.05 lo que nos lleva aceptar Ho: Todas las varianzas de los tres puntos de muestreo son

iguales en CMI de Pb en la bacteria Citrobacter sp.

Anélisis de los supuestos de la bacteria Pseudomonas sp segun Hg y Pb

Se procedio analizar los supuestos bioestadisticas de normalidad y varianzas iguales.

Normalidad
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GRAFICA DE PROBABILIDAD DE Hg CMI
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Figura 10. Grafica de normalidad de la CMI de Hg en la bacteria Pseudomonas sp.

De la figura 10 se observa que el grafico de probabilidad tedrica de rojo y los
puntos de CMI de mercurio (Hg) en las bacterias Pseudomonas sp, donde se presenta que

los datos del presente estudio no se ajustan a la linea de normalidad tedrica.

Se procedio mediante la prueba de Kolmogoro-Smirnov
Hipotesis
Ho: La CMI de mercurio (Hg) en la bacteria Pseudomonas sp tiene distribucion normal

Ha: La CMI de mercurio (Hg) en la bacteria Pseudomonas sp no tiene distribucion

normal

Nivel de significancia a=0.05

Si p > 0.05 se acepta Ho caso contrario Ha
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Dado que el valor p es de 0.01 < que el nivel de significancia 0.05 se acepta Ha: La CMI

de mercurio (Hg) en la bacteria Pseudomonas sp no tiene distribucion normal

GRAFICA DE PROBABILIDAD DE Hg CMB

93 - )
° U i

95 » ,»/ M 36
: ,/ :fjlc-rp j]iﬁ;

PORCENTAJE
£ 8
N
AN

50 0 50 100 150 200 250 300
CONCENTRACION DE Hg

Figura 11. Grafica de normalidad de Hg para el calculo de la CMB de hg en la bacteria

Pseudomonas sp.

De la figura 11 se observa que el grafico de probabilidad tedrica de color rojo y
los puntos de color azul la CMB de mercurio en las bacterias Pseudomonas sp, donde se
examina que no hay una normalidad, pero se procedio a realizar la prueba de hipétesis

correspondiente.

Cuya hipétesis estadistica es:

Ho: La CMB de hg en la bacteria Pseudomonas sp tiene distribucion normal.

Ha: La CMB de hg en la bacteria Pseudomonas sp no tiene distribucion normal.

Nivel de significancia a=0.05
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Si p > 0.05 se acepta Ho caso contrario Ha

Dado que el valor p es de 0.01 < que el nivel de significancia 0.05 se acepta Ha:

La CMB de hg en la bacteria Pseudomonas sp no tiene distribucién normal.

GRAFICA DE PROBABILIDAD DE Pb CMI
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Figura 12. Gréfica de normalidad de la CMI de Pb en la bacteria Pseudomonas sp.

De la figura 12 se observa que el grafico de probabilidad tedrica de color rojo y
los puntos de CMI de plomo (Pb) en las bacterias Pseudomonas sp, donde se presenta que

los datos se alejan a la linea de normalidad tedrica.

Se procedié mediante la prueba de Kolmogorov-Smirov

Hipotesis

Ho: La CMI de plomo (Pb) en la bacteria Pseudomonas sp tiene distribucion normal

Ha: La CMI de plomo (Pb) en la bacteria Pseudomonas sp no tiene distribucién normal

Nivel de significancia a=0.05
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Si p > 0.05 se acepta Ho caso contrario Ha

Dado que el valor p es de 0.01 < que el nivel de significancia 0.05 se acepta Ha:

La CMI de plomo (Pb) en la bacteria Pseudomonas sp no tiene distribucién normal.

GRAFICA DE PROBABILIDAD DE Pb CMB
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Figura 13. Gréfica de normalidad de CMB de Pb en la bacteria Pseudomonas sp.

De la figura 13 se observa que el grafico de probabilidad de normalidad tedrica de
color rojoy los puntos de color azul las CMB de Pb en la bacteria Pseudomonas sp, donde

se observa una posible no normalidad.

Cuya hipdtesis estadistica es:

Ho: La CMB de plomo respecto en la bacteria Pseudomonas sp tiene distribucion

normal.

Ha: La CMB de plomo respecto en la bacteria Pseudomonas sp no tiene distribucion

normal.
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Nivel de significancia a = 0.05
Si p > 0.05 se acepta Ho caso contrario Ha

Dado que el valor p es de 0.01 < que el nivel de significancia 0.05 se acepta Ha: La CMB

de plomo respecto en la bacteria Pseudomonas sp no tiene distribucién normal.

PRUEBA DE IGUALDAD DE VARIANZAS: Hg CMI VS PUNTO
MULTIPLES INTERVALOS DE COMPARACION PARA LA DESVIACIOM ESTAMDAR. o = 0.05

Comparaciones multiples

| Valorp 0585

pml Prueba de Levene
Valorp 0493
]
LE pm2 l |
= I I
o
i ' |
pm3 [

30 40 50 a0 70 &0 20 100 10 120

5i los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Figura 14. Igualdad de varianzas en los tres puntos de muestreo para CMI de Hg en la

bacteria Pseudomonas sp.

De la figura 14 se aprecia que las varianzas en los diferentes puntos de muestreo
respeto a la CMI de Hg en la bacteria Pseudomonas sp son similares, en sus intervalos en
el eje X por ello se sugiere una aparente igualdad de varianzas sin embargo se procedio

con el test de Levene para seguridad de los resultados.
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Hipotesis

Ho: Todas las varianzas de los tres puntos de muestreo son iguales en CMI de Hg en la

bacteria Pseudomonas sp

Ha: Las varianzas son diferentes en los tres puntos de muestreo respecto a la CMI de Hg

en la bacteria Pseudomonas sp

Nivel de significancia a=10.05

Tabla 8. Resultados del test de Levene para los puntos de muestreo para CMI de Hg en

la bacteria Pseudomonas sp.

Estadistica
Método Valor p
de prueba
Comparaciones multiples — 0.585
Levene 0.72 0.493

De la tabla 8 y figura 14 se tiene un nivel de valor p de 0.493 > que el nivel de
significancia 0.05 lo que nos lleva aceptar Ho: Todas las varianzas de los puntos de

muestreo son iguales en CMI de Hg en la bacteria Pseudomonas sp.
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PRUEBA DE IGUALDAD DE VARIANZAS: Hg CMB V5 PUNTO
MULTIPLES INTERVALOS DE COMPARACION PARA LA DESVIACIOM ESTANDAR, a = 0.05

Comparaciones multiples
Valor p 0.818
pm1-] | _ Prueba de Levene
Valorp 058

20 40 =] 80 100 120 140 150 180

5i los intervalos no se sobreponen, los Desv.Est. correspondientes son significativamente diferentes.

Figura 15. Igualdad de varianzas en los tres puntos de muestreo para la CMB de Hg en

la bacteria Pseudomonas sp.

De la figura 15 se aprecia que las varianzas de los tres puntos de muestreo respecto
a la CMB de Hg en la bacteria Pseudomonas sp, los tres puntos de muestreo coinciden en
sus intervalos en el eje X, sin embargo, se procedio con el test de Levene para seguridad

de los resultados.
Hipotesis

Ho: Todas las varianzas de los tres puntos de muestreo son iguales respecto a la CMB de

Hg en la bacteria Pseudomonas sp.

Ha: Las varianzas de los tres puntos de muestreo son diferentes respecto a la CMB de

Hg en la bacteria Pseudomonas sp.

Nivel de significancia a=0.05
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Tabla 9. Resultados del test de Levene para los tres puntos de muestreo para el célculo

de CMB de Hg en la bacteria Pseudomonas sp.

) Estadistica
Método Valor p
de prueba
Comparaciones multiples — 0.818
Levene 0.54 0.588

De la tabla 9 y figura 15 se tiene un nivel de valor p de 0.588 > que el nivel de
significancia 0.05 lo que nos lleva aceptar Ho: Todas las varianzas de los tres puntos de

muestreo son iguales respecto a la CMB de Hg en la bacteria Pseudomonas sp.

PRUEBA DE IGUALDAD DE VARIANZAS: Pb CMI VS PUNTO
MULTIPLES INTERVALOS DE COMPARACION PARA LA DESVIACION ESTANDAR, o = 0.05

Comparaciones multiples

Valorp 0062
prl | Prusba de Levene

Valor p 0150

200 400 600 800 1000 1200

5i los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est, correspondientes son significativamente diferentes,

Figura 16. Igualdad de varianzas en los tres puntos de muestreo para CMI de Pb en la

bacteria Pseudomonas sp.
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De la figura 16 se aprecia que las varianzas en los diferentes puntos de muestreo
respeto a la CMI en Pb en la bacteria Pseudomonas sp son diferentes entre si, sin embargo,

se procedid con el test de Levene para seguridad de los resultados.

Hipotesis

Ho: Todas las varianzas de los puntos de muestreo son iguales en concentraciones en Pb

CMI en la bacteria Pseudomonas sp.

Ha: Por lo menos alguna varianza es diferente en las concentraciones de Pb CMI en la

bacteria Pseudomonas sp.

Nivel de significancia a=0.05

Tabla 10. Resultados del test de Levene para los puntos de muestreo para CMI de Pb en

la bacteria Pseudomonas sp.

Método Estadistica Valor p
de prueba
Comparaciones multiples — 0.062
Levene 2.01 0.150

De la tabla 10 y figura 16 se tiene un nivel de valor p de 0.150 > que el nivel de
significancia 0.05 lo que nos lleva aceptar Ho: Todas las varianzas de los puntos de

muestreo son iguales en concentraciones en Pb CMI en la bacteria Pseudomonas sp.
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PRUEBA DE IGUALDAD DE VARIANZAS: Pb CMB VS PUNTO
MULTIPLES INTERVALOS DE COMPARACION PARA LA DESVIACION ESTANDAR, o = 0.05

Comparaciones multiples
Valor p 0178

prl | Prusba de Levene

Valorp 0313

a 200 400 &00 8OO 1000 1200 1400

5i los intervalos no se sobreponen, las Desv.Est, correspondientes son significativamente diferentes,

Figura 17. Igualdad de varianzas en los tres puntos de muestreo para la CMB de Pb en

la bacteria Pseudomonas sp.

De la figura 17 se aprecia que la CMB de pb en la bacteria Pseudomonas,en los
tres puntos de muestreo son diferentes entre si ya que en sus intervalos en el eje X se
alejan uno de ellos esto puede ocasionar diferencia entre las varianzas, por lo que hacen
dudar sobre la igualdad de varianzas sin embargo se procedio con el test de Levene para

seguridad de los resultados.
Hipotesis
Ho: Todas las varianzas de los tres puntos de muestreo son iguales respecto a la CMB de

Pb en la bacteria Pseudomonas sp.

Ha: Las varianzas de los tres puntos de muestreo son diferentes respecto a la CMB de Pb

en la bacteria Pseudomonas sp.

Nivel de significancia a=0.05
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Tabla 11. Resultados del test de Levene para los puntos de muestreo para la CMB de

Pb en la bacteria Pseudomonas sp.

Estadistica

Método de prueba Valor p
Comparaciones multiples — 0.178
Levene 2.82 0.313

De la tabla 11 y figura 17 se tiene un nivel de valor p de 0.313 > que el nivel de
significancia 0.05 lo que nos lleva aceptar Ho: todas las varianzas de los puntos de

muestreo son iguales en concentraciones en CMB de Pb en la bacteria Pseudomonas sp

Tabla 12. Resumen del cumplimiento de los supuestos bioestadisticos.

- Citrobacter sp Pseudomonas sp
Cumplimiento
del supuesto Mercurio Plomo Mercurio Plomo
bioestadistico CMI CMB CMI CMB cMmI CMB CMI CMB
Normalidad no No no no no no  no no
Igualdad de si SiSi s si si si s
varianzas

De la tabla 12 observa que ninguna variable cumple con los supuestos
bioestadisticos de normalidad aun que, si cumpla los supuestos de igualdad de varianzas,

no se cumplen los de Normalidad.
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4.3. CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA (CMI) IN VITRO A
CONCENTRACIONES DE MERCURIO Y PLOMO EN BACTERIAS
CITROBACTER SP Y PSEUDOMONAS SP AISLADAS DEL AGUA DEL
RIO TOROCOCHA MEDIANTE EL METODO DE MICRODILUCION EN

TUBO.

Siendo que las variables en estudio no tienen una distribucién normal, pero si
tienen igualdad de varianzas de acuerdo a lo propuesto por Berlanga & Rubio (2012) se

procedié mediante el test bioestadistico no paramétrico de Kruskall Wallis.

Tabla 13. Analisis de la CMI de Hg en las bacterias Citrobacter sp y Pseudomonas sp.

Bacteria N Mediana Promedio Clasificacion de medias Valor Z
Citrobacter
sp 36 100 mg/l  113.6 mg/l 36.9 0.15
Pseudomonas
sp 36 100 mg/l  112.5 mg/l 36.1 -0.15
General 36 - - 36.5 -

A partir de la tabla 13 se genera la siguiente figura.

BACTERIA
O cITROBACTER
B PsEUDOMONAS

200

100+

CITROBACTER PSEUDOMONAS
BACTERIA

Figura 18. Grafico de cajas de la CMI de Hg en las bacterias Citrobacter sp y Pseudomonas sp.
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De la tabla 13 y figura 18 se observa que respecto a la Concentracion Minima
Inhibitoria de Hg (mercurio) en la bacteria Citrobacter sp es de 113.6 mg/l y de la bacteria
Pseudomonas sp es de 112.5 mg/l observandose que son muy similares en su capacidad

de concentracion. Se procedi6 al anélisis Kruskal-Wallis.

Hipotesis:

Ho: La Concentracion Minima Inhibitoria de Hg (mercurio) en la bacteria Citrobacter sp

es igual que en la bacteria Pseudomonas sp.

Hi: La Concentracion Minima Inhibitoria de Hg (mercurio) en la bacteria Citrobacter sp

es diferente que en la bacteria Pseudomonas sp.

Nivel de significancia a = 0.05

Tabla 14. Resultados de la prueba Kruskall Wallis respecto a la Concentracion Minima
Inhibitoria de Hg (mercurio) respecto a las bacterias Citrobacter sp y

Pseudomonas sp.

Método GL Valor H Valor p
No ajustado para 1 0.02 0.884
empates
Ajustado para 1 0.02 0.878
empates

Nota: Ajustado a empates se refiere a que todos los puntos de muestreo tienen la misma

cantidad de muestras.

Como el valor p = 0.878 > al nivel de significancia a = 0.05 se acepta Ho: La
Concentracion Minima Inhibitoria de Hg (mercurio) en la bacteria Citrobacter sp es igual

que en la bacteria Pseudomonas sp. Con un nivel de confianza del 95%.

Resultado que implica que tanto las bacterias Citrobacter sp y Pseudomonas sp

ambas tienen igual concentracion minima inhibitoria de Hg (mercurio).
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Coincidiendo con lo expuesto por Soto et al. (2010) quienes mediante el método
de ensayos de microdilucion en tubo se revelan que las bacterias expuestas a metales

pesados, son capaces de tolerar sus efectos toxicos,

Similarmente Panigatti et al. (2012) confirman la aplicacion de una bacteria en la
remocion de cromo (V1) en efluentes contaminados disminuyéndolos a concentraciones

de 200 mg/l, debido a que presenta mecanismos de destoxificacion y reduccion.

Tabla 15. Analisis de la CMI de Pb en las bacterias Citrobacter sp y Pseudomonas sp.

Bacteria N Mediana Promedio Clasificacion de medias  Valor Z
Citrobacter
sp 36 1500 mg/l 1500 mg/I 40.9 1.78
Pseudomonas
sp 36 1250 mg/l  1263.9 mg/I 32.1 -1.78
General 36 - - 36.5 -

De la tabla 15 se genera la siguiente figura.

BACTERIA
O cITROBACTER
B rszuDomMonas

2000

1750

1500

1250

Pb CMI

1000
750

500 *

CITROBACTER PSEUDOMONAS
BACTERIA

Figura 19. Grafico de cajas de la CMI de Pb en las bacterias Citrobacter sp y Pseudomonas sp.
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De la tabla 15 y figura 19 se observa que respecto a la Concentracion Minima
Inhibitoria de Pb (plomo) en la bacteria Citrobacter sp es de 1500 mg/l y de la bacteria
Pseudomonas sp es de 1263.9 mg/l observandose que Citrobacter sp tiene mayor
concentracion que Pseudomonas sp en su capacidad de concentracion de plomo. Se

procedio al analisis Kruskal-Wallis.

Hipotesis:

Ho: La Concentraciéon Minima Inhibitoria de Pb (plomo) en la bacteria Citrobacter sp es

igual que en la bacteria Pseudomonas sp.

Hi: La Concentracion Minima Inhibitoria de plomo (plomo) en la bacteria Citrobacter

sp es diferente que en la bacteria Pseudomonas sp.

Nivel de significancia a = 0.05

Tabla 16. Resultados de la prueba Kruskall Wallis respecto a la Concentracién Minima

Inhibitoria de Pb (plomo) respecto a las bacterias Citrobacter sp y Pseudomonas sp.

Método GL Valor H Valor p
No ajustado para 1 317 0.075
empates
Ajustado para 1 348 0.062
empates

Nota: Ajustado a empates se refiere a que todos los puntos de muestreo tienen la misma

cantidad de muestras.

Como el valor p = 0.062 > al nivel de significancia o = 0.05 se acepta Ho: La
Concentracion Minima Inhibitoria de Pb (plomo) en la bacteria Citrobacter sp es igual
que en la bacteria Pseudomonas sp. Ambas bacterias presentan concentraciones de CMI

de plomo siendo estadisticamente iguales.
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Resultado que es apoyado por Martinez et al. (2010) quien a mediante el método
de Kirby Bauer después de analizar consiguieron aislar bacterias tolerantes a metales
pesados en el rio Almendares (Cuba) de plomo y cromo a concentraciones de 0.5, 1.0y
1.5 mm, entre los géneros bacterianos reportados se mencionan a la bacteria

Pseudomonas sp coincidiendo con los resultados en este trabajo de investigacion.

Analisis de la CMI de Hg en la bacteria Citrobacter sp en los tres puntos de

muestreo

Tabla 17. Promedios de los puntos de muestreo de CMI de Hg en Citrobacter sp.

Punto N Mediana Promedio  Clasificacion de medias Valor Z
pml 12 50 mg/l  45.00 mg/I 7.8 -4.3
pm2 12 200 mg/l  166.7 mg/I 26.3 3.15
pm3 12 100 mg/l  129.2 mg/I 21.3 1.14
General 36 - - 18.5 -

A partir de la tabla 17 se genera la siguiente figura

GRAFICA DE INTERVALOS DE CMI DE Hg
95% IC PARA LA MEDIA

200 —_—

L ]
150

100 |

-1

pM1 PM2 PM3
PUNTO DE MUESTREO

COMNCENTRACION DE Hg

Las desviaciones estandar individuales se utilizaron para calcular los intervalos,

Figura 20. Promedios de los puntos de muestreo de CMI de Hg en Citrobacter sp.
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De la tabla 17 y figura 20 se observa que respecto a la Concentracién Minima
Inhibitoria de Hg (mercurio) en la bacteria Citrobacter sp, en el primer punto de muestreo
es de 45 mg/l, en el segundo punto de muestreo es de 166.7 mg/l y en el tercer punto de
muestreo pm3 120.2 mg/l observandose una aparente diferencia de concentraciones en
los tres puntos de muestreo en la bacteria Citrobacter sp, se procedié a contrastar

mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Hipotesis

Ho: La Concentracion Minima Inhibitoria de Hg (mercurio) en la bacteria Citrobacter sp

es igual en los tres puntos de muestreo

H:: La Concentracion Minima Inhibitoria de Hg (mercurio) en la bacteria Citrobacter sp

es diferente en los tres puntos de muestreo.

Nivel de significancia a = 0.05

Tabla 18. Resultados de la prueba Kruskall Wallis respecto a la Concentracion Minima

Inhibitoria de Hg (mercurio) respecto a la bacteria Citrobacter sp.

Método GL Valor H Valor p
No ajustado para empates 2 19.8 0.000
Ajustado para empates 2 21.81 0.000

Nota: Ajustado a empates se refiere a que todos los puntos de muestreo tienen la misma

cantidad de muestras

Como el valor p = 0.000 < al nivel de significancia a = 0.05 se acepta Hi: La
Concentracion Minima Inhibitoria de Hg (mercurio) en la bacteria Citrobacter sp es

diferente en los tres puntos de muestreo.
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Existe un punto de muestreo que tiene una mayor Concentraciéon Minima
Inhibitoria de Hg (mercurio) en la bacteria Citrobacter sp para ello se determina mediante

las comparaciones multiples de Games-Howels.

Prosigue las comparaciones multiples de Games-Howels

Tabla 19. Comparaciones multiples de Games-Howell respecto a la Concentracion

Minima Inhibitoria de Hg (mercurio) en Citrobacter sp.

Diferencia de

Punto de muestreo - Error estandar Sig.
medias

pm2 -121,67" 16.915 0.000
pml

pm3 -84,17" 18.131 0.001

pml 121,67 16.915 0.000
pm2

pm3 375 21.134 0.202

pml 84,17" 18.131 0.001
pm3

pm2 -375 21.134 0.202

Nota: si el valor Sig. Es mayor que 0.05 los puntos de muestreo son estadisticamente

iguales.

Se observa en la tabla 19 segun el analisis post-hoc de Games Howell respecto a

la Concentracién Minima Inhibitoria de hg (mercurio) en Citrobacter sp:

e La CMI del punto de muestreo 1 es estadisticamente diferente a la CMI de
mercurio del punto de muestreo 2 respecto a la bacteria Citrobacter sp (0.000),
también la CMI el punto de muestreo 1 es estadisticamente distinto al punto de
muestreo 3 (0.001).

e La CMI del punto de muestreo 2 y del punto de muestreo 3 son iguales (0.202)

En base a estos resultados presentados de la CMI de mercurio (hg) en la bacteria

Citrobacter sp nos lleva a inducir que los puntos de muestreo 2 y 3 son estadisticamente
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iguales y el punto de muestreo 1 es diferente a estos, lo que implica que en los puntos de
muestreo 2 y 3 tiene una mayor Concentracion Minima Inhibitoria de mercurio (hg) en la

bacteria Citrobacter sp que en el punto de muestreo 1.

Resultados que apoyan lo expuesto por Navarrete (2017) en Tungurahua
(Ecuador) aislé a los géneros bacterianos Micrococcus, Enterobacter, Moraxella,
Citrobacter, Staphylococcus y Kurthia, de los cuales 3 mostraron resistencia a 700 ppm

de mercurio, de 5 a 2000 ppm de plomo y un clon 900 ppm de cromo.

También se cuenta con el estudio de Gutiérrez et al. (2017), quien reporté que
Pseudomonas aeruginosa mostrd tolerancia a Cu+2, Zn+2, Ba+2 y Se+4, para Cu+2 la
concentracion minima inhibitoria (CMI) més alta se registr6 a 3 mM en el 82.6% de
bacterias; para Zn+2, la CMI mas elevada se determiné a 6 mM en el 47.8% de bacterias;
para el Ba+2, la CMI mayor se obtuvo a 4 mM en el 21.7% y para Pb la CMI se calcul6

en 2.5% en el 100% de las bacterias.

CMI de Pb en la bacteria Citrobacter sp

Tabla 20. Promedios de los puntos de muestreo de CMI de Pb en Citrobacter sp

punto N Mediana  Promedio Clasificacion de medias Valor Z
pml 12 1500 mg/l 1292 mg/I 13.4 -2.05
pm2 12 1500 mg/I 1708.3mg/I 23.8 2.15
pm3 12 1500 mg/l 1500 mg/I 18.3 -0.10
General 36 - - 18.5 -

A partir de la tabla 20 se resume en la siguiente figura
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Las desviaciones estdndar individuales se utilizaron para calcular los intervalos,

Figura 21. Promedios de los puntos de muestreo de CMI de Pb en Citrobacter sp.

De la tabla 20 y figura 21 se observa que respecto a la Concentracién Minima
Inhibitoria de Pb (plomo) en la bacteria Citrobacter sp, el punto de muestreo 1 es de 1292
mg/l, en el segundo punto de muestreo de 1708.3 mg/l y en el tercer punto de muestreo
pm3 1500 mg/l observandose graficamente que el punto de muestreo 2 sugiere mayor
promedio, sin embargo, para eludir la incertidumbre se procedid a contrastar mediante la

prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.
Hipbtesis:
Ho: La Concentracion Minima Inhibitoria de Pb (plomo) en la bacteria Citrobacter sp es

igual en los tres puntos de muestreo

Hi: La Concentracion Minima Inhibitoria de Pb (plomo) en la bacteria Citrobacter sp es

diferente en los tres puntos de muestreo.

Nivel de significancia a=0.05
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Tabla 21. Resultados de la prueba Kruskall Wallis respecto a la Concentracién Minima

Inhibitoria de Pb (plomo) respecto a la bacteria Citrobacter sp.

Método GL Valor H Valor p
No ajustado para 5 588 0.053
empates
Ajustado para empates 2 7.07 0.029

Nota: Se utiliza el valor p ajustado para empate al tener la misma cantidad de

observaciones en los tres puntos de muestreo (de 12 muestras).

De acuerdo al valor p = 0.029 < al nivel de significancia a = 0.05 se acepta Hi: La
Concentracion Minima Inhibitoria de Pb (plomo) en la bacteria Citrobacter sp es

diferente en los tres puntos de muestreo.

Se presenta segun la informacion un punto de muestreo con mayor Concentracion
Minima Inhibitoria de Pb (plomo) en la bacteria Citrobacter para ello se determina

mediante las comparaciones multiples de Games-Howels.

Prosigue las comparaciones multiples de Games-Howels

Tabla 22. Comparaciones multiples de Games-Howell respecto a la Concentracién

Minima Inhibitoria de Pb (plomo) en Citrobacter sp.

Punto de muestreo leeren_ua de E,rror Sig.
medias estandar

pm2 -416,6667* 136.4688147 0.017246017
pml -

pm3 908.3333333 156.4077487 0.393135004
m2 pm1l 416,6667* 136.4688147 0.017246017
P pm3 208.3333333  129.9524  0.267831258

pm1l 208.3333333 156.4077487 0.393135004
pm3

pm2 129.9524  0.267831258

208.3333333
Nota: si el valor Sig. Es mayor que 0.05 los puntos de muestreo son estadisticamente

iguales.

74

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Se observa en la tabla 22 segun el analisis post-hoc de Games Howell respecto a

la Concentracion Minima Inhibitoria de Pb (plomo) en Citrobacter sp:

e LA CMI del punto de muestreo 1 es estadisticamente diferente a la CMI del punto
de muestreo 2 (0.017), la CMI de plomo del punto de muestreo 1 es
estadisticamente igual a la CMI de plomo del punto de muestreo 3 (0.393)
respecto a la bacteria Citrobacter sp.

e LA CMI de plomo del punto de muestreo 2 es igual a la CMI de plomo del punto

de muestreo 3 (0.267)

Segun los resultados exhibidos de la CMI de Pb (plomo) en la bacteria
Citrobacter sp estos resultados nos llevan a inducir que el punto de muestreo 2 posee una
mayor CMI de plomo que el punto de muestreo 1, a su vez la CMI de plomo del punto de
muestreo 2 es igual al punto de muestreo 3 respecto a la bacteria Citrobacter sp.
Resultando que la CMI de plomo es mayor en el punto de muestreo 2 y 3, siendo estos

iguales.

Resultados que son avalados por Mufioz et al. (2012) quienes aislaron Klebsiella
sp quien retuvo en 24 horas 90.2 mg/g de plomo y 19.3 mg/g de zinc, mediante la
formacion de biopeliculas sobre los soportes s6lidos, que poseen gran interés para su

aplicacion en biofiltros de metales pesados.

Asi también por Ramirez & Benitez (2013) obtuvieron la tolerancia y reduccion
de cromo (V1) por Bacillus cereus B1 quienes fueron aislados desde aguas residuales de
una curtiembre, llegando a tolerar hasta 8000 ppm, removiendo el 100% de contaminante
al cabo de 96 horas a partir de soluciones de cromo de 10, 30 y 50 ppm de Cr+6 en medio

Luria Betani.
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CMI de Hg en la bacteria Pseudomonas sp

Tabla 23. Promedios de los puntos de muestreo de CMI de Hg en Pseudomonas sp.

Punto N Mediana Promedio Clasificacion de medias  Valor Z
pml 12 50 mg/I 49.2 mg/l 9.0 -3.81
pm2 12 200 mg/I 146.7 mg/I 23.2 1.88
pm3 12 100 mg/l  141.7 mg/l 23.3 1.93
General 36 - - 18.5 -

A partir de la tabla 23 se resume en la siguiente figura

GRAFICA DE INTERVALOS DE CMI DE Hg
95% IC PARA LA MEDIA
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!
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Las desviaciones estdndar individuales se utilizaron para calcular los intervalos,
Figura 22. Promedios de los puntos de muestreo de CMI de Hg en Pseudomonas sp.

De la tabla 23 y figura 22 se observa que respecto a la Concentracion Minima
Inhibitoria de Hg (mercurio) en la bacteria Pseudomonas sp, en el primer punto de
muestreo es de 49.2 mg/l, en el segundo punto de muestreo de 146.7 mg/l y en el tercer

punto de muestreo 141.7mg/l observandose graficamente que el segundo punto de
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muestreo sugiere una mayor CMI, pero casi igual al punto de muestreo 3 sin embargo, se

procedid a contrastar mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Hipotesis:

Ho: La Concentracion Minima Inhibitoria de Hg (mercurio) en la bacteria Pseudomonas

sp es igual en los tres puntos de muestreo

Hi: La Concentracion Minima Inhibitoria de Hg (mercurio) en la bacteria Pseudomonas

sp es diferente en los tres puntos de muestreo.

Nivel de significancia a=0.05

Tabla 24. Resultados de la prueba Kruskall Wallis respecto a la Concentracion Minima

Inhibitoria de hg (mercurio) respecto a la bacteria Pseudomonas sp.

Método GL Valor H Valor p
No ajustado para
2 14,51 0.001
empates
Ajustado para
2 15.79 0.000

empates

Nota: Se utiliza el valor p ajustado para empate al tener la misma cantidad de

observaciones en los tres puntos de muestreo (de 12 muestras).

De acuerdo a la tabla 20 el valor p = 0.000 < al nivel de significancia o. = 0.05 se
acepta Hi: La Concentracion Minima Inhibitoria de Hg (mercurio) en la bacteria

Pseudomonas sp es diferente en los tres puntos de muestreo.
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Prosigue las comparaciones multiples de Games-Howels

Tabla 25. Comparaciones multiples de Games-Howell respecto a la Concentracion

Minima Inhibitoria de Hg (mercurio) en Pseudomonas sp.

Punto de muestreo leerenqa de E,rror Sig.
medias estandar

pm2 -97,5000" 25.12971 0.003
pml .

pm3 -92,5000 20.97226 0.001

pml 97,5000" 25.12971 0.003
pm2

pm3 5.0000 25.17113 0.979

pml 92,5000" 20.97226 0.001
pm3

pm2 -5.0000 25.17113 0.979

Nota: si el valor Sig. Es mayor que 0.05 los puntos de muestreo son estadisticamente

iguales.

Se observa en la tabla 25 segun el analisis post-hoc de Games Howell respecto a

la Concentracién Minima Inhibitoria de Hg (mercurio) en Pseudomonas sp:

e La CMI de mercurio del punto de muestreo 1 es estadisticamente diferente a la
CMI de mercurio del punto de muestreo 2 (0.003), la CMI de mercurio del punto
de muestreo 1 es estadisticamente distinto a la CMI de mercurio del punto de
muestreo 3 (0.001) respecto a la bacteria Pseudomonas sp.

e La CMI de mercurio del punto de muestreo 2 y la CMI de mercurio del punto de
muestreo 3 son estadisticamente iguales (0.979) respecto a la bacteria

Pseudomonas sp.

Segun los resultados exhibidos de la CMI de hg (mercurio) en la bacteria

Pseudomonas sp nos induce la CMI de mercurio del punto de muestreo 2 y 3 son los que
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mayor concentracion tienen siendo estos estadisticamente iguales y el punto de muestreo

1 tiene menor CMI de Hg (mercurio) en la bacteria Pseudomonas sp.

CMI de Pb en la bacteria Pseudomonas sp

Tabla 26. Promedios de los puntos de muestreo de CMI de Pb en Pseudomonas sp.

punto N Mediana Promedio Clasificacion de medias Valor Z
pml 12 1000 mg/l  791.7 mg/I 9.8 -3.52
pm2 12 1500 mg/l 1458 mg/I 22.1 1.46
pm3 12 1500 mg/l 1542 mg/I 23.6 2.06
General 36 - ) 18.5 -

A partir de la tabla 26 se genera la siguiente figura

GRAFICA DE INTERVALOS DE CMI DE Pb
95% IC PARA LA MEDIA
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Las desviaciones estdndar individuales se utilizaron para calcular los intervalos,

Figura 23. Promedios de los puntos de muestreo de CMI de Pb en Pseudomonas sp.
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De la tabla 26 y figura 2 se observa que respecto a la Concentracion Minima
Inhibitoria de Pb (plomo) en la bacteria Pseudomonas sp, en el primer punto de muestreo
es de 791.7 mg/l, en el segundo punto de muestreo de 1458 mg/l y en el tercer punto de
muestreo 1542 mg/l observandose graficamente que la CMI de plomo del punto de
muestreo 3 presenta mayor promedio que le punto de muestreo 1, pero casi igual al del
punto de muestreo 2, y el promedio del punto de muestreo 1 pm1 es menor a ambos, sin
embargo para salir de dudas se procedié a contrastar mediante la prueba no paramétrica

de Kruskal-Wallis.

Hipotesis:

Ho: La Concentracion Minima Inhibitoria de Pb (plomo) en la bacteria Pseudomonas sp

es igual en los tres puntos de muestreo

H:: La Concentracion Minima Inhibitoria de Pb (plomo) en la bacteria Pseudomonas sp

es diferente en los tres puntos de muestreo.

Nivel de significancia a=0.05

Tabla 27. Resultados de la prueba Kruskall Wallis respecto a la Concentracion Minima

Inhibitoria de Pb (plomo) respecto a la bacteria Pseudomonas sp.

Método GL Valor H Valor p
No ajustado para empates 2 12.54 0.002
Ajustado para empates 2 13.38 0.001

Nota: Se utiliza el valor p ajustado para empate al tener la misma cantidad de

observaciones en los tres puntos de muestreo (de 12 muestras).

De acuerdo a la tabla 23 el valor p = 0.001 < al nivel de significancia o = 0.05 se acepta
H:: La Concentracion Minima Inhibitoria de Pb (plomo) en la bacteria Pseudomonas sp

es diferente en los tres puntos de muestreo.
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Prosigue las comparaciones multiples de Games-Howels

Tabla 28. Comparaciones multiples de Games-Howell respecto a la Concentracion

Minima Inhibitoria de pb (plomo) en Pseudomonas sp.

Diferencia Error

Punto de muestreo de medias estandar Sig.
omi pm2 -666,6667: 193.81210 0.010 *
pm3 -750,0000° 136.46881  0.000 **
om?2 pml 666,6667°  193.81210 0.01*
pm3 -83.3333  212.45915 0.919
om3 pml 750,0000° 136.46881  0.000 **
pm2 83.3333 212.45915 0.919

Nota: si el valor Sig. Es mayor que 0.05 los puntos de muestreo son estadisticamente iguales.

Se observa en la tabla 24 el analisis post-hoc de Games Howell respecto a la

Concentracion Minima Inhibitoria de pb (plomo) en Pseudomonas sp:

e La CMI de plomo del punto de muestreo 1 pm1 es estadisticamente diferente a la
del punto de muestreo 2 pm2 (0.010), la CMI del punto de muestreo 1 es
estadisticamente distinto al del punto de muestreo 3 (0.000) respecto a la bacteria
Pseudomonas sp.

e La CMI de plomo del punto de muestreo 2 y del punto de muestreo 3 son

estadisticamente iguales (0.919) respecto a la bacteria Pseudomonas sp.

Segun los resultados exhibidos de la CMI de pb (plomo) en la bacteria
Pseudomonas sp nos induce que la CMI de plomo en los puntos 2 y 3 son los que mayor
Concentracion Minima Inhibitoria tienen siendo estos estadisticamente iguales y el punto

de muestreo 1 tiene menor CMI de Pb (plomo) en la bacteria Pseudomonas sp.

Resultados que son coinciden a los presentados por Gomez et al. (2002) quien
mediante el método de la concentracion minima inhibitoria determinaron que el 100% de

bacterias aisladas fueron resistentes a niquel en 60 y 220 mmol/l y cobalto en 10 a 200
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mmol/l, y poseen una tendencia a ser utilizadas en Biotecnologia Minera, entre las
bacterias se tienen a Escherichia sp, Enterobacter liquefaciens, Serratia sp y Citrobacter
amalonaticu, a pesar que este autor desarrollo su trabajo en otro metal, coincide con los

resultados satisfactorios en Citrobacterk

Igualmente, Moraga et al. (2003) en la bahia de Iquique encontraron 104 UFC/ml
de carga bacteriana, la mayoria bacilos Gram negativos, mediante la concentracion
minima inhibitoria, de 43 cepas el 27% crecieron en un medio suplementado con cobre,
Pseudomonas maltophilia y Alcaligenes sp en su totalidad fueron resistentes a plomo y

arsénico.

Afirmado por Gonzalez & Vargas (2016) que reportan que las bacterias de los
géneros Enterobacter, Arthrobacter, Bacillus, Pseudomonas y Pantoea logran
contrarrestar el efecto toxico de los metales pesados debido a los genes de resistencia a

Cd y Pb que poseen.
Estos resultados reafirman lo expuesto de modo que se garantiza lo expuesto.

4.4, CONCENTRACION MINIMA BACTERICIDA (CMB) IN VITRO DE
MERCURIO Y PLOMO EN BACTERIAS CITROBACTER SP Y
PSEUDOMONAS SP AISLADAS DEL AGUA DEL RIO TOROCOCHA

MEDIANTE EL METODO DE DIFUSION EN DISCOS DE PAPEL.

Tabla 29. Analisis de la CMB de Hg en las bacterias Citrobacter sp y Pseudomonas sp.

Bacteria N Mediana Promedio Clasificacion de medias Valor Z
Citrobacter sp 36 100 mg/I 124.2 mg/l 36.3 -0.1
Pseudomona sp 36 100 mg/I 127.2 mg/l 36.7 0.1

General 36 - - 36.5 -
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De la tabla 29 se resume la siguiente figura

BACTERIA

200
I aTrRoBACTER
B rsEuDoMONAS
150 |
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CITROBACTER PSEUDOMONAS
BACTERIA

Hg CMB

Figura 24. Grafico de cajas de la CMB de Hg en las bacterias Citrobacter sp y Pseudomonas sp.

De la tabla 29 y figura 4 se observa que respecto a la Concentracion Minima
Bactericida de Hg (mercurio) en la bacteria Citrobacter sp es de 124.2 mg/l y de la
bacteria Pseudomonas sp es de 127.2 mg/l presentandose que tienen casi igual capacidad

de concentracion. Se procedié al analisis Kruskal-Wallis.
Hipotesis:

Ho: La Concentracion Minima Bactericida de Hg (mercurio) en la bacteria Citrobacter

sp es igual que en la bacteria Pseudomonas sp.

H:: La Concentracion Minima Bactericida de Hg (mercurio) en la bacteria Citrobacter

sp es diferente que en la bacteria Pseudomonas sp.

Nivel de significancia a = 0.05
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Tabla 30. Resultados de la prueba Kruskall Wallis respecto a la Concentracion Minima
Bactericida de Hg (mercurio) respecto a las bacterias Citrobacter sp y

Pseudomonas sp.

Método GL Valor H Valor p
No ajustado para 1 0.01 0.924
empates
Ajustado para 1 0.01 0.919
empates

Nota: Ajustado a empates se refiere a que todos los puntos de muestreo tienen la misma

cantidad de muestras.

Como el valor p = 0.919 > al nivel de significancia o = 0.05 se acepta Ho: La
Concentracion Minima Bactericida de Hg (mercurio) en la bacteria Citrobacter sp es

igual que en la bacteria Pseudomonas sp.

Resultados que concuerdan con Obando (2021) este trabajo de investigacion se
realiz6 con 385 muestras de agua del fundo privado. Se proceso los resultados por medio
del andlisis de varianza inter grupos con un valor p de 0.01 y un analisis post hoc de
comparacion de medias (Tuckey). Dentro de los principales resultados se determind el
efecto bactericida con mayor sensibilidad a una concentracion de extracto bioactivo de
1%, 0.5% y 0.25% para cepas de las bacterias Escherichia coli y Salmonella spp. Aunque
esta investigacion se utilizé otras bacterias los resultados satisfactorios apoyan lo

expuesto.

Tabla 31. Analisis de la CMB de Pb en las bacterias Citrobacter sp y Pseudomonas sp.

Bacteria N Mediana Promedio Clasificacion de medias Valor Z
Citrobacter 36 1500 mg/l  1583.3 mg/I 41.4 1.99
Pseudomonas 36 1500 mg/l 1278 mg/I 31.6 -1.99
General 36 - - 36.5 -
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A partir de la tabla 31 se genera a continuacion la figura
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Figura 25. Grafico de cajas de la CMB de Pb en las bacterias Citrobacter sp y Pseudomonas sp.

De la tabla 31 y figura 25 se observa que respecto a la Concentracion Minima
Bactericida de Pb (plomo) en la bacteria Citrobacter sp es de 1583.3 y de la bacteria
Pseudomonas sp es de 1278 observandose que Citrobacter sp que posee mayor

concentracion de plomo. Se procedié al anélisis Kruskal-Wallis.

Hipotesis:

Ho: La Concentracion Minima Bactericida de Pb (plomo) en la bacteria Citrobacter sp

es igual que en la bacteria Pseudomonas sp.

Hi: La Concentracion Minima Bactericida de Pb (plomo) en la bacteria Citrobacter sp

es diferente que en la bacteria Pseudomonas sp.

Nivel de significancia a = 0.05
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Tabla 32. Resultados de la prueba Kruskall Wallis respecto a la Concentracién Minima

Bactericida de Pb (plomo) respecto a las bacterias Citrobacter sp y Pseudomonas sp.

Método GL Valor H Valor p
No ajustado para 1 3.97 0.046
empates
Ajustado para 1 4.37 0.037
empates

De acuerdo al valor p = 0.037 < al nivel de significancia a = 0.05 se acepta Hi: La
Concentracion Minima Bactericida de Pb (plomo) en la bacteria Citrobacter sp es

diferente que en la bacteria Pseudomonas sp.

Concordando con Yanchapanta (2022) quien hizo una valoracion estadistica
bactericida de las nanoparticulas in vitro en medios de cultivos sélidos (agar nutritivo),
calculando el crecimiento de las bacterias en UFC/ml. Concluyd que las los métodos
utilizados de plata intervienen como agente bactericida frente a las bacterias Escherichia
coli, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Salmonella parathypi, Pseudomona

oryzihabitans, Edwardsiella tarda y Shigella flexnery.

Tabla 33. Promedio de CMB de mercurio en la bacteria Citrobacter sp en los puntos de

muestreo.

Punto N Mediana ~ Promedio  Clasificacién de medias ~ Valor Z
pml 12 50 mg/I 72.5 mg/l 10 -3.42
pm2 12 100mg/l 1417 mg/l 215 1.22
pm3 12 200 mg/I 158.3 mg/I 24 2.2

General 36 - - 18.5 -

De la tabla 33 se genera la siguiente figura
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Las desviaciones estdndar individuales se utilizaron para calcular los intervales,

Figura 26. CMB de mercurio en la bacteria Citrobacter sp en los puntos de muestreo.

De la tabla 33 y figura 26 se observa que respecto a la CMB de Hg (mercurio) en
la bacteria Citrobacter sp, en el primer punto de muestreo es de 72.5 mg/l, en el segundo
punto de muestreo de 141.7 mg/l y en el tercer punto de muestreo es de 158.3 mg/l donde
se puede observar que el punto de muestreo 3 presenta mayor CMB sin embargo se

procediod a contrastar mediante la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Hipotesis

Ho: La CMB de mercurio en la bacteria Citrobacter sp son iguales en los tres puntos de

muestreo.

Hi: La CMB de mercurio en la bacteria Citrobacter sp son diferentes en los tres puntos

de muestreo.

Nivel de significancia a = 0.05
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Tabla 34. Resultados de la prueba Kruskall Wallis respecto a los promedios de CMB de

mercurio en la bacteria Citrobacter sp.

Método GL Valor H Valor p

No ajustado 2 12.03 0.002
para empates

Ajustado para 5 13.94 0.001
empates
Nota: Se utiliza el valor p ajustado para empates

De acuerdo al valor p = 0.001 < al nivel de significancia o = 0.05 se acepta Hi:
La CMB de mercurio en la bacteria Citrobacter sp son diferentes en los tres puntos de

muestreo.

Prosigue las comparaciones multiples de Games-Howels

Tabla 35. Comparaciones multiples de Games-Howell respecto a la Concentracion

Minima bactericida de Hg en la bacteria Citrobacter sp.

Diferencia Error .

Punto de muestreo de medias estandar Sig.
m1 pm2 -69,1667* 21.10429848 0.009261271
P pm3 -85,8333* 21.10429848 0.001428996

pml 69,1667* 21.10429848 0.009261271
pm2 -

pm3 16.66666667 21.02187413 0.711247459
om3 pml 85,8333*  21.10429848 0.001428996

pm2 16.66666667 21.02187413 0.711247459

Se observa en la tabla 35 el analisis post-hoc de Games Howell respecto a la

Concentracion Minima Bactericida de Hg (Mercurio) en Citrobacter sp:

e La CMB de mercurio del punto de muestreo 1 es estadisticamente diferente a la

del punto de muestreo 2 (0.009), la CMB de mercurio del punto de muestreo 1 es
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estadisticamente distinto al del punto de muestreo 3 (0.001) respecto a la bacteria

Citrobacter sp.

e La CMI de mercurio del punto de muestreo 2 y del punto de muestreo 3 son

estadisticamente iguales (0.711) respecto a la bacteria Citrobacter sp.

Estos resultados implican que los puntos de muestreo 2 y 3 respecto a la CMB de

mercurio en la bacteria Citrobacter sp son estadisticamente iguales y el punto de muestreo

1 es menor a ellos.

Dado que las cepas resistentes pueden aprovecharse como alternativa en la

desintoxicacion de ecosistemas dafiados por agentes toxicos, la resistencia bacteriana a

los metales pesados, sus procesos y determinantes genéticos han sido objeto de especial

atencion en las ultimas décadas (Moraga, Merino & Mondaca, 2003)

CMB de plomo en la bacteria Citrobacter sp

Tabla 36. Promedio de CMB de Pb (plomo) en la bacteria Citrobacter sp en los puntos

de muestreo

punto N Mediana Promedio  ciasificacion de medias Valor Z
pm1 12 1500 mg/l 1208 mg/I 9.7 -3.54
pm?2 12 1750 mg/l 1750 mg/l 22.3 1.51
1791.7
pm3 12 2000 mg/I mg/I 23.5 2.03
General 36 - - 18.5 -

De la tabla 36 se genera la siguiente figura
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Las desviaciones estdndar individuales se utilizaron para calcular los intervales,

Figura 27. Promedio de CMB de Pb (plomo) en la bacteria Citrobacter sp en los puntos

de muestreo.

De la tabla 36 y figura 27 se observa que respecto a la CMB de Pb (plomo) en la
bacteria Citrobacter sp, en el primer punto de muestreo es de 1208 mg/l, en el segundo
punto de muestreo de 1750 mg/l y en el tercer punto de muestreo es de 1791.7 mg/l donde
se puede observar que el punto de muestreo 3 presenta una CMB que supera al del punto
de muestreo 2 y al punto de muestreo 3 sin embargo se procedid a contrastar mediante la

prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis.

Hipotesis

Ho: La CMB de Pb (plomo) en la bacteria Citrobacter sp es igual en los tres puntos de

muestreo.

H:: La CMB de Pb (plomo) en la bacteria Citrobacter sp es diferente en los tres puntos

de muestreo
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Nivel de significancia o =0.05

Tabla 37. Resultados de la prueba Kruskall Wallis respecto a los promedios de CMB de

Pb (plomo) en la bacteria Citrobacter sp.

Método Valor H Valor p
No ajustado para empates 12.62 0.002
Ajustado para empates 15.25 0.000

Nota. Se utiliza el método ajustado para empates al tener la misma cantidad de muestras

en los tres puntos de muestreo.

De acuerdo a la tabla 37 el valor p = 0.000 < al nivel de significancia a. = 0.05 se

acepta Hi: La CMB de Pb (plomo) en la bacteria Citrobacter sp es diferente en los tres

puntos de muestreo

Prosigue las comparaciones multiples de Games-Howels

Tabla 38. Comparaciones multiples de Games-Howell respecto a la Concentracion

Minima bactericida de Pb en la bacteria Citrobacter sp.

Diferencia de Error .
Punto de muestreo medias estandar Sig.
1 pm2 -541,6667* 137.0458524 0.002342257
m
P pm3 -583,3333* 136.4688147 0.001152029
pml 541,6667* 137.0458524 0.002342257
pm2 .
pm3 41 66666667 105.8574895 0.918459765
3 pml 583,3333* 136.4688147 0.001152029
m
P pm2 41.66666667 105.8574895 0.918459765

Se observa en la tabla 38 el analisis post-hoc de Games Howell respecto a la

Concentracion Minima Bactericida de Pb (plomo) en Citrobacter sp:
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e La CMB de plomo del punto de muestreo 1 es estadisticamente diferente a la del
punto de muestreo 2 (0.02), la CMB de plomo del punto de muestreo 1 es
estadisticamente distinto al del punto de muestreo 3 (0.001) respecto a la bacteria
Citrobacter sp.

e La CMB de plomo del punto de muestreo 2 y del punto de muestreo 3 son

estadisticamente iguales (0.91) respecto a la bacteria Citrobacter sp.

Se observa que el primer punto de muestreo tiene menor CMB de plomo que los puntos

de muestreo 2 y 3 son los que mayor CMB de plomo tienen.

CMB de mercurio en la bacteria Pseudomonas sp

Tabla 39. Promedio de CMB de mercurio (mercurio) en la bacteria Pseudomonas sp en

los puntos de muestreo.

punto N Mediana Promedio  Clasificacion de medias  Valor Z
pml 12 50 mg/l 65 mg/l 9.3 -3.69
pm2 12 150 mg/I 150 mg/I 22 1.41
pm3 12 200 mg/l  166.7 mg/l 24.2 2.28
General 36 - - 18.5 -

La tabla 39 se resume en la siguiente figura
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Las desviaciones estdndar individuales se utilizaron para calcular los intervales,

Figura 28. Promedio de CMB de mercurio en la bacteria Pseudomonas sp en los puntos

de muestreo.

De latabla 39y figura 28 se observa que respecto a la CMB de mercurio la bacteria
Pseudomonas sp, el primer punto de muestreo tiene una CMB de mercurio de 65 mg/I, el
segundo punto de muestreo de 150 mg/l y en el tercer punto de muestreo es de 166.7 mg/|
respecto a la bacteria Pseudomonas sp donde se puede observar que el punto de muestreo
3 demuestra mayor CMB, se procedié a contrastar mediante la prueba no paramétrica de

Kruskal-Wallis.

Hipotesis

Ho: La CMB de mercurio en la bacteria Pseudomonas sp en los tres puntos de muestreo

son iguales.

Hi: La CMB de mercurio en la bacteria Pseudomonas sp en los tres puntos de muestreo

son diferentes.

93

repositorio.unap.edu.pe
No olvide citar adecuadamente esta tesis
1



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

Nivel de significancia a = 0.05

Tabla 40. Resultados de la prueba Kruskall Wallis respecto a los promedios de CMB de

mercurio en la bacteria Pseudomonas sp.

Método GL Valor H Valor p
No ajustado para empates 2 13.88 0.001
Ajustado para empates 2 15.71 0.000

Nota. Se utiliza el método ajustado para empates al tener la misma cantidad de muestras

en los tres puntos de muestreo

De acuerdo a la tabla 40 el valor p = 0.000 < al nivel de significancia a. = 0.05 se
acepta Hi: La CMB de mercurio en la bacteria Pseudomonas sp en los tres puntos de

muestreo son diferentes.

Prosigue las comparaciones multiples de Games-Howels

Tabla 41. Comparaciones multiples de Games-Howell respecto a la Concentracion

Minima bactericida de Hg en la bacteria Pseudomonas sp.

Diferencia Error .
Punto de muestreo de medias estandar Sig.
mi pm2 -85,0000* 24.1679728 0.005576884
P pm3 -101,6667* 23.63976277 0.000933784
pml 85,0000*  24.1679728 0.005576884
pm2 -
pm3 16.66666667 20.71938535 0.704289604
om3 pml 101,6667* 23.63976277 0.000933784

pm2 16.66666667 20.71938535 0.704289604

Se observa en la tabla 41 el andlisis post-hoc de Games Howell respecto a la

Concentracion Minima Bactericida de Hg (mercurio) en Pseudomonas sp:

94

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



. UNIVERSIDAD
NACIONAL DEL ALTIPLANO

Repositorio Institucional

e La MB de mercurio del punto de muestreo 1 es estadisticamente diferente a la del
punto de muestreo 2 (0.005) respecto a la bacteria Pseudomonas sp, la CMB de
mercurio del punto de muestreo 1 es estadisticamente distinto al del punto de
muestreo 3 (0.000) respecto a la bacteria Pseudomonas sp.

e La CMB de mercurio del punto de muestreo 2 y del punto de muestreo 3 son

estadisticamente iguales (0.70) respecto a la bacteria Pseudomonas sp.

Se observa que el primer punto de muestreo tiene menor CMB de mercurio, y que
los puntos de muestreo 2 y 3 son los que mayor CMB de mercurio tienen respecto a la

bacteria Pseudomonas sp.
CMB de plomo en la bacteria pseudomonas sp

Tabla 42. Promedio de CMB de plomo en la bacteria Pseudomonas sp en los puntos de

muestreo

Punto N Mediana Promedio Clasificacion de medias Valor Z

om1 12 soomgn  ©%67 8.3 4,09
mg/l

om2 12 2000mgn 288 23.8 211
mg/l

om3 12 1500mgin 288 23.4 1.98
mg/l

General 36 - - 18.5 -

De la tabla 42 se resume en la siguiente figura
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Las desviaciones estdndar individuales se utilizaron para calcular los intervales,

Figura 29. Promedio de CMB de Pb (plomo) en la bacteria Pseudomonas sp en los

puntos de muestreo.

De la tabla 42 y figura 29 se observa que respecto a CMB de plomo en la bacteria
Pseudomonas sp, el promedio del punto de muestreo 1 es de 666.7 mg/l, en el segundo
punto de muestreo de 1583 mg/l y en el tercer punto de muestreo es de 1583mg/l donde
se puede observar que el promedio del punto de muestreo 3 y el punto de muestreo 2 son
casi iguales, siendo el del punto de muestreo 1 menor que ambos. Procediendo con la

prueba de Kruswal Wallis.

Hipotesis

Ho: La CMB de plomo en la bacteria pseudomonas sp es igual en los tres puntos de

muestreo.

Hi: La CMB de plomo en la bacteria pseudomonas sp es diferente en los tres puntos de

muestreo.
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Nivel de significancia o =0.05

Tabla 43. Resultados de la prueba Kruskall Wallis respecto a los CMB de plomo en la

bacteria Pseudomonas sp.

Método GL Valor H Valor p
No ajustado para empates 2 16.77 0.000
Ajustado para empates 2 17.98 0.000

Nota. Se utiliza el método ajustado para empates al tener la misma cantidad de muestras

en los tres puntos de muestreo

De acuerdo a la tabla 43 el valor p = 0.000 < al nivel de significancia a. = 0.05 se
acepta Hi: La CMB de plomo en la bacteria pseudomonas sp es diferente en los tres puntos

de muestreo.

Prosigue las comparaciones multiples de Games-Howels

Tabla 44. Comparaciones multiples de Games-Howell respecto a la Concentracién

Minima bactericida de Pb en la bacteria Pseudomonas sp.

Diferencia de

Punto de muestreo . Error estandar Sig.
medias

om1 pm2 -916.6667*  186.3389981 0.00055
pm3 -916.6667*  125.6297269 0.00000

om2 pml 916.6667*  186.3389981 0.00055
pm3 0 201.0075631 1.00000

om3 pml 916.6667*  125.6297269 0.00000
pm2 0 201.0075631 1.00000

Se presenta en la tabla 44 el analisis post-hoc de Games Howell respecto a la

Concentracion Minima Bactericida de Pb (plomo) en Pseudomonas sp:

e La CMB de plomo del punto de muestreo 1 es estadisticamente diferente a la del

punto de muestreo 2 (0.00055) respecto a la bacteria Pseudomonas sp, la CMB de
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plomo del punto de muestreo 1 es estadisticamente distinto al del punto de
muestreo 3 (0.000) respecto a la bacteria pseudomonas sp.
e La CMI de plomo del punto de muestreo 2 y del punto de muestreo 3 son

estadisticamente iguales (1) respecto a la bacteria Pseudomonas sp.

Se observa que el primer punto de muestreo tiene menor CMB de plomo, y que
los puntos de muestreo 2 'y 3 son los que mayor CMB de plomo tienen segun la bacteria
Pseudomonas sp. Lo que demuestra variabilidad genética inherente a los puntos de
muestreo que es sefialada por la variabilidad que existe en la CMB de cada punto de

muestreo.

Resultado que concuerda con lo expuesto por Obando (2021) por medio del
analisis de varianza inter grupos con un valor p de 0.01 y un andlisis post hoc de
comparacion de medias (Tuckey). Dentro de los principales resultados se determind el
efecto bactericida con mayor sensibilidad a una concentracion de extracto bioactivo de

1%, 0.5% y 0.25% para cepas de Escherichia coli y Salmonella spp.

Igualmente, Yanchapanta (2022) para el analisis estadistico se utilizd un disefio
factorial 3*2 contando con dos factores de tres niveles, siendo este analisis factorial
significativo con valor p = 0.000 concluyendo que las nanoparticulas de plata intervienen
como agente bactericida frente a las bacterias Escherichia coli, Staphylococcus aureus,
Klebsiella pneumoniae, Salmonella parathypi, Pseudomona oryzihabitans, Edwardsiella

tarda y la bacteria Shigella flexnery.
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V. CONCLUSIONES

La Concentracion Minima Inhibitoria de Hg (mercurio) en Citrobacter sp es de
113.6 mg/l y Pseudomonas sp es de 112.5 mg/l siendo estadisticamente iguales (p=0.878)

segun analisis de Kruskal-Wallis.

La Concentracion Minima Inhibitoria de Pb (plomo) en Citrobacter sp es de 1500
mg/l, en Pseudomonas sp es de 1250 mg/l, la prueba de Kruskal-Wallis no es significativa

(p = 0.062) ambas bacterias presentan similares concentraciones de CMI de Pb (plomo).

Concentracion Minima Bactericida de Hg (mercurio) en la bacteria Citrobacter sp
es de 124.2 mg/l y en Pseudomonas sp es 127.2 mg/l siendo que segun la comparacion

de Kruwskall Wallis ambas tienen igual concentracion estadistica (p = 0.919).

Concentracion Minima Bactericida de Pb (plomo) de Citrobacter sp es de 1583.3
mg/l y Pseudomonas sp de 1278 mg/l. Mediante el analisis de Kruskal-Wallis la
Concentracion Minima Bactericida de Pb (plomo) en la bacteria Citrobacter sp es
diferente (p=0.037) que en la bacteria Pseudomonas sp, teniendo Citrobacter sp mayor

concentracion.

De acuerdo a los resultados obtenidos de la Concentracion Minima Bactericida
(CMB) se aprecio que la bacteria Citrobacter sp tiene cualidades que le permite resistir
y/o tolerar concentraciones mas altas de Pb (plomo) con respecto a la bacteria
Pseudomonas sp, por lo tanto, se infiere que puede ser una buena opcién para el

tratamiento de aguas contaminadas con Pb (plomo).
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VI. RECOMENDACIONES

Se sugiere a futuros investigadores tomar en consideracion el tamafio de muestra,
trabajar con una mayor cantidad de muestras, asi como evaluar la evolucion en el tiempo
de la contaminacion del rio Torococha para poder tomar las medidas preventivas y

correctivas.

Se recomienda realizar estudios actualizados de la calidad biologica, fisica-
quimica por zonas de muestreo del agua del rio Torococha de la ciudad de Juliaca, asi
tener una mejor comprension de los factores que afectan la resistencia bacteriana a

metales pesados.

Seria necesario realizar estudios similares con otras especies bacterianas, en
distintos rios con un grado de contaminacion y utilizando grupos de control para hallar

resultados mas confiables.
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Anexo 1. Panel fotogréafico

Figura 30. Preparacion de diluciones para determinar CMI y CMB de los metales Pb

y Hg en las bacterias.

Figura 31. Preparacion de soluciones McFarland para la obtencion de diluciones
bacterianas que fueron utilizadas en las evaluaciones de CMI y CMB.
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Figura 32. Preparacion de las soluciones conteniendo metales pesados en

concentraciones crecientes para la determinacién de la CMIy CMB.

Figura 33. Preparacion de pruebas diferenciales para la identificacion bioquimica de
Citrobacter sp.
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Figura 35. Resultados de la CMI de Plomo en Pseudomonas sp.
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Anexo 2. Cuadro de interpretacion de pruebas bioquimicas

Tribu Genero Especie MCK | Ox. | TSI | H2S | CO2 | LA | M | O |UREA| CS | FeA |MOT|NITR| IND | RM | VP | GLU-CO2 | SAC | LAC | MAL | MAN |TREH| LIS | ARG | OR
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S5 S. di i lac- | == [ K/A| o [ om [K/A| o [dfoe] o | [ [ [ [ | V [ [ | om|om [ d [ o [ | -] -
Einerchese : S. sonnei* dlact| == [K/A[ = | = | K/A| = +—- $l=]= (== F = [=]F =[=]= t - [=]=]&
Shigella S. flexneri lac- [ == [K/A| == | V |KA]m= [ V |o= [om | o= [om | V[ [= | V[d]=]d|m=[d|=]d]|=
S. boydii lac- o= | K/A|wm |om |KA|om | V |om |om |om |om | om V [ [om [ oo [ | d | [ || d |
E. cloacae Lact | == [A/A[ == [ [ KA | == [ ies)| o [ = [ | |=[=[%]|F [IAE L) [ -]
E. aerogenes lact [ = [AA][ = [ [KK[dp [= [ [= [ [= [ [d]|=][=[%]%* LBEBE) LRI
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Serratia  [S. rubidaea diac+| == [KAJA] == [ o [K/K | [om [om [om [ofp [om [ [ o | fompi] e [ofpomsile] b [ [l [ [ [V(SS)| = [=
S. liquefaciens diac+] = [KA/A[ = o [ Kk/K[ e [= [ [= [ |= | [ [= [ ] [IEIEEEIEAEAEIEE ]
Pantoea P. agglomerans V(d0) | = [K/A[ == | == JKkA] V[ V[ = fjl] V |mpll| s [ b=/l v | o | o= v(75)| v(40) ] - |- |-
Y. enterocolitica lac- [w= [K/A|ww [om (KA e [ V [ | |= [ [F[F][V]V]=]|% -V [ [ ==
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Yersinieae Yersinia i Le: 1o KT o) IRV, Do | @ T o) ) 66V J L AENE 10 ETE K BE Q1K |
C. freundii** dlac+] = [KAA[ d [ g [ K/A ] d [=fle] = | v | V] [=]d [N I=E] & | = [F~ =
Citrobactereae Citrobacter  [C. koserii dlact| == [KAA[ == [ [ KAl [ [l Mofm| ol [ == [ [ [ [ [= | - v - HEAEIE]
= dlac+| == [KA/A[ = | & | K/A| 4 + +/— s FEE) -’- [ -] — —* + + *
Arizona
S. typhi Lac- | [ K/A | o [ om [K/K[ ol | |om | | [ [ [ [ [ [ [ | [ [ Y 19
Salmonelleae o [s. enteriditis lac- | == [ K/A [ e [ o= JK/K [l [ o= [ [ [ [ [ [l [= [ [= | b =|=]=]. [AEX=E
S. cholerae suis lac- | == [K/A| V [l [ K/K| ol [ o | o [ fofile| o | o [ [ o= [ [ = | - -] - - |V
S. paratyphi Lac- | == [ K/A| == | o [ K/K| ol [ o= | e [ o [ [ | | = [ =] - -] RS E
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Vibrio V. vuinificus Lac- | ¢ A/A [[AEJE JAE — d |= | d [ |4 JERE V| - -]
V. cholerae lac- |9 |KAA| — [/ kK] [ [* |— [ d[— [+ ]|— ][4 [V [+ [IEIEIEIEIEIEEE]
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Motilidad
Negativo Shigella, Klebsiella, Yersinia.
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Anexo 3. Base de datos de Citrobacter sp

muestra punto bacteria hg_cmi hg_CMB pb_cmi pb_cmb
1 pml cit 50 100 2000 1500
2 pml cit 50 50 1500 1500
3 pml cit 10 50 1000 1500
4 pml cit 50 50 1500 1000
5 pml cit 50 50 1500 1000
6 pml cit 100 200 500 500
7 pml cit 100 100 1000 500
8 pml cit 10 10 1000 1500
9 pml cit 10 10 1000 1500
10 pml cit 50 100 1500 1500
11 pml cit 50 100 1500 1500
12 pml cit 10 50 1500 1000
1 pm2 cit 100 100 1500 2000
2 pm2 cit 100 100 2000 2000
3 pm2 cit 200 200 2000 2000
4 pm2 cit 200 100 2000 1500
5 pm2 cit 200 100 2000 1500
6 pm2 cit 100 200 1500 1500
7 pm2 cit 100 200 1500 1500
8 pm2 cit 200 200 1500 2000
9 pm2 cit 200 200 1500 2000
10 pm2 cit 200 100 2000 2000
11 pm2 cit 200 100 1500 1500
12 pm2 cit 200 100 1500 1500
1 pm3 cit 100 200 1000 1500
2 pm3 cit 200 200 1500 1500
3 pm3 cit 100 100 1500 2000
4 pm3 cit 50 100 1500 1500
5 pm3 cit 100 200 2000 1500
6 pm3 cit 200 200 2000 2000
7 pm3 cit 200 200 2000 1500
8 pm3 cit 100 200 1500 2000
9 pm3 cit 100 100 1500 2000
10 pm3 cit 100 100 1500 2000
11 pm3 cit 100 100 1000 2000
12 pm3 cit 200 200 1000 2000
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Anexo 4. Base de datos Pseudomonas sp

muestra punto bacteria hg_cmi hg_cmb pb_cmi pb_cmb
1 pml Pse 50 50 500 500
2 pml pse 200 200 500 1000
3 pml pse 50 200 500 500
4 pml pse 10 10 1000 500
5 pml pse 10 50 500 500
6 pml pse 10 10 1000 500
7 pml pse 10 50 500 500
8 pml pse 50 50 1000 1000
9 pml pse 50 50 1000 500
10 pml pse 50 10 1000 1000
11 pml pse 50 50 1000 1000
12 pml pse 50 50 1000 500
1 pm2 pse 200 200 1500 2000
2 pm2 pse 200 100 1500 1500
3 pm2 pse 200 100 1500 2000
4 pm2 pse 100 100 2000 2000
5 pm2 pse 200 200 2000 1500
6 pm2 pse 200 200 2000 2000
7 pm2 pse 200 200 1500 2000
8 pm2 pse 100 200 2000 2000
9 pm2 pse 100 100 500 2000
10 pm2 pse 50 100 500 500
11 pm2 pse 10 100 500 500
12 pm2 pse 200 200 2000 1000
1 pm3 pse 100 200 1500 2000
2 pm3 pse 200 200 1500 1000
3 pm3 pse 200 200 1500 1500
4 pm3 pse 100 200 2000 2000
5 pm3 pse 100 100 2000 1500
6 pm3 pse 100 100 2000 1500
7 pm3 pse 100 200 2000 2000
8 pm3 pse 100 100 1000 1500
9 pm3 pse 200 200 1500 2000
10 pm3 pse 100 100 1000 1000
11 pm3 pse 200 200 1000 1500
12 pm3 pse 200 200 1500 1500
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Anexo 5. Constancia de ejecucién

Unciversidad Hacional del sHtiplans de Puno
Facultad de Ciencias Biologicas
Escuela Profesional de Biologia
Programa Académico de Microbiologia y Laboratorio Clinico
Laboratorio de Botdnica y Biotecnologia

Registro: 013-2022
CONSTANCIA

EL QUE SUSCRIBE, DOCENTE RESPONSABLE DEL LABORATORIO DE
BOTANICA Y BIOTECNOLOGIA DE LA FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO DE PUNO — PERU.

HACE CONSTAR:

Que el (ia) Bachiiier CRISTIAN EMILIO CHAVEZ GAMARRA, egresado (a) de la
Escuela Profesional de Biologia de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno, ha
realizado la parte experimental de su trabajo de investigacion (Tesis) titulado:
SUPERVIVENCIA DE BACTERIAS A CONCENTRACIONES IN VITRO DE
MERCURIO Y PLOMO PRESENTES EN EL RiO TOROCOCHA DE JULIACA -
2022, en el laboratorio de Botinica y Biotecnologia, del Programa Académico de
Microbiologia y Laboratorio Clinico de la Escuela Profesional de Biologia, entre los meses

de agosto a octubre del afio 2022.

Se le expide la presente Constancia a solicitud del (a) interesado (a) para los fines que se

estime por conveniente.

Puno, 24 de octubre del 2022.

v‘ rio de Botnica y Biotecnologia

FCC B — UNA Puno

Responsable del
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Anexo 6.Autorizacion para el deposito de tesis o trabajo de investigacion en el

repositorio institucional.

i Repositorio
Institucional

Vicerrectorado
de Investigacion

Universidad Nacional
del Altiplano Puno

AUTORIZACION PARA EL DEPOSITO DE TESIS O TRABAJO DE
INVESTIGACION EN EL REPOSITORIO INSTITUCIONAL

Por el presente documento, Yo Coekipy — €MLID  (daver Gansred ;
identificado con DNI_¥2&:4 053 en mi condicion de egresado de:

DKEscuela Profesional, O Programa de Segunda Especialidad, 0 Programa de Maestria o Doctorado

Pe  pioccein .
informo que he elaborado el/la I Tesis o OJ Trabajo de Investigacién denominada:

© Supeouventnd  fe  anactedlnS 0 ncevkescones i

VRO Oc TeRWweiO Y PLownO 'S?Qe‘scu*c:s eo e\

Qio ;'OII.UCQCNQ o Jolham - 2022 »

para la obtencion de O0Grado, & Titulo Profesional o [J Segunda Especialidad.

Por medio del presente documento, afirmo y garantizo ser el legitimo, unico y exclusivo titular de todos los
derechos de propiedad intelectual sobre los documentos arriba mencionados, las obras, los contenidos, los
productos y/o las creaciones en general (en adelante, los “Contenidos™) que seran incluidos en el repositorio
institucional de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

También, doy seguridad de que los contenidos entregados se encuentran libres de toda contraseiia,
restriccion o medida tecnologica de proteccion, con la finalidad de permitir que se puedan leer, descargar,
reproducir, distribuir, imprimir, buscar y enlazar los textos completos, sin limitacion alguna.

Autorizo a la Universidad Nacional del Altiplano de Puno a publicar los Contenidos en el Repositorio
Institucional y, en consecuencia, en el Repositorio Nacional Digital de Ciencia, Tecnologia e Innovacion de
Acceso Abierto, sobre la base de lo establecido en la Ley N° 30035, sus normas reglamentarias,
modificatorias, sustitutorias y conexas, y de acuerdo con las politicas de acceso abierto que la Universidad
aplique en relacion con sus Repositorios Institucionales. Autorizo expresamente toda consulta y uso de los
Contenidos, por parte de cualquier persona, por el tiempo de duracion de los derechos patrimoniales de autor
y derechos conexos, a titulo gratuito y a nivel mundial.

En consecuencia, la Universidad tendra la posibilidad de divulgar y difundir los Contenidos, de manera total
o parcial, sin limitacion alguna y sin derecho a pago de contraprestacion, remuneracion ni regalia alguna a
favor mio; en los medios, canales y plataformas que la Universidad y/o el Estado de la Republica del Pert
determinen, a nivel mundial, sin restriccion geografica alguna y de manera indefinida, pudiendo crear y/o
extraer los metadatos sobre los Contenidos, e incluir los Contenidos en los indices y buscadores que estimen
necesarios para promover su difusion.

Autorizo que los Contenidos sean puestos a disposicion del piblico a través de la siguiente licencia:

Creative Commons Reconocimiento-NoComercial-Compartirlgual 4.0 Internacional. Para ver una copia de
esta licencia, visita: https://creativecommons.org/licenses/by-nc-sa/4.0/

En sefial de conformidad, suscribo el presente documento.

Puno_ 27 de OWEHQQE del 2023

Gigps

FIRMA (obligatoria)
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Anexo 7. Declaracion jurada de autenticidad de tesis

Vicerrectorado
de Investigacion

Repositorio
Institucional

Universidad Nacional
del Altiplano Puno

DECLARACION JURADA DE AUTENTICIDAD DE TESIS

Por el presente documento, Yo Cershian Eriio  Cuey G oA D> R
identificado con DNI_ 72640535 en mi condicion de egresado de:

[FEscuela Profesional, O Programa de Segunda Especialidad, 0 Programa de Maestria o Doctorado

e BSdloen )

informo que he elaborado el/la B Tesis o O Trabajo de Investigacion denominada:
“ SopeRuiUenGA  De  anceeins 4 (onenYersoneS i

w0 Nerwid y Rlono  PResenbtes &0 e\ @O

oroceann  De Aolinca - 2022 #

Es un tema original.

Declaro que el presente trabajo de tesis es elaborado por mi persona y no existe plagio/copia de ninguna
naturaleza, en especial de otro documento de investigacion (tesis, revista, texto, congreso, o similar)
presentado por persona natural o juridica alguna ante instituciones académicas, profesionales, de
investigacion o similares, en el pais o en el extranjero.

Dejo constancia que las citas de otros autores han sido debidamente identificadas en el trabajo de
investigacion, por lo que no asumiré como suyas las opiniones vertidas por terceros, ya sea de fuentes
encontradas en medios escritos, digitales o Internet.

Asimismo, ratifico que soy plenamente consciente de todo el contenido de la tesis y asumo la
responsabilidad de cualquier error u omision en el documento, asi como de las connotaciones éticas y legales
involucradas.

En caso de incumplimiento de esta declaracion, me someto a las disposiciones legales vigentes y a las
sanciones correspondientes de igual forma me someto a las sanciones establecidas en las Directivas y otras
normas internas, asi como las que me alcancen del Codigo Civil y Normas Legales conexas por el
incumplimiento del presente compromiso

Puno_ RF  de DwiemigRe  del 2023

gl

FIRMA (obligatoria) Huella
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