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RESUMEN

La contaminacion por arsénico en aguas superficiales es un problema ambiental con
implicancia en salud publica, siendo este latente en la Unidad Hidrografica Coata,
afectada por arsénico y otros metales pesados hace mas de 10 afios causado por
actividades mineras y antropogénicas (ANA & MINAGRI, 2023), generando problemas
de salud en los pobladores aledafios (DIGESA, 2007), por ende, es importante su
remocion. La investigacion tuvo el objetivo de determinar la actividad de biorremediacion
de arsénico in-vitro por biofilms de Pseudomonas spp. nativas. El estudio es de disefio
experimental debido a la manipulacion de variables, control de condiciones y medicion
de efecto, donde, a partir de aguas superficiales, se obtuvo 10 aislamientos de
Pseudomonas spp. en agar Cetrimide, los cuales fueron sometidos a diferentes
concentraciones de arsénico (0 a 350 mg/l), finalmente se selecciond tres aislados con
mayor resistencia a arsénico para la formacion de biofilms en laminas de polipropileno
en matraces Erlenmeyer con agitacion constante a 42 °C por 15 dias; posteriormente los
tres biofilms de Pseudomonas spp. (RCoatl-B3, RCoatl-C3, RCaba3-C3) fueron
expuestos a arseniato (HsAsQOas) a 42 °C por 72 horas. El porcentaje de remocion de
arsénico fue significativo en todos los aislados, partiendo con una concentracién inicial
de 200 mg/I, el biofilm RCoat1-B3 removio el 68.8% (62,5 mg/l final), RCoat1-C3 el
59.6% (80.8 mg/l final) y RCaba3-C3 el 64.4% (71.2 mg/l final) en 72 horas de
exposicion a los biofilms de Pseudomonas spp. Se concluye que, los biofilms de
Pseudomonas spp. tienen la capacidad de remover el arsénico hasta un 68.8% en las 72

horas de aplicado el método de biorremocion.
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ABSTRACT

Arsenic contamination in surface water is an environmental problem with public health
implications, being latent in the Coata Hydrographic Unit, affected by arsenic and other
heavy metals for more than 10 years caused by mining and anthropogenic activities (ANA
& MINAGRI, 2023), generating health problems in the surrounding population
(DIGESA, 2007), therefore, its removal is important. The objective of this research was
to determine the in-vitro arsenic bioremediation activity of native Pseudomonas spp.
biofilms. The study is of experimental design due to the manipulation of variables, control
of conditions and measurement of effect, where, from surface water, 10 isolates of
Pseudomonas spp. were obtained in Cetrimide agar, which were subjected to different
concentrations of arsenic (0 to 350 mg/l). were obtained on Cetrimide agar, which were
subjected to different concentrations of arsenic (0 to 350 mg/l); finally, three isolates with
greater resistance to arsenic were selected for the formation of biofilms on polypropylene
sheets in Erlenmeyer flasks with constant agitation at 42 °C for 15 days; subsequently,
the three biofilms of Pseudomonas spp. (RCoatl-B3, RCoatl1-C3, RCaba3-C3) were
exposed to arsenate (H3AsO4) at 42 °C for 72 hours. The percentage of arsenic removal
was significant in all isolates, starting with an initial concentration of 200 mg/l, the
RCoat1-B3 biofilm removed 68.8% (62.5 mg/I final), RCoat1-C3 59.6% (80.8 mg/I final)
and RCaba3-C3 64.4% (71.2 mg/l final) in 72 hours of exposure to Pseudomonas spp.
biofilms. 4% (71.2 mg/l final) in 72 hours of exposure to Pseudomonas spp. biofilms. It
is concluded that, Pseudomonas spp. biofilms have the capacity to remove arsenic up to

68.8% in the 72 hours after the bioremoval method was applied.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

El agua es un recurso natural que se utiliza de diversas maneras y deberia estar
disponible para toda la poblacion. Este recurso es esencial para la vida, el desarrollo
sostenible, el mantenimiento de los sistemas y ciclos naturales, asi como para la seguridad
del pais (Ministerio de Desarrollo Agrario y Riego [MIDAGRI], 2022), su uso abarca
diversas actividades humanas tales como: la cria de peces, mariscos y otras formas de
vida acuatica, la agricultura, la industria, actividades municipales y recreativas, asi como

el transporte de desechos, entre otras.

Existe una creciente contaminacion de los recursos hidricos, ocasionado
problemas a las comunidades aledafias, el 72% de los lagos y humedales del mundo estan
contaminados por residuos urbanos e industriales, provocando mas de la mitad de las
enfermedades infecciosas (Cusiche y Miranda, 2019), la preocupacién existe en las
comunidades donde el recurso hidrico primario esta siendo contaminado por la misma
poblacion y/o empresas mineras, industriales, la cual se transporta por medio de la
corriente de los rios, durante ese trayecto se contamina entre un 70% y 80 % de la
poblacion y sus alrededores (Coila-Yana, 2022), tal como ocurre en la Unidad
Hidrografica Coata ubicada en la cuenca del Lago Titicaca, jerarquizada en el nivel 2 con
el codigo 01, abarcando el Sistema Titicaca — Poopd con 149 588.72 Km?2 (Ministerio del

Ambiente [MINAM], 2013).
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Los rios de la Unidad Hidrografica Coata, albergan un problema de contaminacion
por la acumulacion de desechos organicos e inorganicos, la cual conlleva a dificultades
socio ambientales que implica al gobierno, EPS, mineria, residuos solidos, etc. (Ortega-
Olvea, 2023), ademas, la supervision de la unidad es responsabilidad de la Autoridad
Administrativa del Agua (AAA) mediante monitoreos anuales de la calidad del agua
superficial en la Unidad Hidrografica Coata, donde el Rio Coata en el punto denominado
RCoatl ubicado a 10 metros aguas abajo del puente Independencia, para septiembre de
2023 present6 afectacion por arsénico total (0.02128 > 0.01 mg/I para su categoria ECA
1 - A2), en diciembre de 2022 present6 afectacion por arsénico total (0.02613mg/l > 0.01
mg/l del ECA 1 - A2), similar situacion a mayo de 2021 con arsénico total, pH bésico,
fésforo total y cloruros, evaluado en 19 monitoreos (2011 a 2023) presenta afectacion
recurrente por pH basico, cloruros, arsénico y boro total (Autoridad Nacional del Agua

[ANA], 2023 y MIDAGRI, 2023).

Frente a este problema, existen diversos tratamientos fisico quimicos para
remediar el agua y que estas puedan ser potabilizadas, o0 en su defecto usadas para
actividades humanas que no incluyan el consumo humano, segun (Ramirez-Quiros,
2005), se denominan como tratamientos fisicos, los cuales pueden eliminar la turbiedad
y el color, asi como las materias en suspension de dificil sedimentacion, para ello es
esencial realizar un tratamiento inicial con un coagulante quimico, seguido de un proceso
de decantacion o clarificacion y, posteriormente una filtracion. Asimismo, para eliminar
sabores y olores, se requiere un procedimiento que incluya aireacion, carbon activado,
cloro u otros agentes oxidantes como el ozono; de forma complementaria, los
tratamientos quimicos consisten en la correccion de pH, dureza del agua, ademas de la
eliminacion de elementos nocivos, los cuales consisten en la adicion de cal, soda, zeolita

y/o resinas, 0 métodos compuestos como cal soda, cal zeolita, cal resinas; finalmente la
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adicion de cloro, pudiéndose utilizar cloro puro, sales clorégenas o hipocloritos para la
desinfeccion del agua, todas estas metodologias y procedimientos hacen uso de productos
quimicos los cuales no son sostenibles para el ambiente, ello implica que uso debe ser
regulado y planificado con precision para garantizar que el proceso de potabilizacion sea
eficaz y seguro para los consumidores, previniendo asi cualquier dafio a la salud o riesgo

de intoxicacion (Gordillo y Aguilar, 2022).

Como alternativa de remocidn de aguas contaminadas con elementos organicos e
inorganicos se hace uso de elementos bioldgicos que contribuyen a la oxidacion,
degradacion, transformacion y completa mineralizacion de estos contaminantes, estos
métodos de tratamiento bioldgico dependen de la capacidad de los organismos para
degradar los contaminantes organicos e inorganicos a productos inocuos como diéxido
de carbono, agua y biomasa, siendo este método definido como biorremediacion (Ferrera-

Cerrato et al., 2006).

Para que esta metodologia sea efectiva, eco amigable y sostenible se desarrollan
biotecnologias como la formacion de biofilms o biopeliculas, el cual se define como una
matriz de polisacérido adherida a una superficie que contiene células bacterianas
adheridas, dicha estructura se forman por etapas comenzando con la unién de las células
plancténicas (que estan libre en un medio acuoso) a una superficie, posteriormente sigue
la produccién de una matriz pegajosa que crece y se desarrolla formando un biofilm

conciso (Nazar, 2007).

La biorremediacion mediada por biofilms es una estrategia que ha tenido mucho
impacto en los dltimos 5 afios para eliminar contaminantes ambientales, debido a su
adaptabilidad, produccion de biomasa y su excelente capacidad de absorber, metabolizar,

inmovilizar y/o degradar contaminantes, en comparacién con la forma de vida
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plancténica, la comunidad del biofilm es capaz de absorber y metabolizar contaminantes
orgénicos como hidrocarburos y plaguicidas y metales pesados a través de un patrén de

expresion de genes controlados por el quorum sensing (Pavone, 2022).

La capacidad de formar biofilm no parece restringirse a ningn grupo especifico
de microorganismos Y, en la actualidad, se considera que bajo condiciones ambientales
adecuadas o condiciones in-vitro controladas la mayoria de las bacterias, independiente
de la especie, puede existir dentro de biofilms adheridos a superficies en una interfase
solido/liquida, incluyendo microorganismos tales como Pseudomonas aeruginosa,
Haemophylus influenzae, Streptococcus pneumoniae, Klebsiella y Staphylococcus aureus

(Morato-Sanchez, 2022).

Por tal razén, el estudio abordd el aislamiento de Pseudomonas spp. resistentes a
arsénico de cuatro puntos de la Unidad Hidrogréfica Coata, siendo estos seleccionados
segun el Gltimo monitoreo realizado por el ANA en setiembre del 2023, puntos donde la
concentracion de arsénico supera los limites méaximos permisibles establecidos por el
Decreto Supremo N° 004-2027-MINAM (MINAM, 2017), incrementando probabilidad
de aislar Pseudomonas spp. tolerantes a arsénico, para ser sometidas a un medio liquido
dando lugar a la formacion de biofilms en l&minas de polipropileno, donde
posteriormente, se evalud su capacidad de remover arsénico en agua. En tal sentido, la
investigacion aporta un método de biorremocion in-vitro tecnol6gicamente sostenible, el

cual puede extrapolado a las Unidades Hidrograficas de nuestra region de Puno y el pais.

1.1  OBJETIVO GENERAL

Determinar la actividad de biorremediacion de arsénico in-vitro por biofilms de

Pseudomonas spp. nativas de la Unidad Hidrogréafica Coata - 2024.
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1.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e  Obtener aislamientos nativos de Pseudomonas spp. de aguas de la Unidad

Hidrografica Coata.

e Determinar la concentracion minima inhibitoria de arsénico frente a aislamientos

de Pseudomonas spp. nativos de la Unidad Hidrogréafica Coata.

e Determinar la remocion de arsénico in-vitro por biofilms de Pseudomonas spp.

nativas de la Unidad Hidrogréafica Coata.
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CAPITULO II
REVISION DE LITERATURA

2.1 ANTECEDENTES
2.1.1 Antecedentes internacionales

He et al. (2023), realizaron un estudio sobre la desintoxicacion y
eliminacién de arsénico por Pseudomonas spp. donde aislaron bacterias
resistentes a arsénico de suelos contaminados con este metal pesado, causadas por
le vertimiento de aguas de la mina de Rejalgar en el condado de Shimen, China.
Observaron la oxidacién de As (Il11) acompafiada de eliminacion de As total
aplicando Pseudomonas spp. a través de la biosorcion (desunién y unién a la
superficie) y la bioacumulacion (captacién intracelular) de As en las células, para
revelar dicho efecto utilizaron una metodologia experimental aplicando cinética
bacteriana. Donde se concluyd la interaccion entre As (I11) y grupos funcionales
en la superficie celular, dando lugar a una oxidacién eficiente y una alta capacidad
de adsorcion después del crecimiento bacteriano, la cepa de Pseudomonas spp.

refiere una gran capacidad de acumulacion de As en soluciones acuosas.

Abou-Shanab et al. (2022), estudié la solubilizacion de tipos de As
mediante cepas bacterianas tolerantes a As aisladas de los suelos de la rizosfera y
de la masa de Pteris vittata, se emplearon medios acuosos inoculados con
Pseudomonas putida, Pseudomonas monteili, Pseudomonas plecoglossicida,
Ochrobactrum intermedium o Agrobacterium tumefaciens aislados de muestras
de suelo, las cuales fueron suplementadas previamente con soluciones acuosas de

As (111) y As (V), las cepas bacterianas produjeron la oxidacion del 5 — 30% de
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As (I11) y una reduccidn del 49 — 79% de As (V), , la mayor acumulacion de As 'y
factor de bioconcentracion se alcanzo6 en plantas inoculadas con Pseudomonas
monteilii, el estudio concluyd que las cepas bacterianas estudiadas pueden
aumentar la disponibilidad de As en el suelo, potenciando asi la acumulacion de

As por Pseudomonas vittata.

Tarig et al. (2019), aislaron Pseudomonas aeruginosa resistentes al
arsenico de aguas subterraneas contaminadas del distrito de Vehari, Punjab en
Pakistan. Donde analizaron parametros fisicoquimicos en caldo Luria Bertani
(LB) suplementado con arseniato sédico (100 pug/ml) y arsenito sodico (20 ug/ml).
Se obtuvo una cepa de Pseudomonas aeruginosa arsénico-resistente (ARB)
liofilizado para aplicar el tratamiento, se evaluo la concentracién final de arsénico
por espectrofotometria, la cepa tuvo una concentracion inhibitoria minima (CMI)
de 7 g/l (7000 mg/l) para el arseniato y de 1.4 g/l (1400 mg/l) para la sal de
arsenito. El estudio concluyd que Pseudomonas aeruginosa fue capaz de eliminar
el arsénico con una eficiencia del 98 %, ademas de resistir a concentraciones méas

altas de sales de arsénico (5 000 ug/ml).

Bojorquez et al. (2016), investigaron sobre la eliminacion de cadmio (Cd)
y plomo (Pb) mediante cepas adaptadas de Pseudomonas aeruginosa y
Enterobacter cloacae, con el objetivo de evaluar la absorcion y adsorcion de
metales pesados como el Cd y Pb, empleando un método experimental que
consistié en aislar e identificar gendmicamente cepas bacterianas y adaptarlas a
metales pesados, para ser expuestas y observar si existe la eliminacion o captacion
de metales en un medio acuoso, identificaron de las cepas Pseudomonas
aeruginosa (JCM 5962) y Enterobacter cloacae (LMG 5962), observando una

diferencia en la retencion de Cd y Pb por ambas cepas, las cuales permiten que en
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el caso de Pb se pueda absorber dentro de la biomasa celular, para el caso de Cd
ambas cepas no pudieron absorber ni adsorber el metal, este estudio demuestra el
uso de cepas bacterianas aisladas cerca de aguas residuales contaminadas por
efluentes mineros y/o industriales, los cuales adaptan y hacen resistentes a las

cepas posteriormente a aislar y aplicar métodos de biorremediacion.

Kao et al. (2013), investigaron la eliminacion de arsénico de aguas
subterraneas mediante el uso de una bacteria nativa aislada de las aguas
subterraneas del rio aluvial Zhuoshi de Taiwan, mediante la CMI de la cepa
aislada, se evalud la resistencia a los tipos de arsénico, a diversas concentraciones
de As (II1) (0, 7.5, 15, 37.5, 75, 375, 750 mg/l) y As (V) (0, 375, 750, 1 500, 3
750, 7 500 mg/l). La capacidad de remocion se analizo el As en los concentrados
utilizando un ensayo espectrofotométrico con azul de molibdeno, y secuencias de
ADN pertenecientes a cepa, los resultados mostraron que la cepa reductora de
arsenico es una bacteria perteneciente al género Pseudomonas, la cual mostré una
oxidacion de 15 000 ug/l de As (111) a As (V), su tasa de oxidacion de As (111) esta
relacionada con la densidad celular. El estudio concluy6 que la oxidacién de aguas
subterraneas contaminadas con As (I11) por bacterias nativas aisladas, seguidas de
la eliminacion de As (V) mediante biomasa bacteriana es una tecnologia
potencialmente eficaz y rentable para el tratamiento de aguas subterraneas

contaminadas con As (111).

2.1.2 Antecedentes nacionales

Arpasi-Quispe (2024) evaluo la resistencia al arsénico en todas las cepas
aisladas utilizando la técnica de Concentracién Minima Inhibitoria (CMI). En las

cepas resistentes, se identifico la presencia de genes de resistencia al arsénico
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mediante PCR y electroforesis. La cepa mas resistente fue Pseudomonas
aeruginosa y Bacillus subtilis, que soportaron concentraciones de hasta 10 000
mg/l de arsénico, seguidas por Enterobacter sp., que mostraron resistencia hasta
7 000 mg/l. Por otro lado, se pudo identificar la presencia del gen promotor de
resistencia al arsénico arrA en las cepas de Pseudomonas aeruginosa y
Enterobacter sp., el autor concluy6 que las cepas de Pseudomonas, Bacillus y

Enterobacter resistentes a arsénico estan relacionadas a la presencia del gen arrA.

Rojas-Damian (2023), en su tesis de posgrado, evalud las interacciones de
la cianobacteria Nostoc y Pseudomonas, con los metales pesados Cd, Pb, Asy Cu.
Mediante ensayos de adsorcion se determind que el Cuchuro (Nostoc) y
Pseudomonas se obtuvo una mayor capacidad de adsorcién para Cu y Cd, ya que
esta cianobacteria interactia con fitoquelatinas y metalotioneinas para su
atraccion, teniendo como resultado un porcentaje de adsorcién de hasta el 67 %
para Cd y 76 % para Cu, incluso incrementando el peso de Cushuro, hizo més
eficiente la adsorcion de Cd y Cu, sin embargo, para Pb y As no se obtuvo los
mismos resultados, obteniendo si una remocion de hasta 35 % para Pb y de 26 %
para As, ello no fue significativo al momento de incrementar el peso del Cushuro
para hacer mas eficiente el tratamiento, este estudio aplicoé dicho tratamiento a
cada uno de los relaves mencionados, obtenido porcentajes para cada relave
minero frente al contacto de la cianobacteria con una ligera preferencia por Cu
sobre Cd. Este estudio se vincula a la investigacion presente debido a las
interacciones bioldgicas frente a aguas residuales de relaves mineros donde los

organismos pueden adaptarse frente a estos metales.

Takahashi-Sanchez (2018), evalud la capacidad de remocion de metales

pesados presentes en el agua extraida del afluente del rio Pativilca, aplicando
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como tratamiento células de la cepa Pseudomonas putida inmovilizadas. Se
aislaron una cepa bacteriana que fue sometida a un proceso de adaptacion previo,
utilizando diferentes concentraciones de plomo y cadmio, después de un periodo
de tiempo determinado se interrumpio el tratamiento. La cinética de crecimiento
celular se evalué mediante conteo en placas utilizando el método méas probable.
La mejor adaptacion de la bacteria se obtuvo a una concentracién de 0.01 mg/ml
de plomo y cadmio. La tasa de crecimiento bacteriano fue de 0,14 horas, con una
constante de velocidad poblacional de 4 993 horas y un tiempo de generacion de
2 159 horas. Los resultados del pH obtenidos durante el proceso biotecnolédgico
de remocién oscilaron entre 7.42 y 7.58, lo que influyd directamente en la
eliminacion de plomo y cadmio del rio Pativilca. Se concluyd que la remocion
alcanzo6 un 71.21 % para plomo y un 96.88 % para cadmio, por lo tanto, las células
de Pseudomonas putida, que han sido inmovilizadas y adaptadas, son capaces de

biorremediar aguas contaminadas con iones metalicos.

Mayta y Vela (2015), evaluaron la capacidad de remocién de cromo (V1)
por Pseudomonas putida en un biorreactor Airlift de tubos concéntricos, para
lograr este objetivo elaboraron un biorreactor a escala laboratorio con diferentes
concentraciones de cromo (VI) a temperatura y flujo de aire constante, se
inocularon las bacterias al inicio de cada ensayo. Posteriormente, se analizé la
concentracion de cromo utilizando el método colorimétrico de 1,5-
difenilcarbazida. Los resultados indican que en los tratamientos con 7 mg/l se
logré una remocién de cromo de hasta el 96.8 % después de 7 dias de operacién
del biorreactor, alcanzando una concentracién final de 0.22 mg/l. En los
tratamientos con 50 mg/I, se obtuvo un porcentaje de remocion de Cr 6+ del 98.62

% tras 26 dias de operacién del biorreactor, resultando en una concentracién final
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de 0.68 mg/l. Este estudio concluyé que este método de degradacion biolégica es
efectivo para concentraciones bajas de cromo; por ende, es una buena alternativa

tecnoldgica limpia y barata para el tratamiento de aguas residuales no domésticas.

Giraldo-Zambrano (2012), evalu6 la actividad emulsificante y la
capacidad de remocién de metales pesados de un biosurfactante de naturaleza
ramnolipidica, empleando glicerol como Unica fuente de carbono por una cepa de
Pseudomonas aeruginosa, seleccionaron seis cepas del género Pseudomonas spp.
que fueron expuestas a cultivos que contenian crudo de petréleo para comprobar
la actividad degradativa de hidrocarburos, se evalué también la actividad
emulsificante de cada cepa como criterio de seleccion para la cepa a emplear en
el estudio. El estudio concluyé que se lograron valores maximos de remocion del
98 % y 99 % para plomo y cadmio, respectivamente, utilizando concentraciones
del 0.1 % de ramnolipidos en soluciones acuosas a un pH de 11. Por lo tanto, se
puede afirmar que este tipo de biosurfactante tiene el potencial de ser utilizado en
futuros procesos biotecnoldgicos para la remediacion de entornos naturales

contaminados por metales pesados y/o petrdleo crudo y sus derivados.

2.1.3 Antecedentes regionales

Supo-Quispe (2022), realizd una investigacion sobre la degradacion del
fenol de aguas residuales de bafios quimicos portatiles mediante Pseudomonas
aeruginosa, mediante muestreos de agua potable y residual en bafios quimicos
portéatiles de la empresa Concretos Supermix S.A., dichas muestras de agua se
sembraron en medios de cultivo con dosificacion de fenol en distintas
concentraciones, empleando 310 perlas de Pseudomonas aeruginosa

inmovilizadas, con tiempos de contacto, la cuantificacion del fenol se realizd por
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el método fotométrico directo, los resultados indican que a concentraciones mas
bajas de fenol, el crecimiento de las bacterias es mayor, mientras que a
concentraciones mas altas de fenol, el crecimiento bacteriano disminuye. La
concentracion final de remocion fue de 91.4 mg/l de 368 mg/l (75.2 % de
remocion), 0.34; 0.18 y 0.21 mg/l de 5 mg/l (93.2; 96.4; 95.8 % de remocion
respectivamente) a diferentes concentraciones de pH; es decir, el porcentaje de
remocion es mayor cuando el pH es menor, en sintesis, el estudio indica que
Pseudomonas aeruginosa inmovilizada es capaz de degradar el fenol y que el

porcentaje de remocion aumenta con el tiempo.

Avila-Naupa y Alata-Ccori (2020) determinaron el uso harina de totora
nativa (Schoenoplectus californicus) recolectada del sector Cabracancha del
distrito de Coata en nuestra region, para observar la eficiencia de remocion de As
en muestras de agua, empleandola a manera de filtros por capas, la totora de
obtuvo a través de una serie de procesos que consistieron en: extraccion, lavado,
secado, triturado, tamizado y embolsado, una vez obtenido la harina, elaboraron
un filtro que construyeron con recipientes de plastico, grifos PVC, harina de
totora, arena, gravas pequefias, medianas, y gruesas, ademas de gasas, de manera
tal que al agregar agua con arsénico por encima de todo el filtro, lograron obtener
hasta un 83.37 % de remocién de As, comparado con otros tipos de materia
organica liofilizados que acttan como filtrante, determinando a este tipo de
biorremocion de baja complejidad de operacion y bajo costo, dicho estudio abordd
el uso de material organico para la adsorcién de metales pesados como el As,
siendo una opcion a utilizar inclusive para obtener agua de consumo humano en

las zonas rurales aledafias al rio Coata que no cuentan con acceso al agua potable.
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Choquejahua-Quenta (2018), en su tesis de pregrado tuvo el objetivo
general de evaluar la remocion de arsénico mediante bioadsorcion con biomasas
de granos de cebada (Hordeum vulgare L.) y avena (Avena sativa L.) en un medio
acuoso, ademas, determino las condiciones de pH y concentracion de biomasa
Optima para la remocién, el método y disefio de investigacion fue complemente
experimental utilizando una variable dependiente que fue la remocion de arsénico,
y una variable independiente lo cuales fueron las biomasas formadas de granos de
cebada y avena, la autora concluy6 que las biomasas obtenidas pueden remover el
arsénico en un medio liquido, siendo la biomasa de avena (Avena sativa L.) el
bioadsorbente mas eficaz, ademas de definir los valores 6ptimos de pH y tiempo
empleado, se obtuvo en promedio un porcentaje de remocion del 89.92 % para las
biomasas de avena, y un 89.32 % para biomasas de cebada, ambos resultaron ser

eficaces y tratamientos alternativos para la remocion de metales pesados en agua.

Quispe-Machaca (2017), ejecutd una investigacion con el objetivo de
identificar de forma cuantitativa y cualitativa la comunidad bacteriana de las aguas
del rio Ramis, resistentes in-vitro al Pb y al Hg. Se obtuvieron muestras de agua,
al borde del afluente, a 2 m de la orilla con una profundidad de 10 cm y 40 cm de
profundidad en el mismo sitio. en diferentes medios de cultivo se aisl6 cultivos
puros de bacterias para evaluar la resistencia a Pb y Hg en diferentes
concentraciones. El punto con mayor recuento bacteriano de las muestras de agua
corresponde a la muestra obtenida a 40 cm de profundidad del agua con 2.55 x
10° UFC/ml, de todos los puntos de muestreo, se identificaron seis géneros
bacterianos: Serratia, Klebsiella, Staphylococcus, Escherichia, Streptococcus y
Enterobacter; las cuales fueron resistentes al Pb y al Hg a concentraciones de 200,

500, 1 000 y 2 000 pg/ml, en los seis géneros de bacterias identificados, los
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recuentos bacterianos variaron entre los diferentes tratamientos, mostrando una

diferencia estadisticamente significativa.

Coila-Apaza (2017), evalud la resistencia a los antibioticos y metales
pesados en bacterias coliformes de la laguna de oxidacién Espinar de la ciudad de
Puno. Posteriormente, evalu6 en cada bacteria la respuesta antimicrobiana
mediante el método de Kirby Bauer y para la evaluacion de la resistencia a los
metales pesados (Pb, Cd y Hg). Los resultados mostraron que Escherichia coli,
Enterobacter sp y Klebsiella sp, fueron sensibles a los antibioticos ceftriaxona,
cefalexina y cefotaxima; mientras que E. coli y Enterobacter sp. mostraron ser
sensibles a cloranfenicol; por otro lado, Klebsiella sp. presentd resistencia
intermedia a cloranfenicol; las tres bacterias presentaron respuesta intermedia a
eritromicina, las bacterias aisladas, demostraron resistencia a los metales pesados
en todas las concentraciones probadas, Escherichia coli, Enterobacter sp. y
Klebsiella sp. crecieron mejor en presencia de Pb, simultineamente en presencia

de mercurio crecieron Enterobacter sp. y Klebsiella sp.

22 MARCO TEORICO

2.2.1 Metales pesados

Los metales pesados son un grupo de elementos quimicos caracterizados
por su alta densidad (Agencia Espafiola de Seguridad Alimentaria y Nutricion
[AESAN], 2022), Principalmente, incluyen metales de transicion, como el cadmio
(Cd), mercurio (Hg) y cromo (Cr); elementos ubicados en la parte inferior
izquierda de la tabla periodica, como el paladio (Pd) y el estafio (Sn); asi como
algunos metaloides, como el arsénico (As). Muchos de estos elementos son
toxicos debido a su capacidad para interactuar y unirse con diversos grupos
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funcionales de biomoléculas (Sadak, 2023; Schmitz, 2018). Una caracteristica que
los hace especialmente peligrosos es su incapacidad para degradarse, ya sea por
procesos quimicos o bioldgicos. Una vez liberados, principalmente a traves de
actividades industriales y mineras, estos metales persisten en el medio ambiente
durante cientos de afios, contaminando el suelo, el aguay el aire, esta acumulacion
en los organismos vivos tiende a incrementarse a medida que se avanza en la
cadena alimentaria, lo que agrava su impacto (AESAN, 2022). Particularmente,
los metaloides tienen un elevado grado de toxicidad en seres vivos por ello son de

importancia para la salud publica.

2.2.2 Arsénico

El arsénico es un elemento natural que se distribuye ampliamente en la
corteza terrestre, que es nocivo para los organismos vivos (Agency for Toxic
Substances and Disease Registry [ATSDR], 2007). Su nimero atémico es de 33,
con una densidad de 5, 72 g/mol, a presion atmosférica, el arsénico volatiliza a
613 °C y a 400 °C ardiendo con fuego para formar el sesquidxido de arsénico

(As40e6).

Este metaloide se encuentra en tres formas elementales, tanto inorganicas
(trivalentes), organicas (pentavalentes) y gas arsina (Murray et al., 2015). Estos

tres grupos se clasifican segun las valencias:

e As (0) (arsénico metaloide, estado de oxidacion 0),

e As () (trivalente, estado de oxidacién 3, como en los arsenitos),

e As(V) (pentavalente, estado de oxidacion 5, como en los arseniatos), y

e Gas Arsina (estado de oxidacion -3) (Gehle, 2013).
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Tabla 1

Clasificacion de tipo de arsénico y su uso comercial.

Tricloruro de . .
Industria de la cerdmica

arsénico
- Producto secundario de la industria
Anhidrido . x
X del cobre, plomo, zinc, estafio y oro.
arsenioso
Purificacion de gases sintéticos,
Trioxido de conservantes de cuero y madera y
arsénico refinamiento en la fabricacion del
vidrio.
Arsenito -
P Insecticidas.
calcico
Trivalente Acetato - L .
) Insecticidas, fabricacion de pinturas
(D) arsenito :
A para barcos y submarinos.
cuprico
Compuestos Arsenito Herbicida, agente de secado en la
Inorgéanicos sodico industria textil.
Componente  del cristal de
Trisulfuro de transmision. También se utiliza en la
arsenico fabricacion de material pirotécnico y
de semiconductores.
Acido Produccion de vidrio y en los
arsénico procesos de tratamiento de la madera.
Pentoxido de Herbicida y conservante de la
arsénico madera.
Acido Fabricacion de vidrio y en los
arsénico procesos de tratamiento de la madera.
Pentavalente Pentoxido de Herbicida y conservante de la
V) arsénico madera.
Arsenito -
. Insecticidas.
calcico
Ac. cacodilico Herbicida y defoliante.
Ac. arsanilico Cebo para saltamontes y raticida.
Compuestos o~ o
Oraani Compuesto de arsenico organico de
rganicos . . . o
Arsenobetaina y arsenocolina  baja toxicidad que se encuentra en
crustaceos y peces.
Fundicién, refinacion y aleacion de metales no ferrosos, sintesis
Gas arsina organica y en la fabricacién de componentes electrénicos de estado
solido.
Dicloroetilar  Liquido incoloro de olor irritante y posible arma
sina quimica.
Arsinas Dicloro, - . -
- ; Liquido de color verde oliva con un olor similar al
sustituidas arsina, . .
. ... germanio. Se desarrollo asimismo el agente
clorovinildic 3. o P .
: dimercaprol o antilewisita britdnica como antidoto.
loroarsina

e Fuente: (Ministerio de Salud [MINSA], 2010)
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Dependiendo de la valencia, asi como de la forma orgénica e inorgénica,
solubilidad, tasas de absorcidn, estado fisico, pureza y eliminacion; se forman
compuestos de arsénico como: compuestos inorganicos (trivalentes y
pentavalentes), compuestos organicos (trivalentes y pentavalentes) y arsénico
elemental (Tabla 1). En general, estos compuestos son en su mayoria solubles en
agua, causando una toxicidad relativa siendo los compuestos inorgénicos de

arsénico mas toxicos que los organicos (ATSDR, 2007).

2.2.2.1 Fuentes de arsénico

Las fuentes antropogénicas del arsénico se producen en actividades
mineras, al extraer el As de forma indirecta puesto que se encuentran en
aleacién con otros elementos (arsenolita, cobaltita, oropigmento, etc.)
(Cérdoba-Palacio, 2006). Por ejemplo, las industrias productoras de cobre,
son de las principales fuentes de emision de arsénico que en los procesos
de produccion de plomo y zinc se generan gran cantidad de este metal, la
cual es vertida a las aguas superficiales (European Chemicals Agency
[ECHA], 2024). EIl arsénico también se incluye en la fabricacion de
diversos productos como, vidrio, pesticidas, aleaciones no ferrosas,
desecantes, quimicos conservadores, medicamentos, entre otros productos
(Gehle, 2013; Murray et al., 2015). Al término de la vida atil de estos
productos se introduce en los ecosistemas, pudiéndose encontrar en el

agua, en el suelo, vegetales, animales y organismos marinos (Gehle, 2013).
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Figural
Disolucién y estado de las principales formas de arsénico en aguas

subterraneas.

Oxidacion para mineria
y sobre exportacion

Arsénico adsorbido en
oxihidroxido férrico
(AsFeOOH) de agua subterranea

Como mineral portador
de pirita, arsenopirita
(FeAsS)

Fuentes antropogénicas
(vertidos agricolas e
industriales)

Incorporacién con materia
orgéanica y acido carbénico
(H>CO-)

mineria y sobre
exportacion

Oxidacion para

microbiano

Metabolis

mo

Microbios
anaerdbico

—_—

H,AsO 7% H, AsO;—% HAsO> —®AsO} H,AsO ,—»H,AsO; —yp HAsO " _p AsO }

[ Arsenite [As(I11)] ] [ Arsenate [As(V)] ]

Anaerobios

Fuente: Adaptado de Kabir y Chowdhury, (2017).

2.2.3 Efectos sobre el ambiente y la salud humana

2.2.3.1 Efectos en el Ambiente

Las fuentes de arsénico contaminan el suelo y al ser el arsénico
biodisponible en el ambiente puede afectar las condiciones normales del
suelo y el agua por e ende los organismos que se encuentran en ella e

incurriendo como contaminante en la cadena alimentaria.

Los niveles altos de As en el suelo interfieren con el crecimiento
normal de plantas y el rendimiento de cultivos. Los niveles normales del
suelo se derivan principalmente de pruebas sobre residuos industriales,
mineros y urbanos, no sobre suelos naturales. En suelos agricolas se
establece un estandar de As en el suelo en relacion con el crecimiento de
las plantas. En el Perd, el valor guia de arsénico es dependiendo del uso de
suelos, en suelos agricolas 50 mg/kg, en suelos residenciales o parques es

de 50 mg/kg y en suelos comerciales, industriales o extractivos es de 140
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ma/kg (MINAM, 2017). Si los niveles de As son sobrepasados tienen
efectos directos en las plantas las plantas que tienden a acumular As a
través de mecanismos de secuestro de As por vacuolas, mecanismos de
carga y descarga en el xilema y floema entre otros mecanismos (Zhao et
al., 2010), las lombrices presentan alteraciones genéticas en su microbiota
intestinal (Wang et al., 2019), los peces tienen efectos toxicos en el sistema

nervioso (Mondal et al., 2021)

Por otro lado, los niveles elevados de As en agua son un
contaminante para toda la cadena tréfica. El valor de referencia depende
del tipo origen del agua que se esté midiendo, ya que los valores tienden a
ser variables por el ambiente que rodea a los cuerpos de agua (World
Health Organization [WHQ], 2022). En Perd, los niveles normales de As
en agua son establecidos por el (MINAM, 2017) a través de los Estandares
de Calidad Ambiental (ECA) para Agua, esta normativa establece
parametros especificos en funcion de la categoria y uso del agua,
proporcionando un marco legal para su monitoreo y control que incluye

las categorias:

e Categoria 1: Incluye a las aguas destinadas a la poblacion y con
fines recreativos. Donde el valor guia es de 0.01 a 0.15 mg/l
dependiendo de la subcategoria.

e Categoria 2: Incluye aguas para la extraccién, cultivo y otras
actividades marino costeras y continentales. El valor guia es de

0.05 a 0.1 mg/l dependiendo de la subcategoria.
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e Categoria 3: Son aguas de con fines de riego de vegetales y bebidas
de animales. El valor guia es de 0.1 a 0.2 mg/l dependiendo de la
subcategoria.

e (Categoria 4: Son aguas destinadas a la conservacion del ambiente
acuatico. El valor guia es de 0.15 a 0.036 mg/l dependiendo de la
subcategoria.

A través del ingreso del As a la cadena trdfica se afectan muchos

organismos en especial el ser humano.

2.2.3.2 Efectos en la salud humana

El arsénico al ser un elemento muy disperso, puede transmitirse a
través de la cadena alimentaria hasta al ser humano. Al llegar al individuo
ocasiona graves dafios, debido a que pueden extenderse desde malestar
general hasta la muerte (Ravenscroft et al., 2009). Los efectos del As sobre
el humano dependen del estado se oxidacion, estructura quimica del

compuesto y del tiempo en el cual este expuesto (MINSA, 2012).

La ingestion aguda o subaguda de As inorganico produce un patron
secuencial dependiente de la dosis de insuficiencia organica maltiple. La
ingestion de <0.05 mg/kg puede causar una enfermedad autolimitada al
sistema gastrointestinal. La intoxicacion cronica por arsenico suelo ocurrir
como consecuencia de un consumo prolongado, mayor a 10 afios, de agua
contaminada con Arseénico. También los efectos en el ser humano
dependeran de la edad, en adultos la ingestion de >1mg/kg es
potencialmente letal (Ravenscroft et al., 2009), mientras que en nifios

cualquier dosis es letal (Murray et al., 2015)

40

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



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

2.2.4 Toxicocinética

2.2.4.1 Absorcion

El arsénico inorganico se absorbe considerablemente en la dermis.
En el tracto digestivos depende de su solubilidad, puesto que el &cido
clorhidrico gastrico impide la absorcion de arsénico metalico por via oral,
contrario a las sales de arsénico que su absorcion es mayor por via
digestiva debido a su excelente solubilidad. Mientras el gas arcina se

absorbe bien por la via respiratoria.

2.2.4.2 Distribucion

Independientemente de la forma en que ingrese, el arsénico se
localiza dentro de los eritrocitos, donde se combina con la globina de la
hemoglobina. Después de 24 horas, se distribuye a 6rganos como el
higado, los rifiones, los pulmones, las paredes del tracto gastrointestinal y
el bazo, acumulandose en pequefas cantidades en los musculos y el tejido
nervioso. Con una exposicion continua al arsénico durante 14 dias, el metal
se acumula en la piel, el cabello y los huesos, inclusive llegando a evadir

la barrera placentaria.

2.2.4.3 Biotransformacion

Al entrar en las células causa dafio al juntarse con grupos sulfidrilos
de las proteinas celulares. Los compuestos llamados tio arsenicales son
estables, pero pueden ser convertidos por el metabolismo a arsenioxidos

activos con subsiguiente oxidacion:

R—As =As — RR — As — OR — As — OH
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La metilizacion es la via de absorcion mas comun, produciendo
principalmente dimetil arsénico. Su accién resulta en la inhibicion del
dihidrolipoato, que actia como cofactor del piruvato deshidrogenasa, lo
que provoca un bloqueo del ciclo de Krebs y afecta la fosforilacion
oxidativa. También inhibe la conversion de acetil-CoA y succinil-CoA, el
arsénico inorgénico pentavalente se absorbe méas que el orgénico trivalente

(Murray et al., 2015).

2.2.4.4 Tolerancia:

Los compuestos que contienen arsénico, arsenicales, tienen la
habilidad de inducir enzimas microsomales hepéaticos creando asi
tolerancia, es decir se incrementa la capacidad para transformar el arsénico
trivalente en su forma pentavalente, que es menos toxica (Cordoba-

Palacio, 2006).

2.2.45 Excrecién

El arsénico inorganico tiene una vida media de 10 horas, tras ello
el 50 al 80 % es excretado en tres dias a través de la via urinaria; también
hay otras vias de excrecion como la cutanea, via fecal y por la leche en la
mujer lactante (Agency for Toxic Substances and Disease Registry

[ATSDR], 2007).

2.2.5 Indicadores bioldgicos

Los indicadores bioldgicos de exposicion recientes con los niveles
sanguineos. En exposiciones cronicas el pelo y las ufias ayudan a evaluar

exposiciones pasadas. Sin embargo, las muestras de orina son los mejores
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indicadores tan para exposiciones cronicas como recientes (Cordoba-Palacio,
2006). En la Tabla 2 se puede apreciar mas a detalle los valores de referencia del

arsénico.

Tabla 2

Indicadores biologicos de exposicion a arsénico.

EXPOSICION
MUESTRA NORMAL EXCESIVA
Sangre total 10 pg/1 hasta 50 pg/I
Orina <50 pg/l >100 pg/l
Cabello 0.5-2.1 ppm
Unas 0.82 -3.5 ppm
Agua de consumo 0.05 ppm

Fuente: (Cérdoba-Palacio, 2006)-

2.25.1 Toxicidad

La dosis letal del trioxido de arsénico es de 2 a 3 mg/ kg, pero la
inhalacion de arsenamina causa la muerte en pocos minutos, Si se
encuentra en cantidades de 5 mg/ m® de aire. La cantidad méaxima tolerable
en entornos industriales es de 0.05 ppm, mientras que en los alimentos se
permite hasta 3.5 ppm. La ingesta de entre 70 y 180 mg puede resultar
mortal, mientras que, para el arsénico elemental, el limite es de 0.01
mg/m?3. De arsina 0.05 ppm y su ingesta diaria es >0.3 mg/l. Al ingerir
dosis masivas se absorben rapidamente produciendo cuadros clinicos por
intoxicacién agua y cronica (ECHA, 2024). En la Tabla 3 se explica a

mayor detalle.
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Tabla 3

Consecuencias en sistemas humanos de toxicidad a arsénico.

SISTEMA

Toxicidad Aguda

Toxicidad Croénica

Nervioso central

Confusion, delirio,
encefalopatia, convulsiones,
sindrome similar al guillan
barre.

Encefalopatia, dolor de
cabeza, convulsiones,
psicosis, cambios de
personalidad.

Nervioso periférico

Neuropatia periférica de
aparicion temprana en
guante y calcetin con
axonopatia (1,3 semana)

Neuropatia sensitivo
motora desarrolla / persiste.

Cardiovasculares

Hipotensién, prolongacion
del intervalo QT, arritmias
(bradicardia, fibrilacion
ventricular)

Prolongacién del intervalo
QT y arritmias.

Gastrointestinales

Nauseas, vomitos, sed
intensa, diarrea acuosa 0
con sangre, acidosis
metabolica, dolor
abdominal, hepatitis aguda.

Puede ser ausente,
estomatitis, cirrosis,
hipertension portal.

Pulmonar

Tos, disnea, dolor toracico,
edema pulmonar

Tos

Hematoldgicas

Pancitopenia de
predominio plaguetario,
anemia hemolitica por
cariorexis.

Anemia leucopenia,
pancitopenia.

Renales

Proteinuria, hematuria,
necrosis tubular aguda,
insuficiencia renal aguda.

Otorrinolaringoldgicas

Irritacion de la membrana
mucosa
otorrinolaringoldgicas,
sabor metalico.

Laringitis

Dermatoldgicas

Erupcion maculosa difusa,
descarnacién, ulceras
bucales, lineas de Beau en
ufias.

Hipo o hiperpigmentacion,
hiperqueratosis (palmas y
plantas), cancer de piel,
edema d manos y pies /
faringeo, alopecia en
parches.

Otros

Otros tipos de cancer
multiple, enfermedad de
pies negros.

Fuente: (MINSA, 2012)

2.2.6

Remocién de arsénico

La eliminacion de as del medio acuoso es muy importante debido al dafio

en la salud y el ambiente. Actualmente se cuenta con la disponibilidad de
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tecnologias efectivas para la remocion de arsénico, la diferencia entre estas

metodologias es la accesibilidad y el costo.

Para la remediacion de metales pesados como el arsénico se emplean
métodos fisicoquimicos como filtracion por membranas, precipitacion quimica,
intercambio idnico, adsorcidn y procesos electroquimicos (Sekhar y Bhaumik,
2021); con la peculiaridad de que cada uno de estos procesos esta limitado por
uno o mas inconvenientes tales como la produccién de una gran cantidad de lodos,
la dificultad de eliminacion, la demanda de una gran cantidad reactivos y
limitaciones técnicas. En la Figura 2 se puede apreciar en sintesis los métodos de

remediacion de metales pesados.

Figura 2

Tipos de remocion de metales pesados.

Convencion Avanzado
L initacid Nanotecnoloaia
| Quimico Premplt_acmn
auimica
Adsorcién de
Adsorcion membrana
i6 fai Cambio .
Remocidn de .| Fisico - : Oxidacién
metales Filtracién avanzada
Proceso

electroguimico

|_,| Bioldgico

Biosorcién

Fuente: Adaptado de Sekhar y Bhaumik, (2021)

Sin embargo, los procedimientos que generan un impacto general en
comunidades aledafias, requieren técnicas rentables para tratar los metales
pesados como el arsénico, las cuales podrian ser empleados por la poblacion de

manera empirica, ademas de ser amigables con el ambiente.
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Las comunidades rurales en Puno cuentan con los recursos para poder
emplear la mayoria de estas tecnologias debido a su alto costo y su complejidad

técnica (Sekhar y Bhaumik, 2021).

2.2.6.1 Remocién microbioldgica

La remocion microbioldgica de metales pesados es ampliamente
aceptada por la sociedad debido a que emplea organismos vivos o inertes,
como plantas y microorganismos, lo que la convierte en una alternativa
sostenible y amigable con el medio ambiente. Las técnicas basadas en
organismos biologicos se destacan por ser sustentables, féaciles de
implementar y de bajo impacto ambiental, en el caso de las plantas
utilizadas para la remocién de metales pesados, estas deben cumplir con
ciertas caracteristicas clave, como poseer un sistema radicular extenso, alta
tolerancia a contaminantes, crecimiento rapido y dindmico, gran capacidad
de generacion de biomasa, adaptabilidad a distintos entornos y la
capacidad de absorber y eliminar arsénico del ambiente, asimismo, se
emplean bacterias resistentes al arsénico, que no solo contribuyen
directamente a la remocién de este metal del medio ambiente, sino que
también promueven de manera indirecta la detoxificacion y
biodegradacion de otros metales en las rizosferas de las plantas,

fortaleciendo el proceso de remediacion ambiental (Alka et al., 2021).

2.2.6.2 Bacterias resistentes al arsénico

La exposicion constante a arsénico es un ambiente estimulante para
la resistencia de bacterias, muchas de estas crecen y sobreviven a la
toxicidad del arsénico mediante la transformacion de tipos de arsénico,
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reportandose asi varios aislados bacterianos resistentes a arsénico como
Acinetobacter, Pseudomonas y Rahnella aislados de raices de alfalfa y
garbanzo fueron tolerantes a arsénico, de las cuales Pseudomonas fue la

mas resistente (Tashan et al., 2021).

Las bacterias cuentan con varios mecanismos para resistir al
arsenico, a través de la conversion redox de sus formas inorganicas. En la
actualidad, se han sugerido seis mecanismos de resistencia a los metales

pesados:

e Extrusion de iones metalicos mediante bombas de eflujo o por
difusion.

e Liberacion de iones metalicos a través de barreras extracelulares
como la cépsula, la pared celular y la membrana plasmatica.

e Secuestro intracelular de iones metélicos.

e Secuestro extracelular de iones metalicos.

e Biotransformacién/desintoxicacion de iones metalicos téxicos.

e Disminucion de la sensibilidad de los objetivos celulares a los iones

metalicos (Bazzi et al., 2020).

En términos generales, las moléculas de arsénico ingresan en la
célula bacteriana a través de transportadores especificos para fosfatos y
acuagliceroporinas modificando, son recepcionadas por el gen ArsC para

desencadenar una cascada con la expresion de proteinas con el fin de
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expulsar el arsenito (As Ill); todo ese proceso esta regulado por el gen

ArsR y ArsD (Bazzi et al., 2020).

2.2.7 Pseudomonas

El género Pseudomonas son bacterias que se encuentran en el suelo y en
el agua, también se encuentran en ambientes hospitalarios Se distribuye
ampliamente en casi cualquier entorno, por sus minimas exigencias para crecer y
su versatilidad nutricional. Las bacterias de este género pueden emplear diversos
compuestos organicos como fuente de carbono y nitrégeno, incluso llegan a crecer
en agua destilada empleando oligonutrientes Estos microorganismos tienen
también factores estructurales, toxinas y enzimas que favorecen su sobrevivencia

en el ambiente (Murray et al., 2023).

2.2.7.1 Clasificacion

La mayoria de las Pseudomonas estuvo clasificada originalmente
en el género Pseudomonas, en la actualidad se sabe que existen cinco
grupos de rRNA taxonomicamente diferentes. ES por eso que se
atribuyeron diferentes nombres de genero para cada uno de estos grupos.

Solo el grupo rRNA | conserva su designacion como genero Pseudomonas.

En el siguiente cuadro se muestra un esquema realizado con bases

genotipicas y fenotipicas.

2.2.7.2 Clasificacion genotipica y fenotipica de las Pseudomonas

e TrRNAgrupol
e Grupo fluorescente
- Pseudomonas aeruginosa
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- Pseudomonas fuorescens
- Pseudomonas putida

e Grupo stutzeri

- Pseudomonas stutzeri

- Pseudomonas mendocina
- Grupo Vb-3dosCDC

e Grupo alcaligenes

- Pseudomonas alcaligenes
- Pseudomonas pseudoalcaligenes
- Pseudomonas sp., grupol
e Grupo Fluorescente:

Las especies de este género se caracterizan por la produccion de un
pigmento hidrosoluble, pioverdina, que emite fluorescencia blanca a
verde-azulada cuando es examinada sobre luz ultravioleta en una longitud
de onda de 400 nm. La tabla 4 describe las caracteristicas bioquimicas

principales de los miembros de este grupo.

Tabla 4

Caracteristicas del grupo Fluorescente.

Pseudomonas Pseudomonas Pseudomonas

PRUEBA . .
aeruginosa flurorescens putida

Pioverdina + + +
Piocianina + - -
Acetamida \ - -
Crecimiento a 42°C + - -
Reduccién de NO3 V (74) V (19) -
Hidrolisis de

gelatina v (46) " )

Fuente: (Basualdo et al., 2006)
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e Grupo stutzeri:

Todos los microorganismos de este grupo son desnitrificadores del
suelo y pueden crecer en medios anaerdbicos conteniendo nitratos y
produciendo gas nitrogeno. Las cepas son mdviles porque tienen flagelos
monotricos polares. La tabla 5 describe caracteristicas que diferencias a

los miembros de este grupo.

Tabla b

Caracteristicas del grupo Stutzeri.

Pseudomonas

Pseudomonas - Grupo Vb-3 2
Prueba stutzeri, VB-1 mendoc;na, VB- FC):DC
Oxidasa + + +
OF de glucosa A A A
OF de maltosa A - A
OF de lactosa - - -
OF de manitol V (70) - A
Reduccion de NO; + + +
NOsen gas + + +
Arginina - + +
Lisina - - -
Hidrolisis de amino + - V (75)
Polimixina B S S S
Colonias arrugadas + - -

Fuente: (Basualdo et al., 2006)

e Grupo alcaligenes:

Los microorganismos de este grupo se caracterizan por ser
asacaroliticos o apenas sacaroliticos en el medio de OF glucosa (Tabla

6)(Procop et al., 2018).
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Tabla 6

Caracteristicas principales de Pseudomonas alcalinas.

PRUEBA

Comamonas
terrigena
kerstersii

Delfia
acidovorans
Pseudomonas
alcaligenes
Brevundimon
as diminuta
Brevundimon
as vesicularis

+
+
=+

+
+ V (26)

Oxidasa
Crecimiento en
MacConkey
OF de glucosa Alc. Alc. Alc. Alc.  Fr.(29) Fr.57)
OF de fructosa Alc. Alc. A Alc. Alc. Alc.
OF de manitol Alc. Alc. A Alc. Alc. Alc.
Reduccion de + + + V (61) - -
NO3
NO3 en gas - - - - - -
Hidrolisis de - - - - V (568) V (38)
gelatina
Hidrolisis de - - - - - +
esculina
Hidrolisis de - -
amino
Hidrolisis de + + DI DI DI Dl
tirosina
DNasa - DI - - V (12) -
Acetamida - DI + - -
Indol - - Naranja -
PYR + - +(96) V (12) -
Sensibilidad a S S R \ S (92) S
desferrioxamina
Fosfatasa alcalina - - - - + +
3-hidroxibenzoato - DI DI DI DI
4-hidroxibenzoato -
L-alanina + -
Crecimiento a -
42°C

Fuente: (Basualdo et al., 2006)

» +| Comamonas

+
© +
=y
~
+
+

V(16) - +

+

+

V(8) V@8 V(19 -

2.2.7.3 Estructura

El género Pseudomonas son bacilos gramnegativos no
fermentadores rectos o ligeramente curvados de 0.5—1.0 por 1.5-5.0 ym

dispuestas en pareja. son de respiracion aerobia (Murray et al., 2023). La
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mayoria de las cepas tienen movilidad producida por uno o mas flagelos
polares que impulsa rapidamente al organismo y ayuda a unirse a tejidos
huéspedes (Procop et al., 2018; Ryan et al., 2022). Las colonias son
oxidasas positivas, no requieren medios enriquecidos para crecer, pueden
sobrevivir y multiplicarse en un amplio rango de temperaturas (20 — 42
°C) y en cualquier entorno incluso los de alto contenido de sal. Presentan
porinas y lipolisacaridos relativamente impermeables fuera de la
membrana externa la cual le diferencia de la familia Enterobacteriaceae.
En algunas cepas hay una capa mucosa de exopolisacaridos mucoide fuera
de la pared celular que tiene diversas funciones sobre la bacteria, lineas

abajo detallaremos mas a profundidad esta caracteristica.

Pseudomonas tiene uno de los genomas bacterianos mas largos,
codificando 5567 genes, incluidos 468 genes reguladores. Su genoma es
importante para comprender la adaptabilidad a una amplia gama de
condiciones ambientales como los son los metales pesados (Ryan et al.,

2022).

2.2.7.4 Epidemiologia

Pseudomonas spp. habitan en el medio ambiente, por ello se aislan
del suelo, del agua, de las plantas y de los animales incluyendo al hombre.
La epidemiologia de esta especie se refleja en una afinidad por ambientes
himedos (Ryan et al., 2022). La humedad es un factor critico para el
reservorio hospitalario; equipos de asistencia respiratoria, soluciones de
limpieza, desinfectantes, incubadoras, etc. (Murray et al., 2023; Ryan et

al., 2022). En casos particulares, puede formar parte de la flora habitual de
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individuos sanos que no fueron hospitalizados anteriormente, en cambio
en pacientes internados la tasa de colonizacion se aumenta
significativamente, en la piel, las vias respiratorias, el tracto
gastrointestinal especialmente en areas de riesgo como cuidados intensivos

de adultos, neonatos, pediatricos, entre otros.

2.2.7.5 Patologia

A pesar de que Pseudomonas spp. es un patégeno oportunista
requiere una ruptura significativa de las defensas de primera linea (como
lesion cutanea) o una ruta de exposicion (solucién cutanea o algin aparato
medico invasivo) para iniciar una infeccion (Ryan et al., 2022). La union
de las células epiteliales es el primer paso en la infeccion, la cual es
mediada por factores adhesivos (pili, flagelos y el limo polisacarido
extracelular) (Ryan et al., 2022). La infeccion puede agravarse si el
huésped esta inmunodeprimido, presentando una disfuncion de los
mecanismos inmunoespecificos por neutropenia,
hipogammaglobulinemia, deficiencia de complemento o inmunosupresion

iatrogénica (Murray et al., 2023).

La accion patogénica también se media por las enzimas
extracelulares, exoenzima S y exotoxina A, que juegan un rol importante
en la patogénesis y en la infeccidn respiratoria y estan particularmente
involucradas en la invasion pulmonar de los pacientes con enfermedades

fibroquisticas (Basualdo et al., 2006).

Por otro lado, las enzimas extracelulares (neuraminidasas,
fosfolipasas y proteasas) producidas por el microorganismo en el sitio de
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infeccion son capaces de actuar sobre las células epiteliales, provocando

dafio tisular (Basualdo et al., 2006).

2.2.7.6 Diagnostico de laboratorio

2.2.7.6.1Microscopia

La observacion de bastoncillos delgados gramnegativos dispuestos
aisladamente y en parejas sugiere la presencia de Pseudomonas, pero no
es definitiva, otras Pseudomonas tienen una morfologia similar (Basualdo

et al., 2006).

2.2.7.6.2Cultivo

Debido a que Pseudomonas tiene requisitos nutricionales simples,
las bacterias se recuperan facilmente en medios de aislamiento comunes
como el agar sangre y el agar MacConkey. Sin embargo, el medio de
cultivo preferencial para el aislamiento de Pseudomonas aeruginosa es el

agar Cetrimide (Basualdo et al., 2006).

Requieren incubacion aerdbica, por lo que su crecimiento en caldo
se limita generalmente a la interfase caldo — aire, en la que la concentracion
de oxigeno es la mas alta. La morfologia colonial, el olor y los resultados
de pruebas bioguimicas rapidas seleccionadas (por ejemplo, reaccién
positiva de la oxidasa) son suficientes para la identificacion preliminar de
estos aislados. Por ejemplo, Pseudomonas aeruginosa en agar chocolate
crece rapidamente y tiene colonias planas con un borde extendido, f-
hemdlisis, una pigmentacion verde causada por la produccién de los
pigmentos azul (piocianina) y amarillo-verde (pioverdina), y un olor
caracteristico dulce, como a uva. Aungue la identificacion definitiva de
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Pseudomonas aeruginosa es relativamente facil, puede ser necesaria una
amplia bateria de pruebas fisioldgicas para identificar otras especies de

Pseudomonas (Basualdo et al., 2006).

2.2.7.6.3Sensibilidad a los antimicrobianos

Pseudomonas exhibe resistencia natural a muchos antibacterianos.
El hecho de que posea una beta-lactamasa cromosomica inducible (tipo
AmpC) no inhibidle por inhibidores de betalactamasa como sulbactam y
acido clavulanico, le confiere resistencia natural a las amino penicilinas,

cefalosporinas de diversas generaciones (Basualdo et al., 2006).

En general, los antibacterianos que poseen actividad sobre

Pseudomonas se pueden agrupar de la siguiente manera:

e Beta-lactdmicos.

e Penicilinas anti Pseudomonas.

e Cefalosporinas de tercera generacion.

e Cefalosporinas de cuarta generacion.

e Monobactamas

e Carbapenémicos.

e Beta-tazobactam.

e  Aminoglucdsidos.

e Polipéptidos.

e  Fluoroquinolonas.

La resistencia adquirida a los antimicrobianos activos

desarrollados por Pseudomonas aeruginosa es un fenémeno mas comun y
frecuente en las cepas de origen nosocomial. Los mecanismos de
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resistencia adquiridos antimicrobianos son muy comunes debido a la
conformacién genética de Pseudomonas que la hace una bacteria
maravillosa que se adapta a cualquier ambiente, incluido los ambientes con
una alta concentracion de metales pesados como el arsénico (Ryan et al.,

2022).

2.2.8 Resistencia al arsénico

Se sabe que casi todos los organismos, desde las bacterias hasta los seres
humanos, poseen mecanismos para desintoxicar el arsénico, los cuales
generalmente implican sistemas de transporte que permiten la extrusion del

arsenito de las células.

Como se menciond anteriormente, las formas quimicas méas abundantes
del arsénico son las especies trivalentes o arsenito, As (lllI) y las especies
pentavalentes o arsenato, As (V). La transformacion de estas oxianiones ocurre en
la naturaleza con una notable participacion de los microorganismos; estas
biotransformaciones influyen en la movilidad y disponibilidad del arsénico en el
medio ambiente. El arsenito es mas toxico que el arsenato debido a su capacidad
para unirse fuertemente a los grupos sulfhidrilo adyacentes en las proteinas,
mantiene una unién débil con otros grupos tiol, como los del glutation, el &cido
lipoico y la cisteina. Por otro lado, la toxicidad del arsenato se debe a su habilidad
para competir con los oxianiones de fosfato tanto en el transporte como en las

funciones energéticas.

Debido a ello es importante considerar la remediacion de arsénico en su
forma mas toxica como lo es el arsenato. A continuacion, se explica la respuesta
de Pseudomonas spp. a concentraciones altas de arsénico.
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2.2.8.1 Mecanismos de resistencia al arsénico en Pseudomonas.

2.2.8.1.1Reduccion de arsénico

Pseudomonas spp. utilizan As (V) como aceptor de electrones
durante la respiracién aerdbica, lo que da como resultado la formacion de
As (111). La reaccion es catalizada por la enzima arsenato reductasa (Arr).
Este proceso proporciona energia para el crecimiento bacteriano

(Rodriguez-Castrejon et al., 2022).

2.2.8.1.20xidacién de arsenito

La desintoxicacion y produccion de energia, ocurre mediante un
cambio en la respiracion de la bacteria convirtiendo el oxigeno no utiliza
en una molécula de agua. Este cambio en el proceso respiratorio activa la
proteina Aio permitiendo que el arsenito As (OH)® presente en la pared
celular de la bacteria se transforme a arseniato (AsO4®) (Rodriguez-
Castrejon et al., 2022). También el cambio de respiracion hace que la

bacteria produzca electrones es decir produzca energia.

En general, el arseniato (AsO4 %) aparentemente se mueve a través
de canales de fosfato (Pit y Pst), mientras que el arsenito (As (OH)3) se
mueve a través del canal del glicerol (GlpF). El arsenito se une al represor
ArsR, para promover la expresion del operén arsRDABC, para reducir el

arsenito y excretar arsenito de las células (Figura 3).
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Figura 3
Mecanismo de desintoxicacion de arsénico en bacterias como

Pseudomonas spp.

H20 ¢
Operon ars RDABC
Ars R — (ars RIS arsB arsC—
As(OH)aD/v
As(OH)3 ADP+Pi
As(OH): 0g a
o O
oBo
As(OH)3
oo
As(OH)3 Oo
]

Nota; A. Oxidacion de arsenito: desintoxicacion y generacion de energia; B. Reduccién
de arseniato: generacion de energia; C. Mecanismo de resistencia al arsénico: el arseniato
(AsQ4)® es absorbido por los transportadores de fosfato (Pit y Pst), y el arsenito (As
(OH)®) es absorbido por el facilitador de glicerol (GlpF). El arsenito se une al represor
ArsR, induciendo la expresion del operén arsRDABC, lo que da como resultado la
reduccion del arsenito y la extrusion de arsenito de las células (Rodriguez-Castrejon et
al., 2022) .

2.2.9 Biofilms de Pseudomonas

Las Pseudomonas ademas de los mecanismos de resistencia a metales
pesados tiene la capacidad de para formar biofilms (Villanueva-Ramos et al.,
2019). Los biofilms son agregados bacterianos que se encuentran recubiertos por
una matriz compuesta de exopolisacaridos, proteinas, enzimas y acidos nucleicos,
lo cual facilita su anclaje a superficies vivas e inertes como catéteres urinarios,
marcapasos, tubos endotraqueales, catéteres endovenosos y proétesis valvulares
(Schiessl et al., 2019; Villanueva-Ramos et al., 2019). Nétese que en la mayoria

de estos instrumentos mencionados estan hechos a base de plasticos.
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2.2.9.1 Formacion de biofilms

El proceso de formacion de biofilm consta de cuatro etapas
principales: adhesion, agregacion, maduracion y disgregacion. En cuanto
a la etapa de adhesion, las bacterias son atraidas al sustrato y se unen a la
superficie por medio de diferentes tipos de fuerzas fisicoquimicas en las
cuales se encuentra las fuerzas de VVan Der Waals, fuerzas electrostaticas

e hidrofobicas (Oluyombo et al., 2019).

Algunas estructuras de estas bacterias como los flagelos y
fimbrillas contribuyen a que esta union sea mas estable e irreversible, de
esta forma les permite unirse superficies inertes em general (Figura 4)

(Paz-Zarza et al., 2019).

Existen dos tipos de biofilms que generan las Pseudomonas, uno
plano o inicial, el cual esta caracterizado por presentar una confluencia
uniforme de las bacterias en la superficie, y otro estructurado o maduro, el
cual esta compuesto por agregados bacterianos separados por canales

(Hasanovi¢ et al., 2019; Thanabalasuriar et al., 2019).

Durante la etapa de agregacion las células adheridas comienzan a
dividirse y a producir matriz de exopolisacaridos (EPS) (Figura 1-C)
(Thanabalasuriar et al., 2019). A continuacion, el biofilm se desarrolla y
produce una cantidad excesiva de proteinas, alginato, polisacaridos Pel,
Psl (regiones genéticas que codifican EPS) asi como la liberacion de ADN
extracelular. Este proceso le concede rigidez a la matriz de EPS, participa
en la transferencia de genes de resistencia y el crecimiento del biofilm;
ademas, en esta etapa la estructura tiene una arquitectura compleja con
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poros y canales los cuales trasportan desechos, agua y moléculas de

quorum sensing (QS) (Figura 4-B) (Rasamiravaka et al., 2015).

Después, ocurre un aumento de manera exponencial de bacterias
en el interior del biofilm y un aumento de los metabolitos, estos inducen
la produccion de enzimas (DNAasa, proteasas y fosfodiesterasa) que
degradan la matriz extracelular y ayudan al desprendimiento de bacterias.
Estas migran y forman grupos celulares que se adaptan a un nuevo entorno
y colonizan a partir de la produccién de sustancias de polimeros
extracelulares (EPS), que permiten finalmente la formacion del biofilm

(Figura 4-D) (Oluyombo et al., 2019; Paz-Zarza et al., 2019).

Figura 4

Esquema del proceso de formacién del biofilm.

S o) Sem Ky
imiento Colonizacién

e Dee <

Adhesion Agregacion Maduracion Despren

Nota: Las etapas de formacidn de biofilms constan en: a. adhesion, b. agregacion, c.
maduracidn, d. desprendimiento, e migracion y f. colonizacion. Fuente: (Bietto et al.,
2023).

En la etapa inicial (adhesion), las bacterias se adhieren de forma
irreversible al sustrato mediante diversos mecanismos. Luego, se lleva a
cabo la etapa de agregacion, en la cual las bacterias adheridas se replican
y comienzan a generar la matriz de EPS. Después en la etapa de

maduracion el biofilm ya estd completamente desarrollado con canales
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para para el transporte de agua, nutrientes y las sefiales de quorum sensing;
finalmente el biofilm comienza a desprenderse para migrar y colonizar

otras superficies nuevas (Bieto et al., 2023).

La regulacion del Biofilm es un proceso complejo que implica
multiples sistemas de sefializacion interconectados. Un elemento clave en
esta regulacion es el C-di-GMP el que juega un papel crucial en la
transformacion de Pseudomonas aeruginosa de un estado movil a uno
sésil. Destacandose por la produccion de polisacaridos entre los cuales se
encuentra el polimero de alginato formado por “acido gulurénico”y “acido
manurénico” Este polimero contribuye a la formacion del biofilm al
facilitar la retencion no solo de agua, sino de nutrientes y a proporcionar
estabilidad. Por otro lado, la biosintesis de los polisacaridos Psl y Pel
quienes intervienen en las primeras etapas de formacion del biofilm
(Rybtke et al., 2015). Otro sistema de regulacion es la “5-difosfato-"3-
difosfato (ppGpp), que es controlado por enzimas sintetasa monofuncional
RelA vy la sintetasa hidrolasa bifuncional Spot. En ciertas condiciones de
estrés como la inanicién de carbono, fosfato, aminoacidos, pH extremo y
falta de osmolaridad, se inicia el proceso de sintesis de ppGpp el cual
activa o inhibe la transcripcion de genes para poder superar estas

condiciones (Bieto et al., 2023).

2.2.9.2 Factores que favorecen la tolerancia antimicrobiana

2.2.9.2.1Matriz de exopolisacaridos (EPS)
La matriz de EPS es uno de los componentes mas complejos del

biofilm y gracias a su composicion y arquitectura le confiere cierta
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tolerancia al evitar la penetracién del antibiotico al interior de la matriz
extracelular (Figura 5-A) (Bietto et al., 2023). Los EPS actiian como una
barrera fisica compuesta por moléculas anidnicas y cationicas que incluyen
glicoproteinas, glucolipidos y proteinas, que dificultad o retrasan la
absorcidn, transporte de antibidticos, y la capacidad de retener hasta un
25% de su peso dentro de la matriz (Bietto et al., 2023). Alrededor del 80%
de su estructura se debe a la incorporacion de agua lo que hace siempre
este hidratada (Singh et al., 2017). Debido a la disminucion de la
absorcién, el antibiotico llega en cantidades subinhibitorias al interior del
biofilm e induce estrés a las bacterias provocando una expresion de los

mecanismos de resistencia (Singh et al., 2017).

2.2.9.2.2Alteracion del microambiente

En la parte interna del biofilm las concentraciones de oxigeno son
demasiado bajas; debido a esta condicion, las bacterias reducen sus
actividades metabdlicas y tiempo de replicacion, lo cual produce una
tolerancia a los antibidticos como los aminoglucosidos al bloquear sus

rutas metabolicas (Figura 5-B) (Singh et al., 2017).

2.2.9.2.3Formacion de células microbianas persistentes y de
crecimiento lento
Los biofilms albergan subpoblaciones bacterianas que presentan
una gran diversidad en su actividad metabolica. Principalmente, aquellas
bacterias que se encuentran en la periferia, presentan cambios
morfologicos que impiden la accion de los antibidticos (Singh et al., 2017),
mientras que las que se encuentran ubicadas en la parte interna del biofilm

no tienen crecimiento y tienen una baja actividad fisioldgica. Esto se debe

62

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



. UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

al consumo de oxigeno y nutrientes por parte las microcolonias que se
encuentran en la periferia (Figura 5-C) (Bietto et al., 2023). Debido a su
inactividad fisiologica, estas bacterias producen proteinas en cantidades
reducidas, lo que impacta negativamente en la eficacia de los antibidticos.
Por ultimo, debido a la constante exposicion a antibidtico se generan
bacterias resistentes dentro del biofilm a algunos antibidticos (Bieto et al.,

2023).

2.2.9.3 Mecanismos de resistencia mediados por biofilm

El efecto de los antibidticos ante enfermedades causadas por
Pseudomonas aeruginosa puede verse afectada debido a una resistencia o
tolerancia por parte de este microorganismo (Yan y Bassler, 2019). La
resistencia puede surgir de manera natural o ser provocada por mutaciones
genéticas resultantes de la exposicion continua a antibioticos. Por otra
parte, Pseudomonas al crecer en estado de biofilm incrementa la tolerancia
a los antibidticos hasta mil veces mas que cuando crecen en su forma libre
(Azam y Khan, 2019) y se asocia principalmente a los siguientes
mecanismos: sefial de quorum sensing, porinas, bombas de eflujo,
expresion de genes, vesiculas de membrana, ADN extracelular y enzimas

(Bietto et al., 2023).
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Figura 5

Factores que incitan el desarrollo de tolerancia antimicrobiana.
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Nota: a. inhibicion de la penetracion, b. alteracion del microambiente, c. bacterias
persistentes Fuente: (Bietto et al., 2023).

2.2.10 Acumulacion de arsénico en biopeliculas

Recientemente se ha informado que el As puede ser retenido por el biofilm
bacteriano (Barral-Fraga et al., 2018; Maity et al., 2023; Mathivanan et al., 2021).
Ademas, se encontré6 que algunas proteinas como PilJ (BN5 0312), RfbA
(BN5_4136) y RfbC (BN5_4137), que estan involucradas en la formacion del
biofilm (Kim y Wei, 2009; Mathivanan et al., 2021) estaban reguladas
positivamente por arsenito en el analisis proteémico. Por lo tanto, se determind la
capacidad de sintetizar biofilm y la posible acumulacion de arsénico dentro de las
células o en el biofilm. La formacién de biofilm aumenté significativamente en
celulas cultivadas con arsenito, siendo la condicion de CNAs donde se produjo la
mayor cantidad de biofilm (Figura 6-A). Por otro lado, también se observé que el
arsenico se retenia principalmente en el biofilm, y la acumulacion intracelular de
arsénico era residual. La acumulacion de arsénico en el biofilm también fue
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significativamente mayor en la condicion CNAs que en NAs (Figura 6-B). Estos
resultados indican que el As se extruye desde el citoplasma al medio extracelular,

siendo retenido y acumulado en el biofilm celular (Bietto et al., 2023).

Figura 6

Produccion de biofilm en Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT 5344 y

acumulacion de arsénico en el biofilm.
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Nota: (A) Formacién de biofilm (medida con violeta de cristal como A 570nm)

normalizada por cantidad de proteina en células cultivadas con 2 mM de amonio. (B)
Acumulacion intracelular (Ic) y en biofilm de As en células cultivadas con 0,25 mM de
arsenito utilizando amonio (Nas) o cianuro (CNAs) como Unica fuente de nitrégeno. Los

asteriscos indican que las diferencias son significativas (p < 0,05) segiin una prueba t
(BieHto et al., 2023) .
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CAPITULO III
MATERIALES Y METODOS

3.1 DISENO Y TIPO DE ESTUDIO

El estudio tiene un disefio experimental, ya que se manipuld la variable
independiente, que fue la concentracion de arsénico, con el fin de observar su efecto en
la variable dependiente, que son los biofilms de Pseudomonas spp. Esto permiti6 analizar

la capacidad de estas bacterias para remover arsénico (Hernandez-Sampieri et al., 2014).
3.2 ZONA DE ESTUDIO

El &rea de estudio se ubica en la Unidad Hidrografica Coata, perteneciente a la
provincia de San Romén y Lampa, en el Departamento de Puno a una altitud de 3824 —
3892 m.s.n.m. respectivamente. En los rios de esta cuenca, se establecié una red de puntos
donde se obtuvieron muestras de agua. La red de puntos de muestreo consistio en cuatro
sitios ubicados en rios tributarios (RVerd2, RCaba2, RCaba3) y en el rio principal
(RCoatl) de la Unidad Hidrogréafica Coata (Figura 7), los cuales se establecieron segun
el informe técnico N° 0139-2023-ANA-AAA.TIT/RWAA (ANA, 2022) en razon de la
concentracion elevada de arsénico reportada en estos sitios. Las caracteristicas de los

puntos de muestreo se muestran en la Tabla 7:
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Tabla 7
Ubicacidén y clasificacion de puntos de muestreo.
Ubicacion politica COTRRTHEE
Cadigo Descripcion UTMwgs84  ajg, C(:)arti(;g
Provincia Distrito Este Norte
Rio Coata, 10m o, 381 8290 Cat.

RCoatl abajo del puente ROMAN Juliaca 346 006 3830 1-A2
Independencia
Rio Cabanillas,
500 metros aguas

arriba de la union San . 371 8291 Cat.1-
RCaba2 con el rio Lampa Roman Juliaca 495 046 3836 A2

para formar el rio

Coata

Rio Cabanillas, a

4330 metros

aguas debajo de la San . 328 8265 Cat.1-
RCaba3 cgnfluenci; del Roman Juliaca 541 328 4025 A2

rio Cerrillos y rio

Verde.

Rio Verde aguas

abajo de la Santa 320 8268 Cat.4-
RVerd2 Mirjlera Tacaza Lampa Lucia 642 433 4120 E2

(antes RVerd)
Nota: Elaboracion propia tomando la codificacion de los puntos de monitoreo por el ANA.

Las muestras obtenidas fueron transportadas al Laboratorio de Virologia y
Biologia de la Salud, Laboratorio de Microbiologia Clinica de la Facultad de Ciencias
Bioldgicas - Universidad Nacional del Altiplano — Puno, ubicadas en la ciudad de Puno,
distrito de Puno, provincia de Puno, coordenada este 390 968, y coordenada norte 8 250
184 UTM WGS84 a 3820 m.s.n.m., y al Laboratorio de Control de Calidad de la Empresa
Municipal de Saneamiento de Béasico S.A. (EMSAPUNO) que se encuentran ubicada en
el centro poblado de Salcedo, distrito de Puno, provincia de Puno, coordenada este 393

593, y coordenada norte 8 245 336 UTM WGS84 a 3820 m.s.n.m.
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Figura 7

Mapa de puntos de muestreo de la Unidad Hidrografica Coata.
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Nota: Elaboracion propia, generado en software ArcGIS version 10.8.

33 POBLACIONY MUESTRA

El conjunto total de unidades de andlisis o0 poblacion de esta investigacion fue
constituido por los aislamientos nativos de Pseudomonas spp. pertenecientes a la Unidad

Hidrogréfica Coata (Pérez et al., 2020).

El método utilizado para la recoleccion de muestras fue por conveniencia, se tomé
el caso de los rios pertenecientes a la Unidad Hidrografica Coata, estableciendo 4 puntos
de muestreo donde se aislaron y seleccionaron cultivos nativos de Pseudomonas spp.
resistentes a arsénico. Es decir, se consideraron todos los aislados de Pseudomonas spp.
resistentes a arsénico como muestras dirigidas para la evaluacion de remocion de arsénico

(Martinez-Bencardino, 2019).
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34 OBTENCION DE AISLAMIENTOS NATIVOS DE PSEUDOMONAS SPP.

DE AGUAS DE LA UNIDAD HIDROGRAFICA COATA

3.4.1 Obtencion de muestras de agua

Método: Toma, conservacion, preservacion y andlisis de muestras de

agua.

Fundamento: La toma de muestra de agua se realiza en los puntos de
control, a una profundidad establecida con el instrumento de gestion ambiental y
de acuerdo con las disposiciones establecidas por el ANA en Per(. La seleccion
del recipiente adecuado varia de acuerdo al andlisis a realizar, y dependiendo de

ello algunos tendrén que ser acreditados con la ISO/IEC 17025 (ANA, 2016).

Procedimiento:

Transporte a puntos de muestreo:

e Los puntos de muestreo fueron definidos segun los reportes de calidad de
agua de los 3 ultimos afios realizados por el ANA.

e Los puntos seleccionados fueron aquellos que presentan un valor de
arsénico por encima del LMP definido por categoria 1-A2 para los puntos
RCoatl, RCaba2 y RCaba3, y categoria 4-E2 para el punto RVerd?2
(MINAM, 2017).

e El transporte a los puntos de muestreo fue por el tramo Puno — Juliaca —
Santa Lucia y viceversa, en motocicleta en Santa Lucia para el traslado a

los puntos que se encuentran a un maximo de 10 Km desde el pueblo.
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Recoleccion de muestras de agua:

e Previamente las botellas de borosilicato fueron desinfectadas con
peroxido de hidrégeno al 30% y autoclavadas a 121 ° C.

e Posteriormente, fueron transportadas en un cooler con gel packs para su
conservacion de 2 — 8 °C (Figura 8), segun la normativa vigente del ANA
para analisis microbiologico.

e Con el equipo de proteccion personal (EPP) se ingresé hasta la orilla de
cada uno de los puntos de muestreo para tomar medidas de los
parametros fisicos-quimicos con analizador multiparamétrico (Figuras 9,
10, 11y 12) y recolectar las muestras de agua en las botellas de
borosilicato de 500 ml rotuladas con las etiquetas provistas por el ANA
(Figura 13).

e Latoma de muestra se realiz6 por triplicado, obteniendo asi 3 muestras
por cada punto de muestreo, la muestra A (a 100 cm de la orilla), B (a 50
cm de la orilla) y C (a 10 cm de la orilla), teniendo un total de 12
muestras, dicha recoleccidn se realizo6 por triplicado en los dias:
26/03/2024, 14/04/2024 y 06/05/2024, fechas pertenecientes a la
temporada de estiaje (Figuras 14 y 15).

e Las muestras fueron rotuladas por punto de muestreo acompafado de una
letra segun el orden del abecedario definidas previamente, como se
muestra enseguida: RCoatl (A), (B), (C), de forma analoga para RCaba2,
RCaba3 y Rverd2, obteniendo asi 3 muestras por punto, con un total de

12 muestras por muestreo (Figura 16, 17, 18 y 19).
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Transporte y preservacion de muestras de agua:

e Las muestras de agua se almacenaron en cooler con gel packs
congelados, sin ningln preservante ya que se procesaron antes de las 6
horas (Méndez et al., 2010).

e Para el aislamiento de bacterias mediante filtrado de membrana con
bomba al vacio GelmanSciences, las muestras se trasladaron al
Laboratorio de Control Calidad de Agua ubicado en la planta de
tratamiento agua Aziruni del EMSA-PUNO S.A.

e Luego de obtener el crecimiento, las placas se trasladaron al laboratorio
de Microbiologia Clinica y Laboratorio de Virologia y biologia de la
Salud para el replicado en agar MacConkey, Cetrimide y Mller Hinton.
El proceso se muestra en la Figura 23.

3.4.2 Preparacion medio M-FC Broth sin adicion de caldo de &cido

rosolico.

Método: Preparacion de medio de cultivo liquido para coliformes totales

y fecales en agua.

Fundamento: Medio selectivo basal para el recuento de coliformes
fecales y totales por la técnica de filtro de membrana, que suplementando con
acido rosolico, las colonias de coliformes fecales presentan tonos color rosado y
sin &cido rosolico los coliformes termotolerantes presentan varios tonos de azul.
Mientras que los coliformes no fecales como Pseudomonas spp. presentan una

pigmentacion de color gris a crema (LIOFILCHEM, 2004).
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Procedimiento:

e Seprepard 72 ml de medio M — FC Broth; para ello, se pesé 2.664 g de
medio M — FC Broth, en una balanza analitica.

e De forma simultinea en probetas se midié 72 ml de agua desionizada
requerida y se trasvasé a un matraz aforado, para posteriormente afiadir
los gramos de medio M — FC Broth pesado anteriormente.

e Elaguay el medio se homogenizaron en una cocinilla, durante 7 min a
150 °C, debido a que este medio no requiere esterilizacion por autoclave.

e Una vez obtenido el medio homogenizado, se dejo enfriar a temperatura
ambiente durante 15 minutos antes de comenzar la distribucion de 2 ml
en placas con almohadillas de nitrocelulosa. Las placas quedan listas para
el sembrado por filtracion de membrana.

3.4.3 Filtrado por bomba de vacio en medio M-FC Broth.

Meétodo: Filtrado de membrana por bomba al vacio.

Fundamento: El flujo de agua a través del filtro se basa en la Ley de
Darcy, la cual establece que el flujo es proporcional a la diferencia de presion
aplicada y a las caracteristicas del medio filtrante (permeabilidad y espesor), al
aplicar vacio, se incrementa la diferencia de presion, lo que permite el flujo de

agua a través del filtro y el holder utilizado (Bird et al., 2002).

Procedimiento:

e En base al codigo de las muestras de agua provenientes de los cuatro
puntos de muestreo, se rotularon las placas con caldo m-FC Broth por

triplicado con el fin de aumentar la probabilidad de aislar Pseudomonas
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spp. Una vez preparado las placas se procedié a realizar el filtrado por
bomba al vacio.

e En el holder de filtrado GelmanSciences, se coloco la membrana de
nitrocelulosa, se cerrd con el embudo Buchner y se dispensd 50 ml de
muestra de agua para posteriormente encender la bomba de aire hasta que
todo el contenido del agua se filtre a través de la membrana de
nitrocelulosa (Figura 20).

e Con pinzas estériles, la membrana de nitrocelulosa se traslado del holder
de filtrado hacia las placas preparadas con el medio de cultivo. Las placas
se cerraron parcialmente para darle el medio aerobio que necesita la
bacteria de interés y se colaron en una bolsa Ziploc para ser incubadas
por 24 horas a 42 °C en bafio maria (Figura 21).

e Pasadas las 24 horas, se seleccionaron las colonias que cumplieron las
caracteristicas macroscépicas para Pseudomonas spp. (colonias beige o
grises).

3.4.4 Siembra por estria en Agar MacConkey

Método: Siembra en superficie (Santambrosio et al., 2009).

Fundamento: Los métodos de siembra en microbiologia son usados
estratégicamente para poder aislar el microorganismo de interés, esto dependiendo
del indculo inicial a sembrar, la relacién de Gram negativos (-) en agua que esta
en constante flujo y sobre todo tratdndose de categoria 1-A2 (aguas que pueden
ser potabilizadas con tratamiento convencional) segin MINAM (2017), el

volumen a sembrar es mayor, combinado con dicho método.
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Procedimiento:

e Enun meson desinfectado previamente con perdxido de hidrégeno al
30%, se prepard los materiales a utilizar.

e Con un asa de siembra, las colonias seleccionadas del medio m-FC
Broth, se sembraron por estria en placas de agar MacConkey e incubadas
por 48 horas a 42 °C. Ademas, se incubo una placa con agar sin inoculo
como control negativo.

e Transcurrido el periodo de incubacién, se identificaron colonias no
fermentadoras de lactosa para posteriormente realizar pruebas
complementarias como catalasa y oxidasa.

3.4.5 Prueba de Catalasa

Método: Prueba de catalasa, prueba bioguimica para identificacion

preliminar con lectura inmediata.

Fundamento: La enzima catalasa presente en la mayoria de los
microorganismos que poseen citocromos que descompone el perdxido de
hidrégeno (H202) en agua (H20) y oxigeno (Oz), lo que se manifiesta en la
formacion de burbujas. La liberacion de oxigeno marca una prueba catalasa

positiva como lo es Pseudomonas spp (Basualdo et al., 2006).

Procedimiento:

e Segun Fernandez et al. (2010), se requiere de una solucion al 3% de
perdxido de hidrdgeno para la prueba de catalasa en enterobacterias, de
acuerdo a ello, con una pipeta variable se aspird 50 pl de la solucion y se

colocé en una lamina cubreobjetos.
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e Con un palillo de madera se cogi6 la colonia no fermentadora de lactosa
con caracteristicas macroscopicas y microscopicas propias del género
Pseudomonas spp. Yy se procedié a emulsionar con la gota de peroxido de
hidrogeno.

e Realizando movimientos circulares la reaccion es inmediata,
observandose la generacién de burbujas lo que indica la presencia de
oxigeno, por tanto, bacterias positivas a catalasa.

e Este procedimiento se repitié en todas las colonias seleccionadas del agar
MacConkey.

3.4.6 Prueba de oxidasa

Meétodo: Prueba de oxidasa, prueba bioquimica para identificacion

preliminar con lectura inmediata.

Fundamento: La prueba de oxidasa sirve para determinar la presencia de
dichas enzimas, la reaccion de esta se debe a la presencia de un sistema citocromo
oxidasa que activa la oxidacion del citocromo, el cual es reducido por el oxigeno
molecular produciéndose agua o peroxido de hidrégeno seglin la especie
bacteriana, el oxigeno actla por tanto como aceptor final de electrones en la
cadena transportadora de electrones, en la mayoria de casos, el sistema citocromo
oxidasa solo se encuentra en las bacterias aerobias, algunas anaerobias facultativas
y, excepcionalmente, en algun microaerdfilo (Vibrio fetus), pero las bacterias
anaerobias estrictas carecen de actividad oxidasa, de forma simultanea una prueba
oxidasa positiva va ligada a la produccion de catalasa, ya que ésta degrada el
peréxido de hidrogeno que se produce como consecuencia de la reduccion del

oxigeno y cuya acumulacion es toxica (Britania, 2023).
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Procedimiento:

e Las colonias catalasas positivo seleccionadas fueron sometidas a la
prueba oxidasa empleando tiras reactivas de oxidasa Bactident® Merck
00181, para cada una de las colonias.

e Con el asa de siembra, se tomo parte de la colonia para aplicarlas sobre la
zona reactiva de la tira y tras 30 a 45 segundos se realizo la lectura de los
resultados.

e Los resultados se interpretan observando el viraje de color de la tira, un
cambio inmediato a color azul indica un resultado positivo, lo que
significa que la bacteria produce citocromo oxidasa. Si no hay cambio de
color, el resultado es negativo.

3.4.7 Pruebas bioquimicas de identificacion bacteriana

Método: Pruebas bioquimicas manuales.

Fundamento: Las enterobacterias tienen la capacidad para realizar
reacciones metabdlicas especificas que pueden ser detectadas mediante diferentes
pruebas. Estas pruebas evaltan la presencia o ausencia de determinadas enzimas
0 productos metabdlicos que caracterizan a las distintas especies dentro de la
Familia Enterobacteriaceae, la pila de pruebas bioguimicas que se realiz6 fue:

TSI, LIA, SIM, Citrato y Urea (Fernandez et al., 2010).

Procedimiento:

e Cada uno de los medios fue preparado con las formulas indicadas en el

inserto.
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e Las pruebas bioguimicas inicamente se realizaron para las colonias
catalasa y oxidasa positivos (+).

e Para TSI la inoculacién se realizo con un asa recta, un punzén hasta la
base del tubo y estria hasta cubrir toda la superficie que se encuentra en
pico de flauta.

e Para LIA lainoculacion se realiz6 con un asa recta, tres punzones hasta
la base del tubo y estria hasta cubrir toda la superficie.

e Para SIM la inoculacién se realiz6 con un asa recta, con un solo punzon
en forma perpendicular hasta los % del tubo, el punzdn debe ser de un
solo golpe para no tener falsos positivos de movimiento.

e Para citrato, Unicamente la inoculacion se realizd por estria, utilizando un
asa recta.

e Paraurea, con un asa de siembra, se disuelve en el medio con la ayuda de
la pared del tubo, estas pruebas se dejaron en incubacién durante 24 hrs a
41°C.

e Transcurridas las 24 hrs de incubacion, se realizo la lectura identificando
los aislados de Pseudomonas spp. (Tablas 8, 9y 10).

e Lalectura de Pseudomonas spp. cumple con la tabla de Procop et al.
(2018).

3.4.8 Siembra por estria en Agar Mueller Hinton

Método: Siembra por estria.

Fundamento: La siembra en Agar Mueller Hinton suele ser por hisopo
para poder cubrir toda la superficie y asi realizar un antibiograma, sin embargo,

en este caso se utilizd para la observacion de pigmentaciones caracteristicas de
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Pseudomonas aeruginosa, esta tiene capacidad de sintetizar diferentes pigmentos
hidrosolubles, entre los cuales se incluye el compuesto fluorescente pioverdina
(también producido por Pseudomonas putida y Pseudomonas fluorescens)

(Merino, 2007).

Procedimiento:

e Los aislados identificados (Tablas 8, 9 y 10) mediante las pruebas
bioguimicas, pasaron para la observacion de pigmentos en Agar Miller
Hinton.

e Las colonias fueron obtenidas desde el tubo de TSI, con un asa de
siembra no calibrada donde se recogio la colonia de interés y fue
sembrada por estria.

e Seincubaron por 48 hrs a 35 °C.

3.4.9 Repique en Agar MacConkey

Meétodo: Siembra por estria.

Fundamento: Las colonias que ya fueron identificadas con las pruebas
preliminares e identificacion bioquimica, fueron resembradas en agar MacConkey
para comprobar que no exista contaminacién de otro organismo fermentador de

lactosa (colonias rosadas).

Procedimiento:

e Las colonias fueron seleccionadas del tubo TSI donde previamente se
realizo la prueba bioquimica.
e Con un asa de siembra no calibrada, se recogio la colonia 'y se sembro

por estria en el agar MacConkey.
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e Seincubaron por 24 hrs a 40°C.

3.4.10 Siembra por estria en Agar Cetrimide

Método: Siembra por estria.

Fundamento: La siembra se realiz6 por agotamiento para poder obtener

colonias aisladas que sirvan para la formacion de biofilms.

Procedimiento:

e Las colonias fueron seleccionadas de los tubos de TSI donde se realizo la
identificacion bioquimica.

e Con un asa de siembra, la colonia fue recuperada del medio TSI, y fue
sembrada por agotamiento.

e Seincubaron por 24 hrs a 40°C.

e Todas las placas presentaron crecimiento.

3.4.11 Inoculacion de aislados bacterianos para conservacion en Agar TSA.

Método: Siembra por estria en medio solido.

Fundamento: Este medio al ser general, va a permitir el crecimiento de
una gran mayoria de bacterias, ya que triptona y peptona de soja suministran todos
los nutrientes incluso si tiene varios dias en incubacion, y conservado a 2° -8°C,
tanto en placa o tubo inclinado, la siembra por estria puede utilizarse para

conservacion (MICROKIT, 2020).
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Procedimiento:

e Los aislados identificados que pasaron el control de calidad fueron
conservadas en TSA, este proceso se aplico para los aislados que fueron
identificados como Pseudomonas spp. en cada uno de los muestreos.

e Las colonias sembradas y resembradas, por estria en tubo, e incubadas a
37°C durante 24 hrs.

e Alas 24 hrs se realizo el control de calidad de la siembra, para
posteriormente ser codificada y conservada a 2.8°C

e Los aislados bacterianos fueron codificadas bajo la siguiente regla:
(punto de muestreo) (muestra (A, B o0 C)) y (muestreo obtenido), un
ejemplo de un aislamiento en RCoatl (Punto de muestreo) en la muestra
B (a 50 cm de la orilla) y 2 (obtenido en segundo muestreo) la
codificacion seria RCoat1-B2, esta regla fue aplicada para la codificacion
general en el primer objetivo, permitiendo una mejor identificacion en los
procedimientos posteriores (Figura 22).

3.4.12 Analisis estadistico empleado

Se realiz6 pruebas estadisticas descriptivas y diagrama de cajas con el
software estadistico IBM SPSS Statistics version 30.0.0.0 (172), también se
empled el software Microsoft Excel LTSC Profesional Plus 2021 versién 2211

para crear diagramas de barras.
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Figura 8

Diagrama del proceso de aislamiento de Pseudomonas spp. (objetivo especifico

N°1).
MUESTRA Filtrado de .| Estriaen agar Crecimiento
OBTENIDA membrana "l MacConkey
Catalasa + Pasa a: Observacion de
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y microscépicas
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Nota: Elaboracion propia.
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3.5 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE ARSENICO SOBRE
AISLAMIENTOS PSEUDOMONAS SPP. NATIVAS DE LA UNIDAD

HIDROGRAFICA COATA.

3.5.1 Evaluacion de la concentracion de metales minima inhibitoria del

crecimiento.

Método: Concentracion minima inhibitoria (CMI).

Fundamento: La CMI es la menor concentracion de un agente
antimicrobiano que inhibe el crecimiento visible de un microorganismo bajo
condiciones de prueba especificas (Belanger y Hancock, 2021). En el método de
dilucion en caldo, se inoculan bacterias en un medio de crecimiento liquido que
contiene diferentes concentraciones del agente antimicrobiano. Después de un
periodo de incubacion se evalla el crecimiento bacteriano para determinar la CMI

(Wiegand et al., 2008).

Procedimiento:

Preparacion de las concentraciones de arsénico.

e Con el fin de preparar las diferentes concentraciones de arsénico se
utilizo tetraoxoarseniato (V) de hidrégeno (H3As04) acompafiado con
acido nitrico (HNO3 0.5 mol/I) teniendo una concentracion de 1000 mi/l
de As (Figura 24) (Merck, 2024). La formula empleada fue la siguiente:

o (ClxV1= C2xV2

e Las concentraciones empleadas fueron: 100 ml/I, 150 ml/I, 200 ml/I, 250
ml/l, 300 ml/l'y 350 ml/I; la concentracion mas baja fue de 100 ml/I

debido a que se hicieron ensayos pilotos donde las bacterias fueron muy

82

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
]



NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

; hﬂ UNIVERSIDAD

resistentes hasta esta concentracion. Por otro lado, el medio de cultivo,
caldo LB, se suplementd por separado con las diferentes concentraciones
de arsénico de la siguiente forma:

e Para la concentracion 350 ml/l de As: se utilizé un matraz Erlenmeyer
donde se agreg6 21 ml de arsénico y se le agreg6 39 ml de caldo LB
haciendo un total de 60 ml.

e Para la concentracion 300 ml/l de As: se utilizé un matraz Erlenmeyer
donde se agreg6 18 ml de arsénico y se le agregd 42 ml de caldo LB
haciendo un total de 60 ml.

e Para la concentracion 250 ml/l de As: se utilizé un matraz Erlenmeyer
donde se agreg6 15 ml de arsénico y se le agreg6 45 ml de caldo LB
haciendo un total de 60 ml.

e Para la concentracion 200 ml/lI de As: se empled un matraz Erlenmeyer
donde se agreg6 12 ml de arsénico y se le agreg6 48 ml de caldo LB
haciendo un total de 60 ml.

e Para la concentracion 150 ml/l de As: se emple6 un matraz Erlenmeyer
donde se agreg6 9 ml de arsénico y se le agreg6 51 ml de caldo LB
haciendo un total de 60 ml.

e Para la concentracion 100 ml/l de As: se emple6 un matraz Erlenmeyer
donde se agreg6 6 ml de arsénico y se le agreg6 54 ml de caldo LB
haciendo un total de 60 ml.

e Adicional a ello, se prepar6 en un matraz Erlenmeyer una concentracion
de 0 ml/I de arsénico en 60 ml/I de caldo LB como control negativo.

e De cada solucion de arsenico, se distribuy6 5 ml en tubos de vidrio con

tapa para posteriormente esterilizarlos en autoclave a 121 °C por 15
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minutos. Luego se incubaron por 24 horas a 36 °C como control de
calidad del medio.

Reactivacion de los aislados de Pseudomonas spp.

e Las bacterias se reactivaron sumergiendo un asa de Kolle en los tubos de
TSA, donde se preservaron los aislados de Pseudomonas spp., se
realizaron estrias en placas Petri con agar Muller Hinton y se incubaron a
36°C por 24 horas (Figura 25). Posterior a ello, se verifico a través de la
tincion Gram las caracteristicas microscopicas pertenecientes a este
género, con el fin confirmar si se trata del aislado correcto.

e A continuacion, se inocularon las bacterias en tubos que contenian 5 ml
de suero fisioldgico. Las UFC de bacterias inoculadas en cada tubo se
ajustd y comparé con la escala estandar de turbidez McFarland 0.5, que
tiene una densidad celular aproximada de 1.5 x 108 UFC/ml, aplicandolo
de la siguiente forma:

e Primero, se agitd suavemente el estandar McFarland de turbidez
equivalente a 0.5 para asegurar que las microparticulas estuvieran
completamente suspendidas. Luego, se prepard una suspension
bacteriana en 5 ml de suero fisioldgico utilizando un cultivo puro de las
placas de Muller Hinton, y se comparé visualmente la turbidez con la del
estandar McFarland.

e Segundo, con la ayuda de una pipeta automatica y punteras estériles, se
vertio 3 ml del tubo con suspension bacteriana a los tubos de 5 ml con las
diferentes concentraciones de As (0 ml/I, 200 ml/l, 150 ml/l, 200 ml/I,

250 ml/l, 300 ml/l 'y 350 ml/l) (Figura 26).
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e Finalmente, se incubaron los tubos durante 24 horas a 36 °C, pasado este
tiempo se visualizo la turbidez presente o ausente como indicador del
crecimiento bacteriano, se registré el valor de CMI para cada aislado
(Figura 26). El procedimiento de la concentracion minima inhibitoria se
grafica en la Figura 28.

3.5.2 Analisis estadistico empleado

Se realizd pruebas estadisticas descriptivas y analisis de varianza de una
sola via con el software estadistico IBM SPSS Statistics version 30.0.0.0 (172) en
su version de prueba gratuita mensual, ademas diagramas radiales con el software

Microsoft Excel LTSC Profesional Plus 2021 versién 2211.
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Figura 9

Diagrama del proceso de determinacion de CMI de arsénico frente a

Pseudomonas spp. (objetivo especifico N°2).
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Nota: Elaboracion propia.

36 REMOCION DE ARSENICO POR BIOFILMS DE PSEUDOMONAS

SPP., AISLADAS DE LA UNIDAD HIDROGRAFICA COATA.

3.6.1 Formacion de biofilms de Pseudomonas spp. en laminas de

polipropileno.

Meétodo: Formacion de biofilms.
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Fundamento: Los biofilms son conjuntos de microorganismos que crecen
en forma agregada y producen una matriz extracelular que las rodea y les permite
adherirse de forma covalente sobre superficies inertes y vivas; ademas, les ayuda
a desarrollar alta tolerancia a las moléculas que pueden causarles dafio (Ortega-
Pefia y Herndndez-Zamora, 2019). Las especies del género Pseudomonas son
bacterias fluorescentes que crecen en temperaturas de 10 a 42°C formando

biofilms en superficies donde se encuentre (Morado-Gutiérrez et al., 2017).

Procedimiento:

e Basado en la metodologia utilizada por Stepanovic et al. (2000). Las
superficies empleadas para la adhesion de biofilms fueron trozos de
laminas de polipropileno (PP) de un tamafio 2.5 cm ancho por 2.5 cm de
largo y 2 mm de grosor con ranuras interiores de 1 cm largo por 3 mm de
ancho.

e Seraspd la superficie de las laminas de PP para darles una rugosidad que
ayudara a la adherencia de las bacterias.

e Las laminas de polipropileno fueron ancladas con hisopos de 15 cmy
adheridas dentro de matraces de 500 ml para ser higienizadas y
sanitizadas siguiendo la metodologia de Marques et al. (2007).

e Posteriormente a la esterilizacion, se afiadié a cada matraz 250 ml de
caldo Luria Bertani: 10 ml de suspension bacteriana ajustada a un
Estandar McFarland de Turbidez de Equivalencia de 1 x 108 unidades
formadoras de colonias por ml. La suspension bacteriana se realizo6 de la

siguiente manera:
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e Primero, se agito suavemente el estandar McFarland de turbidez
equivalente a 10 para asegurar que todas las microparticulas estuvieran
completamente suspendidas. En un tubo de ensayo con un diametro
similar al del estandar McFarland mencionado, se preparé una
suspension bacteriana en 5 ml de suero fisioldgico utilizando un cultivo
puro de las placas de Miller Hinton, y se compar0 visualmente la
turbidez con la del estdndar McFarland.

e Segundo, los matraces fueron incubados a un Agitador orbital Thermo
Scientific Max Q 4000 a 120 rpm a una temperatura constante de 42 ° C
por un periodo de 15 dias se obtuvo los biofilms formados (Figura 29),
cabe resaltar que se realizaron controles del crecimiento bacteriano cada
tres dias a través de la tincion Gram.

3.6.2 Remocion de arsénico por biofilms de Pseudomonas spp.

Meétodo: Microremediacion.

Fundamento: La microremediacion consiste en el uso de
microorganismos para inmovilizar sustancias tdxicas, disminuyendo su
biodisponibilidad (Beltran-Pineda y Gomez-Rodriguez, 2016). Dentro de estos
microorganismos se encuentran las Pseudomonas que tras una bioestimulacion

son capaces de degradar compuestos tdxicos en menos nocivos.

Procedimiento:

e Para la determinacion del porcentaje de remocion de arsénico por
biofilms de Pseudomonas spp. se replico lo realizado segun lo detallado

por Bojorquez et al. (2016), con modificacion para arsenico.
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e Previamente se selecciond aislados de Pseudomonas spp. con mejor
formacion de biofilms con el fin de realizar la microremediacion. Para
ello, se utilizd matraces Erlenmeyer de 1 litro, donde se prepar6 1 000 ml
de la concentracion de 200 ml de As (H3AsO4 en HNO3 0.5 mol/l), esto
en agua estéril.

e A estos matraces, se acopld los biofilms seleccionados de Pseudomonas
spp. formados en las laminas de PP para ser incubados en el Agitador
orbital Thermo Scientific Max Q 4000 a 37°C, 120 rpm durante un
periodo de 72 horas a 42 °C.

e Para el control negativo se utiliz6 la misma concentracion de solucion sin
suspension bacteriana, incubado en un termorregulador a 37°C, 120 rpm
en funcionamiento continuo (Agitador orbital Thermo Scientific Max Q
4000) durante un periodo de 72 horas a 42 °C.

e Durante la incubacion, se realizo la medicion de la concentracion de As
con un intervalo de 24 horas por 3 dias, siendo la Gltima medicion a las
72 horas. Para ello, el contenido de los matraces fue filtrado y trasladado
al Laboratorio de Monitoreo y Evaluacién Ambiental (Figura 30),
laboratorio acreditado internacionalmente, de la Facultad de Ingenieria de
Minas, donde se midi6 la concentracion de arsenico a traves del Método
de espectrofotometria de emision atomica por plasma (ICP). En la figura
31 se representa mediante un flujograma todo el proceso de remocion de
arsénico.

3.6.3 Analisis estadistico empleado

Se realizo pruebas estadisticas descriptivas y Kruskal — Wallis de muestras

independientes con el software estadistico IBM SPSS Statistics version 30.0.0.0
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(172) en su version de prueba gratuita mensual, ademaés graficos de lineas y cajas

con el software Microsoft Excel LTSC Profesional Plus 2021 versién 2211.

Figura 10
Diagrama del proceso de remocidn de arsénico por biofilms de Pseudomonas

spp. (objetivo especifico N°3).
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Nota: Elaboracion propia.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Este capitulo se reporta los resultados obtenidos en el estudio, los cuales se
muestran segun los objetivos especificos de la investigacion; también para un reporte
correcto de los mismos, se fundamenta en base a los antecedentes, marco teorico y

metodologia empleada durante la ejecucion del proyecto.

41  AISLAMIENTOS NATIVOS DE PSEUDOMONAS SPP. DE AGUAS DE

LA UNIDAD HIDROGRAFICA COATA

Los aislamientos a partir de muestras de agua recolectadas entre marzo, abril y
mayo en la Unidad Hidrografica Coata, presentaron aislamientos de Pseudomonas spp.,
en 3 de los 4 puntos de muestreo (RCoatl, RCaba2 y RCaba3), significando un 27.7%
(10 aislamientos) de 36 muestras obtenidas en total, como se observa en la Tabla 11 y
Figura 32. El punto RCoatl presentd 5 aislamientos (50%), seguido de RCaba2 con 2
(20%), RCaba3 con 3 (30%), RVerd2 no presentd ninguno. Por meses de muestreo, en
marzo (ler muestreo), se obtuvo solo 1 aislamiento (10%) en el punto RCoat1, en abril
(2do muestreo), 4 (40%), en los puntos RCoatl (2), RCaba2 (1) y RCaba3 (1), finalmente

5 (50%) aislamientos en mayo (3er muestreo), en RCoatl (2), RCaba2 (1) y RCaba3 (2).

Se aplicé la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para observar diferencia
significativa entre puntos de muestreo, obteniendo un valor p=0.322 (Tabla 12), siendo p
> 0.05, no existe diferencia significativa de aislamientos entre los puntos de muestreo,
interpretandose que, a partir de cualquier punto de muestreo (RCoatl, RCaba2, RCaba3
y RVerd2) obtendremos por lo menos 1 aislamiento de Pseudomonas spp. De forma

complementaria se aplicé la prueba de normalidad Shapiro-Wilk para cada uno de puntos,
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diferenciados en zona A (1 m de la orilla), B (50 cm de la orilla) y C (10 cm e la orilla),
RCaba2 (p=0.001), RCaba3 (p=1.000) y RCoatl (0.637), donde unicamente RCaba2
presentd diferencia significativa (Tabla 12), esto debido a que como se apreciaen la Tabla
11, solo se aislo en la zona A, tanto en B y C no se obtuvieron aislamientos. Lo que
sugiere que en el punto RCaba2 se debe considerar tomar las muestras a 100 cm de orilla,
sin embargo, en los puntos RCaba3 y RCoatl, no se tiene diferencias significativas entre
zonas, indicando que tomando las muestras en cualquier zona (A, B o C) se obtendran

aislamientos de Pseudomonas spp.

Figura 11

Gréfico de barras para numero de aislamientos por punto de muestreo.
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Nota. Elaboracion propia, generado en Microsoft Excel.
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En la Tabla 11 se puede apreciar que el 50 % de los aislados fueron obtenidos del
punto RCoatl esto puede deberse a los altos niveles de fosforo total, cloruros y pH basico,
asi como también la presencia de Coliformes totales y termotolerantes (ANA, 2022); los

parametros fisico quimicos de este punto son propicios para el crecimiento de
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Pseudomonas spp., ademas, las aguas de este punto de muestreo son contaminadas con

desechos producto de la actividad humana como industrial de la ciudad de Juliaca.

Cabe detallar que los niveles de arsénico en el rio Coata en el punto RCoatl
presento afectacion por arsénico total (0,02613mg/L > 0,01 mg/L del ECA 1-A2) (ANA,
2022). El siguiente punto con mayor porcentaje de aislamiento es el RCaba3 con 30 %
dado que presentaba como antecedente concentraciones altas de fosforo total, asi como
la presencia de Coliformes termotolerantes (ANA, 2022), la contaminacion en este punto
se podria atribuir a la actividad agricola del lugar como también a la composicion mineral
del suelo; de igual forma presento afectacion recurrente de arsénico total (0,05184 mg/L
> 0,01 mg/L del ECA 1-A2) (ANA, 2023). En el punto RCaba2 se aislaron el 20 % de la
bacteria objetivo, pese a que segln el reporte de la ANA (2022) este punto presenta

contaminacion por nitratos y presencia de coliformes termotolerantes.

Sin embargo, el bajo porcentaje de aislamiento puede considerarse al bajo caudal
del rio, asi como las campafias de limpieza para evitar la contaminacion de sus aguas.
Asimismo, RCaba2 presento afectacion recurrente de Arsénico total (0,02331 mg/L >
0,01 mg/L del ECA 1-A2) (ANA, 2022). Finalmente, el punto Rverd2 presento un 0 %
del aislamiento total debido a que esta zona no hay mucha actividad antropogeénica, pero
si hay actividad minera lo cual se refleja en la afectacion recurrente de Arsenico total

(0,14484 mg/L > 0,15 mg/L del ECA 4-E2) (ANA, 2022).

De igual importancia, el periodo de muestreo es esencial para el aislamiento de
bacterias en agua. Como lo indica la DIGESA (2007) existe diferencia significativa en
los resultados de muestreos microbioldgicos en periodos de estiaje (agua calmada) y
avenida (corriente frecuente), esto tiene relacion con las muestras obtenida en los puntos

de la Unidad Hidrografica Coata, donde el flujo de agua fue lento y calmado al momento
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de realizar los muestreos, presentando agua superficial libre de sedimento o turbiedad.
Los datos compilados se compararon a otros aislamientos de Pseudomonas spp., los datos
obtenidos y analizados fueron consolidados en la Tabla 11, no existe un autor que haya

realizado aislamientos de Pseudomonas spp. especificamente en el rio Coata.

Sin embargo, partiendo desde lo mas especifico a lo mas general en cuanto a
objetivo de estudio, Ochoa-Agudelo et al., (2022) realiz6 aislamientos de Pseudomonas
spp. con el método de dilucion en tubo y siembra en agar Cetrimide por extension, donde
las muestras fueron obtenidas de rios aledafios a una explotacion minera, obteniendo un
total de 6 aislados de un total de 12 muestras distribuidas de forma homogénea para cada
uno de los puntos de recoleccion, teniendo un 50% de probabilidades de aislamiento de
Pseudomonas spp., este resultado esta ligado a la capacidad ampliamente distribuida de

Pseudomonas para permanecer en el ambiente.

En tanto Ramirez et al. (2023) realizd una deteccion de Pseudomonas spp. en
muestras de agua potable obtenidas de 14 de bebederos, 16 del agua de la red, 29 de agua
a granel y 7 de sistemas de filtracion, de un total de 66 muestras de agua analizadas, el
37.87% (25/66) superan el limite de organismos coliformes, mientras que en el
aislamiento de Pseudomonas spp. se encontrd en el 18.18% (12/66) de las muestras

analizadas.

Por otro lado, Estupifian-Torres et al. (2017) realiz6 aislamientos en piscinas
publicas de Bogota, donde luego de la recoleccién de 48 muestras de agua de 8 piscinas
distintas, encontrd un 100% de aislamientos correspondientes a Pseudomonas spp., esto
se debe a que en las piscinas el agua no se encuentra en movimiento, por ende se
consideran aguas estancadas, siendo analogo a aguas en un periodo de estiaje, donde el

caudal no tiene un fluido constante, ello implica acumulacion de residuos organicos e
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inorgénicos siendo fuente de nutrientes, favoreciendo el crecimiento de bacterias gram

positivas y negativas.

Empero, Martins et al. (2019) realizo una investigacion en periodo de avenida
donde aislo enterobacterias de muestras de agua destinadas al consumo humano en Sao
Paulo-Brasil, donde de un total de 3 726 muestras de, encontr6 67 aislados
correspondientes a coliformes totales, dentro de ellas Pseudomonas spp., este resultado
corresponde a 1.79% de muestras de agua que tienen contaminacion por coliformes
totales, aqui se puede comparar la contaminacion en aguas que se encuentran en constante
movimiento, siendo andlogo al periodo de avenida que se podria encontrar en un rio como

el rio Coata.

Similares estudios se realizaron en rios de la region de Puno donde se analiza la
calidad microbioldgica enfatizando en la presencia de coliformes totales, sin embargo, no
reportan porcentajes ni nimero de aislamientos por cantidad de muestras recolectadas,
Unicamente presentan aislamientos obtenidos (siendo este un indicativo de presencia de
los géneros que comprenden los coliformes) y estos son replicados hasta obtener el
namero de cepas de interés para que posteriormente puedan ser sometidas al tratamiento
planteado, esto refiere a que en muestras de agua obtenidas de rio, se obtendra

aislamientos de coliformes totales.

Las especies que pertenecen al género Pseudomonas son un tipo comin de
bacterias que pueden crecer y multiplicarse facilmente, siendo un género con facilidad de
crecimiento hasta temperaturas de hasta 41 °C (MICROSERVICES FERGO, 2021), por
esto mismo, son capaces de utilizar una amplia variedad de fuentes de carbono y nitrégeno
para crecer en diversos ambientes (Garcia y lannacone, 2014). El crecimiento en este tipo

de ambientes como suelo y agua, lo convierte en un importante patégeno oportunista que
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causa una variedad de infecciones en pacientes inmunocomprometidos, asi como las
victimas de quemaduras y los pacientes con cancer y fibrosis quistica (Castillo et al.,
2009), pese a su relacion con enfermedades humanas, varias cepas demuestran la amplia
distribucion ambiental y su aislamiento por diversas técnicas, agares para enterobacterias,
coliformes, filtrados de membrana, y agares especificos para Pseudomonas sp., y su
capacidad desintoxicante para materia orgénica e inorganica como los metales pesados

(Lujén, 2019).

Finalmente, los aislamientos obtenidos indican la presencia de Pseudomonas spp.
en la Unidad Hidrografica Coata, de un total de 36 muestras, se obtuvo 10 aislados
(27.78%) en 3 muestreos diferentes bajo condiciones ambientales similares, sin embargo,
en el mes de marzo al obtener solo 1 aislado, se evidencia que la presencia de lluvias
incrementa el caudal, por consecuencia, la calidad microbioldgica se ve afectada en el

aislamiento.

La investigacion aporta una metodologia de aislamiento de Pseudomonas spp.
resistentes al arsénico en la Unidad Hidrogréfica Coata, estos resultados podrian indicar
contaminacion recurrente en esta unidad, la distribucién mensual de aislamientos muestra
un aumento conforma avanzaron los meses, posiblemente relacionado con factores
climaticos o humanos que favorecieron el medio para el crecimiento y proliferacion de
Pseudomonas spp., no obstante, los hallazgos son consistentes con investigaciones

previas, siendo este, el primero en la region.
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4.2 CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA DE ARSENICO FRENTE
A AISLAMIENTOS DE PSEUDOMONAS SPP. NATIVOS DE LA

UNIDAD HIDROGRAFICA COATA.

Los resultados obtenidos por concentraciones fueron: en la concentracion de 100
mg/l de arsénico todos los aislados bacterianos presentaron crecimiento: RCOATL1 - B1,
RCOAT1-B2, RCOAT1 - B3, RCOAT1-C2, RCOAT1 - C3, RCABA2 - A2, RCABA2
- A3, RCABA3 - B2, RCABAS3 - B3, RCABA3 — C3, aislados pertenecientes al rio Coata
y al rio Cabanillas; en la concentracion 150 mg/I de arsénico 4 aislados de Pseudomonas
spp. presentaron crecimiento: RCOATL1 - C3, RCOAT1 - B3, RCABA3 - B3, RCABA3
— C3; en la concentraciéon 200 mg/l de arsénico 4 aislados de Pseudomonas spp.
presentaron crecimiento: RCOAT1 — C3, RCOAT1 - B3, RCABA3 - B3, RCABA3 —
C3, los demas aislados bacterianos no presentaron crecimiento, en la concentracion 250
mg/l de arsénico, 4 aislados de Pseudomonas spp. presentaron crecimiento: RCOAT1 -
B3, RCOAT1- C3 y RCABA3 — C3, los demas aislados bacterianos no presentaron
crecimiento, finalmente en la concentracién 300 mg/l y 350 mg/l, no hubo ningun aislado

que fuera resistente a arsénico (Tabla 13).

La evaluacion de resistencia a diferentes concentraciones de arsénico realizada a
aislamientos de Pseudomonas spp., se muestran en la Figura 33. Se seleccionaron 3
aislados bacterianos que muestran ser resistentes a arsénico hasta una concentracion de
250 mg/l, estas corresponden al punto de muestreo de RCcoatl — B3, RCoatl — C3 y
RCaba3 — C3, estos aislados identificados como resistentes, se utilizaron para la

formacion de biofilms en caldo Luria Bertani.
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Tabla 8
Crecimiento de Pseudomonas spp. en medio suplementado con concentraciones de As a

100, 150, 200, 250, 300 y 350 mg/I.

CONCENTRACION DE ARSENICO (mg/l)

ASILAMIENTOS = CMmI
Pseudomonas spp ezl 100 150 200 250 300 350 (mg/l)
RCOAT1 -B1 + + - - - - - 150
RCOAT1 - B2 + + - - - - - 150
RCOATI1 - B3 + + + + + - - 300
RCOAT1-C2 + + - - - - - 150
RCOAT1 - C3 + + + + + - - 300
RCABA2 - A2 + + - - - - - 150
RCABA2 - A3 + & - - - - - 150
RCABA3 - B2 + + - - - - - 150
RCABA3 - B3 + + + + - - - 250
RCABA3 -C3 + + + + + - - 300

Nota. (+) Crecimiento positivo. Elaboracion propia.

Figura 12
Concentracién minima inhibitoria de arsénico sobre Pseudomonas spp. aisladas de la

Unidad Geogréfica Coata.
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Nota. Elaboraci6n propia, generado en Microsoft Excel.

Al aplicar la prueba de normalidad Shapiro-Wilk (Tabla 14), existe diferencia

significativa entre aislados del punto RCoatl (0.006 < 0.05); es decir, que hay diferencia
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en laresistencia de los aislados de dicho punto, sin embargo, en el punto RCaba3 no existe

diferencia significativa (0.637 > 0.05) al igual que en el punto RCaba2.

Los resultados de CMI obtenidos (300 mg/l) son similares a los de Pellizzari et al.
(2015), quienes reportaron una CMI de 60 mg/l para Pseudomonas aeruginosa
empleando arseniato de sodio (NazHAsO4.7H20). Por otro lado, Anyanwu y Ugwu,
(2010), aislaron una cepa de Pseudomonas aeruginosa resistente a arseniato de sodio
(Na3AsOs) a una concentracion de 200 mg/l. Sin embargo, otros estudios reportan CMI
mas elevadas; como Tariq et al., (2019), quienes reportaron cepas de Pseudomonas
aeruginosa resistentes a concentraciones de 7000 mg/l de arseniato y 1400 mg/l de
arsenito, de igual forma Kao et al. (2013), reportaron una CMI para Pseudomonas spp.

de 7500 mg/I de arsenito (V).

La diferencia en los resultados de CMI reportados podria estar relacionado al tipo
arsénico en el compuesto utilizado (forma trivalente o pentavalente), ya que este metal
pesado en sus formas de sales tiende a evaporarse en contacto con el ambiente, por lo que
el compuesto de arsenico debe estar acompafiado de un estabilizante como el &cido nitrico
y asi prevenir la evaporacion, que puede llevar a resultados falso positivos. En este estudio
se trabajo con tetraoxoarseniato (V) de hidrogeno (HzAsOs) acompafiado con acido
nitrico (HNO3z 0.5 mol/l), un &cido oxidante y conservante de arsénico, lo cual garantiza
los resultados obtenidos. Ademas, existen otros factores que pueden dar lugar a
variaciones en la CMI, genes resistentes 0 metabolizantes a arsénico, tiempo de

exposicion, el lugar o cuerpo de agua donde se obtuvo el aislamiento (Liao et al., 2011).

Desde el punto de vista bioldgico, la tolerancia al arsénico de Pseudomonas spp.
expresada por la CMI encontrada en este estudio (300 mg/l), se explica por los

mecanismos de adaptacion y/o resistencia de Pseudomonas spp. a ambientes con alta
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concentracion de arsénico constante. Existen dos mecanismos generales: la reduccion de
arsénico y la oxidacion de arsénico, en la reduccion Pseudomonas spp. utiliza As (V)
como aceptor de electrones durante la respiracion aeroébica, lo que da como resultado la
formacion de As (Ill). Mientras que la oxidacion ocurre mediante un cambio en la
respiracion de la bacteria convirtiendo el oxigeno en una molécula de agua permitiendo
que el arsenito (As OH)? se transforme a arseniato (AsO4) (Rodriguez-Castrejon et al.,
2022). Transformando que el arsénico mas toxico se convierta en arsénico mas amigable

permitiendo que Pseudomonas resista en aguas con concentraciones altas de arsenico.

Teniendo en cuenta que los aislamientos de Pseudomonas spp. nativos de la
Unidad Hidrografica Coata, provienen de un ambiente contaminado con arsénico de
actividades mineras y antropogénicas con concentraciones de hasta 0,05184 mg/l (ANA
y MIDAGRI, 2023) que superan el nivel permisible (0,01 mg/l del ECA 1-A2)
establecidas por el (MINAM (2017), En tanto que otros investigadores como Tariq et al.
(2019), aislaron Pseudomonas spp. de rios donde la concentracion de arsénico supera 19
veces el limite permitido de 0,01 mg/l establecido por la WHO (2008). Kao et al. (2013)
también aislé cepas de Pseudomonas aeruginosa de aguas subterraneas en Taiwan,
contaminadas con 1.82 mg/l de As (Nordstrom, 2002) superando el valor establecido por
la WHO (2008), con ello podemos deducir que las diferencias de concentracién de
arsénico del lugar de donde fueron aislados las bacterias son importantes, ya que marcara

diferencias en la CMI segln su capacidad de adaptacion y tolerancia a estos ambientes.

Estos mecanismos estan asociados a la expresion de dos operones (arsl y ars2)
que dotan a la bacteria con resistencia al arsénico. Estas secuencias genéticas se expresan
en un contexto donde la presencia de arsénico en el medio ha sido constante. Sobre esta

base, la capacidad de Pseudomonas para soportar la exposicion a metales pesados debe
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entenderse que esta ligada a la cantidad de arsénico del medio en el que se aisla (Paez-

Espino, 2009).

El estudio aporta estableciendo una concentracion minima inhibitoria de arsénico
frente a Pseudomonas spp., asi como, definiendo una concentracion de referencia. Esta
CMI de arsénico determinada, indica la resistencia a arsenico, por lo que los aislamientos
pueden emplearse con fines biotecnoldgicos para biorremocién de arsénico en ambientes
contaminados. De igual manera, se debe considerar las condiciones del medio de donde
se aisla Pseudomonas spp., debido a que, cada cepa tiene sus propios mecanismos de

tolerancia y adaptacion al medio ambiente.

43 REMOCION DE ARSENICO IN-VITRO POR BIOFILMS DE
PSEUDOMONAS SPP. NATIVAS DE LA UNIDAD HIDROGRAFICA

COATA.

Los porcentajes de remocion fueron significativos al final de las 72 horas de
aplicacion de biofilms, para cada uno de los aislamientos codificados como RCoatl — B3,
RCoatl — C3 y RCaba3 — C3, partiendo de una concentracion inicial de 200 mg/l de
arsénico, se obtuvo un porcentaje de remocion del 24.55% (150.91 mg/l), 33.82% (132.37
mg/l) y 23.11% (153.78 mg/l) para las 24 hrs de aplicacién de biofilms, 35.65% (128.71
mg/l), 41.49% (117.03 mg/l) y 42.95% (114.11 mg/l) para las 36 hrs, finalmente un
68.75% (62.5 mg/l), 59.58% (80.84 mg/l) y 64.39% (71.22 mg/l) respectivamente tras las

72 hrs finalizado el periodo establecido para tratamiento (Tablas 15y 16).
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Tabla 9

Remocidn de arsénico por biofilms de Pseudomonas spp. segun tiempo de tratamiento.

CONCENTRACION DE ARSENICO (mg/l)

INICIAL FINAL
BIOFILM TIEMPO (horas)
0 0 24 48 72
CONTROL 200 200 200 200 200
RCOAT1 - B3 200 200 150.91 128.71 62.5
RCOAT1 - C3 200 200 132.37 117.03 80.84
RCABA3 - C3 200 200 153.78 114.11 71.22

Nota. Elaboracion propia, generado en Microsoft Excel.

Tabla 10
Porcentaje de remocién de arsénico por biofilms de Pseudomonas spp. segin tiempo de

tratamiento.

PORCENTAJE DE REMOSION DE ARSENICO (%)

BIOFILMS TIEMPO (horas)
0 24 48 72
CONTROL 0 0 0 0
RCOAT1 - B3 0 24.55 35.65 68.75
RCOAT1 - C3 0 33.82 41.49 59.58
RCABA3 - C3 0 23.11 42.95 64.39

Nota. Elaboraci6n propia, generado en Microsoft Excel.

Los resultados por puntos de muestreo como se muestra en la Tabla 17 y Figura
34, para el biofilm de Pseudomonas spp. codificado como RCoatl — B3, la concentracién
inicial fue de 200 mg/I de arsénico, tras 24 horas de tratamiento de remocion disminuyo
a 150.9 mg/I, es decir hubo remocion del 24.5%, a las 48 horas la concentracién fue 128.7
mg/l, con un 35.6% de remocion; finalmente a las 72 horas de exposicion, la

concentracion final fue de 65.5 mg/l que representa un 68.8 % de remocion.

Como se muestra en la Tabla 18 y Figura 35, para el biofilm de Pseudomonas spp.
codificado como RCoatl — C3, la concentracién inicial fue de 200 mg/l de arsénico, tras

24 horas de tratamiento de remocion disminuy6 a 132.4 mg/l, es decir hubo remocién del
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33.8%, a las 48 horas la concentracion fue 117.0 mg/l, con un 41.5% de remocion;

finalmente a las 72 horas de exposicidon, la concentracion final fue de 80.8 mg/l que

representa un 59.6% de remocion.

Figura 13

Porcentaje de remocion y concentracion de arsenico por biofilms de Pseudomonas spp.

(RCoatl - B3).

RCoatl - B3 RCoatl - B3
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Nota. Elaboracion propia, generado en Microsoft Excel.
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Figura 14
Porcentaje de remocidn y concentracion de arsénico por biofilms de Pseudomonas spp.

(RCoatl — C3).
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Nota. Elaboracion propia, generado en Microsoft Excel.

Figura 15
Porcentaje de remocidn y concentracion de arsénico por biofilms de Pseudomonas spp.

(RCaba3 - C3).
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Nota. Elaboracion propia, generado en Microsoft Excel.
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Como se muestra en la Tabla 19 y Figura 36, para el biofilm de Pseudomonas spp.
codificado como RCaba3 — C3, la concentracidn inicial fue de 200 mg/l de arsénico, tras
24 horas de tratamiento de remocién disminuyé a 153.8 mg/l, es decir hubo remocion del
23.1%, a las 48 horas la concentracion fue 114.1 mg/l, con un 42.9% de remocion;
finalmente a las 72 horas, la concentracion final fue de 71.2 mg/l que representa un 64.4%

de remocion.

De manera complementaria se aplico la prueba de normalidad Shapiro-Wilk
(Tabla 20), se obtuvo un resultado de 0.367 > 0.05, lo que indica que no existe diferencia
significativa entre biofilms formados, sin embargo, este resultado refleja la capacidad de
remocion utilizando cualquiera de los biofilms y su posterior evaluacién de remocion

frente a metales pesados, como en este caso que fue el arsénico.

Figura 16
Porcentaje de remocion de arsénico por horas.
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Nota. Elaboracion propia, generado en Microsoft Excel, los aislados pueden ser consideradas como
tratamiento.
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Figura 17

Concentracién de remocion por horas.
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Nota. Elaboracion propia, generado en Microsoft Excel, los aislados pueden ser consideradas como
tratamiento.

De las figuras 37 y 38, podemos observar una comparacion entre biofilms
aplicados para biorremocion, se observa que el biofilm de RCoatl — B3 obtuvo la mayor
capacidad de remocién de arsénico, seguido de RCaba3 — C3 y finalmente RCoatl — C3,
resultados que demuestran la eficacia de remocién in-vitro de Pseudomonas spp. nativas

de la Unidad Hidrogréafica Coata.

El porcentaje de remocion de arsénico se incrementa con el tiempo, es decir, en
las primeras horas la remocidn es rapida debido a que las bacterias ya estan adaptadas
para iniciar el proceso de remocion del arsénico, dicho proceso de remocién, fue
observado por Kao et al. (2013) y Tariq et al. (2019) afirmando que los aislamientos
nativos de sitios contaminados con arsénico remueven el metal pesado desde las primeras
horas de exposicion. Por otro lado, la concentracion de arsénico disminuye a medida que

pasa el tiempo, esto indica que la concentracion inicial es inversamente proporcional con
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el porcentaje de remociodn, hecho que coincide con los resultados obtenidos en el presente

estudio empleando aislamientos nativos de sitios contaminados con arsénico.

Existen diversas formas de remediar el As, entre ellas las mas sostenibles son a
través del uso de microorganismos que producen biofilms (Barral-Fraga et al., 2018;
Maity et al., 2023; Mathivanan et al., 2021) como Pseudomonas spp. que son capaces de
remediar As a través de biofilms, como lo sostiene Barral-Fraga et al., (2018) quienes

emplearon biofilms para remover arsénico, obteniendo una remocion de hasta el 73,65%.

Mientras que Layza-Avalos y Polo-Sanchez, (2018) no emplean biofilms, sino
bacterias plancténicas que no estan adheridas ni concentradas, reportando una remocién
de hasta un 60.88 %. A comparacion con el 68.75 % de remocion obtenido en esta
investigacién hay una diferencia de 8 % aproximadamente, que se puede llegar a creer en
que no existe una diferencia marcada, sin embargo, la ventaja que ofrece la remocion por
biofilms es la sostenibilidad a largo plazo y esto se debe a las estructuras solidas formadas
en las ldminas PP que permiten una remocion constante en diferentes lugares de interés,
permitiendo la remocion in-situ, sin que haya una afectacién por Pseudomonas spp. lo

cual con bacterias plancténicas pasaria en un supositorio caso de remocidn in-situ.

Ademas de ello, la biomasa del biofilms permite tener un control en la eliminacion
del biofilms mientras que en caso de las planctonicas es necesario un metodo adicional
para poder eliminarlas del cuerpo de agua donde removieron arsénico, corriendo el

peligro de que no todas las bacterias mueran.

Existe evidencia sobre la importancia de biofilms para alternativas
biotecnoldgicas, sin embargo, para que haya tal efectividad es necesario que la formacion
sea controlada y suplementada correctamente para dar las condiciones favorables de
crecimiento, adhesion y formacion de biofilm. Esta investigacion, realizo la formacion de
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biofilms en 15 dias a una temperatura de 42 °C con una rotacion de 120 rpm por minuto,
siendo esta temperatura 6ptima para el crecimiento de Pseudomonas spp. en incubador
con rotor, mientras que en el estudio realizado por Barral-Fraga et al. (2018), logré la
formacion de biofilms en 51 dias a una temperatura de 17 °C. El tiempo de crecimiento
de biofilms es dependiente de factores de crecimiento, como UFC formadoras afadidas,
turbidez, movimiento y temperatura, siendo este factor muy importante debido a que la
formacion de biofilms de Pseudomonas spp. se da a una temperatura optima de 42 °C,

acortando el tiempo de crecimiento y formacion, obteniendo biofilms en menos tiempo.

Sin embargo, se han reportado estudios que emplean temperaturas muy bajas a la
Optima para la formacion de biofilms con resultados pocos favorables en remocion. Por
ejemplo, Hasanovi¢ et al. (2019) reportaron la formacién de biofilms de Pseudomonas
spp. a una temperatura de ambiente en menos de 24 horas lo que le produjo una baja
remocion de su analito. Abadia et al. (2019) también reporta crecimiento de biofilms de
Pseudomonas spp. en 24 horas a temperatura ambiente, que, si bien obtiene resultados
favorables en la resistencia gracias al biofilms, la remocidn de su analito es lenta. Ochoa
et al. (2013) también reporta formacién de biofilms de Pseudomonas spp., incubadas a
37°C y por 24 horas, con resultados satisfactorios para resistencia, pero la remocién de
sus analitos es muy baja. Todos los estudios tienen variaciones en los factores de
crecimiento con los que trabajan. La formacion de biofilms también esta ligada al sustrato

en el cual se adhiere.

La adhesion de bacterias a una superficie ocurrird més facilmente en aquellas mas
asperas, mas hidrofobicas, y recubiertas por “films condicionantes”. La colonizacién
microbiana parece incrementar a medida que aumenta la rugosidad de la superficie. Esto
seria debido a que estan reducidas las fuerzas de deslizamiento (GroBner-Schreiber et al.,

2009), y el area de superficie se torna mayor (Thomas y Nakaishi, 2006).
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En esta investigacion la formacion de biofilms se realizé en laminas de PP de
superficies rugosa, lo cual facilitd el proceso de formacion de la bioestructura bacteriana.
Respecto a ello, Donlan (2002) sefiala que la adhesion es mayor en superficies
hidrofébicas, no polarizadas, como el teflon y otros plasticos, en comparacion con
materiales hidrofilicos, como vidrio o metales, aparentemente se produciria algun tipo de
interaccion hidrofdbica entre la superficie celular y la del sustrato que permitirian a la
bacteria superar las activas fuerzas de rechazo a cierta distancia de la superficie del
sustrato, y lograr adherirse irreversiblemente (Donlan, 2002; Hook et al., 2013; Nazar,

2007).

El medio en el cual se realiza la formacion de biofilms también es importante, en
el presente estudio se realizé la formacion de biofilms en matraz Erlenmeyer, debido a la
capacidad de contenido, asi como una mayor produccion de biofilms a comparacion de la
prueba estandar en microplaca (Stepanovic et al., 2000). Por otro, para identificar los
biofilms bacterianos se recomienda realizarlo por microscopia electronica y de barrido,
sin embargo, las técnicas convencionales y accesibles pueden cumplir con el objetivo,
como lo sefialan Villanueva-Ramos et al. (2019) quienes recomiendan realizar tincion
Gram, que detecta con un 50 % de precisién la formacion de biofilms; ademas indican
que para mas precision se puede acompafiar con otras tinciones como hematoxilina eosina

y Periodic Acid-Schiff.

El aporte principal de la investigacion es la innovacion en el método de
biorremocién, al emplear biofilms de Pseudomonas spp., siendo este un método aun en
desarrollo en la remocidn de arsénico y de otros metales pesados, sin embargo, su uso
viene reportando resultados satisfactorios en paises europeos. Los biofilms adheridos a
laminas de polipropileno puede ser una herramienta para biotecnologias, tales como,

filtros que pueden acoplarse en el proceso de produccién de agua potable, asi como en
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plantas de tratamiento de aguas residuales de diferentes industrias, de igual forma, se
pueden crear biofiltros portétiles que pueden ser instalados en zonas de dificil acceso
como aguas subterrdneas. Localmente, esta investigacion aporta con una alternativa
eficiente, econdmica y amigable con el ambiente para remediar concentraciones elevadas
de arsénico en agua. De esta forma, reducir los niveles elevados de arsénico en la region
de Puno, beneficiando a la poblacion afectada por este metal, en razon de una

investigacion One Health.
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CONCLUSION

Se obtuvo 10 aislamientos de Pseudomonas spp. nativas a partir de 36 muestras
recolectadas, en 3 de los 4 puntos de muestreo los cuales corresponden a: 5 aislamientos
en RCoatl (50 %), 2 aislamientos en RCaba2 (20 %) y 3 aislamientos en RCaba3 (30 %),
Sin diferencias significativa entre puntos de muestreo (p>0.05), sugiriendo que,

independientemente del punto donde se obtenga la muestra, se podré aislar Pseudomonas

SPp.

La CMI para los 10 aislamientos de Pseudomonas spp. nativas, fue de 150 mg/I
en 6 aislados (RCoatl — B1, RCoatl — B2, RCoatl — C2, RCaba2 — A2, RCaba2 - A3y
RCaba3 - B2), de 250 mg/l en un aislado (RCaba3 — B3), finalmente en 3 aislados la CMI
fue de 300 mg/l (RCoatl — B3, RCoatl — C3 y RCaba3 — C3), siendo estos los mas

resistentes y con mayor potencial de uso biotecnologico en biorremediacion.

Se determind la actividad de remocion de arsénico en 3 biofilms (RCoatl — B3,
RCoatl — C3 y RCaba3 — C3) de Pseudomonas spp. nativas formadas en laminas de
polipropileno (PP), desde una solucién con concentracion inicial de 200 mg/I de arsénico,
y concentraciones finales de 62.5 mg/l, 80.8 mg/l y 71.2 mg/l de arsénico, permitié
porcentajes de remocién del 68.8 %, 59.6 % y 64.4 % respectivamente. Reportando un

porcentaje de remocion efectivo.

La investigacion aporta la primera evidencia de Pseudomonas spp., resistentes a
arsénico aisladas de la Unidad Hidrografica Coata, con un potencial de biorremediacion
de agua, al emplear la formacion de biofilms, siendo este una tecnologia innovadora y

sostenible.
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RECOMENDACIONES

e Investigar en el acortamiento de tiempos de remocion e investigar diferentes
métodos de encapsulamiento bacteriano que contribuya a la biorremocién de
arsénico.

e Determinar los factores ambientales a los que esta expuesto la Pseudomonas
spp. in-situ, tales como pH, conductividad del agua, turbidez y demanda
bioguimica de oxigeno (DBO)

e Investigar el porcentaje de remocion de arsénico por biofilms de Pseudomonas
spp. in situ, comprendiendo que esta metodologia es aplicable in-vitro, y podria
ser empleada directamente a rios, lagos, Unidades Hidrograficas en general.

e  Estudiar sobre Pseudomonas spp. en la remocion frente a otros metales pesados
de importancia ambiental, tales como mercurio, plomo, cadmio y cromo, en
cuerpos de agua contaminados de la region.

e Investigar la cinética de crecimiento de Pseudomonas spp. y otras bacterias que
tienen la capacidad de eliminar metales pesados, teniendo en cuenta diferentes
variables para mejorar el proceso.

e Identificar gendbmicamente las bacterias tolerantes aisladas, con el fin de
determinar qué tipo de gen presentan, esto para investigar mas profundamente
los mecanismos de resistencia empleados por Pseudomonas spp. para la

biorremocién de arsénico.
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ANEXOS

Figura 18

Cooler con gel packs para el transporte de muestras de agua.

Nota: Cooler utilizado para transporte de muestras

Figura 19

Ficha de registro de datos en campo de punto de muestreo RCoatl de la Unidad

Hidrografica Coata.

REGISTRO DE DATOS DE CAMFO

CUENCA: COATA REALIZADO POR: Sarshy Arocutipa Atencio / Luis Alvaro Sanchez Sslazar
AAAALA: JULIACA RESPONSABLE:
PUNTO DE DESCRIPCION . COORDENADAS ALTURA T | OD | COND
. s LOCALIDAD | DISTRITO | PROVINCIA | DEFARTAMENTO FECHA HORA

MONITOREQ (oTigen ubicacidn) Estz Harta mmm PH °C | mgiL| uSicm

RVerd2 Rio Verde aguas Sector Santa Lampa Puno 320642 | 8261157 4120 26/03/2024| 16:00 (8.2 151|759 |4020
debajo de |z minera Cerrillo Lucia
Tacaza

Rverd? Rio Verde aguas Sector Santa Lampa Puno 320642 | B261157 4120 14/04/2024| 15:15 (&5 16.4|75 |4050
debajo de la minera Cerrillo Lucia
Tacaza

RVerd2 Rio Verde aguas Sector Santa Lampa Puno 320642 | 8261157 4120 06/05/2024| 14:30 | 8.8 16.7 | 7.8 | 3590
debajo de |z minera Cerrillo Lucia
Tacaza

Nota: El registro se tomo en referencia al modelo empleado por ANA, los registros fueron llenados a

mano in-situ, se digitaron los datos para mayor legibilidad, elaboracién propia.
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Figura 20
Ficha de registro de datos en campo de punto de muestreo RCaba2 de la Unidad

Hidrogréfica Coata.

REGISTRO DE DATOS DE CAMPO

CUENCA: COATA REALIZADO POR: Sarshy Arocutipa Atencio / Luis Alvaro Sanchez Salazar
AANAT A ULIACA RESPONSABLE:

FUNTO DE DESCRIFCION LOCALIDAD | DISTRITO | PROVINCIA | DEPARTAMENTO COORDENADAS ALTCRA FECHA |HORA| pH _T 0D | COND
MONITOREO (origen/ubicaciin) Eate Harte msnm C | mg/L| uSlcm

RCaba2 Rio Cabanillas 500 m Cabanillas | Juliaca San Roman | Puna 371455 | 8291046 3836 26/03/2024| 09:10 |E4 143 (754 1012
aguas arriba de la
unidn con el rio Lampa
para formar el rio
Coata

RCaba2 Rio Cabanillas 500 m Cabanillas | Juliaca San Roman | Puno 3714595 | 8291046 3836 14/04/2024| 09:00 | 7.9 145(7.22 (1030
aguas arriba de la
unién con el rio Lampa
para formar el rio
Coata

RCaba2 Rio Cabanillas 500 m Cabanillas | Juliaca San Reman | Puna 371495 | 8291046 3836 06/05/2024| 08:30 |B.1 14.2(7.43 (1001
aguas arriba de la
unidn con el rio Lampa
para formar el ria
Coata

Nota: El registro se tomo en referencia al modelo empleado por ANA, los registros fueron llenados a

mano in-situ, se digitaron los datos para mayor legibilidad, elaboracion propia.

Figura 21
Ficha de registro de datos en campo de punto de muestreo RCaba3 de la Unidad

Hidrografica Coata.

REGISTRO DE DATOS DE CAMPO

CUENCA: COATA REALIZADO POR: Sarahy Arocutipa Atencio/ Luis Alvare Sincher Salazar
AAAAT A JULIACA RESPONSABLE:

PUNTO DE DESCRIPCION LOCALIDAD | DISTRITO | PROVINCIA |DEPARTAMENTO COORDENADAS ALTURA FECHA | HORA

OD | COND
MONITOREQ (origen/ubicacion} Este Harte memm PH

mg/L| uSicm
RCaba3 Rio Cabanillas, 2 4330 | Cabanillas | Juliaca San Roman | Puno 328541 | B265328 4025 26/03/2024| 13:00 | 8.4 155|751 | 1567
metros aguas debajo
de la confluencia del
ric Cerrilles y rio
Verde.

al-

RCaba3 Rio Cabanillas, 2 4330 | Cabanillas | Juliaca San Roman | Puno 328541 | B265328 4025 14/04/2024| 13:45 | 8.3 15.2 | 6.89 | 1582
metros aguas debajo
de la confluencia del
rio Cerrillos y rio
Verde.

RCaba3 Rio Cabanillas, 2 4330 | Cabanillas | Juliaca San Roman | Puno 328541 | B265328 4025 06/05/2024| 12:30 | 8.1 15.7|7.23 | 1571
metros aguas debajo
de la confluencia del
rio Cerrillos y rio
Verde.

Nota: El registro se tomo en referencia al modelo empleado por ANA, los registros fueron llenados a

mano in-situ, se digitaron los datos para mayor legibilidad, elaboracién propia.
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Figura 22

Ficha de registro de datos en campo de punto de muestreo RVerd2 de la Unidad

. 7 g=
Hidrogréafica Coata.
REGISTRO DE DATOS DE CAMPO
CUENCA: COATA REALIZADO POR: Sarshy Arocutips Atencio / Luis Alvaro Sincher Salazar
AAAALA: JULIACA RESPONSABLE:
PUNTO DE DESCRIPCION - COORDENADAS ALTURA T 0D | COND
AONITORED (origen‘ublcacibn) LOCALIDAD | DISTRITO | FROVINCIA | DEFARTAMENTO T Norts p— FECHA HORA pH =C [ moiL| usicm
RVerd2 Rio Verde aguas Sector Santa Lampa Puno 320642 | 8261157 4120 26/03/2024| 16:00 | 8.2 15.1(7.5 |4020
debajo de la minera cerrille Lucia
Tacaza

Rverd2 Rio Verde aguas Sector Santa Lampa Puno 320642 | 8261157 4120 14/04/2024| 15:15 | 8.5 16.4|7.5 | 4050
debajo de la minera cerrille Lucia
Tacaza

Rverd2 Rio Verde aguas Sector Santa Lampa Puno 320642 | 8261157 4120 06/05/2024(14:30 (8.8 16.7|7.8 |3550
debajo de la minera Cerrillo Lucia
Tacaza

Nota: El registro se tomo en referencia al modelo empleado por ANA, los registros fueron Ilenados a

mano in-situ, se digitaron los datos para mayor legibilidad, elaboracién propia.

Figura 23

Etiqueta para muestra de agua.

Solicitante/cliente:

Nombre [aboratorio:

Codigo punto de monitoreo:

Tipo de cuerpo de agua:

Fecha de muestreo: Hora:
Muestreado por:

Parametro requerido:

Preservada; | Sl | NO | Tipo reactivo:

Nota: La etiqueta de rotulado se tomd en referencia al modelo empleado por ANA, estos fueron llenados

a mano in-situ.
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Figura 24

Rio Coata de la Unidad Hidrogréfica Coata en periodo de estiaje.

Nota: La otoal'a hace referencia a la corriente en prloode stlaje

Figura 25

Muestreo de agua en rios de la Unidad Hidrografica Coata.

E;_:__—/’ ?a—‘ e ‘/’ -

Nota: Fotografias en toma de muestra en los puntos A. RCoatl, B. RCaba2, C. RCaba3 y D. RVerd2.
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Figura 26

Muestras de agua recolectadas del punto de muestreo RVerd2.

Nota: N° de frascos por punto de muestreo para los 3 muestreos.

Figura 27

Muestras de agua recolectadas del punto de muestreo RCoat1.

Nota: N° de frascos por punto de muestreo para los 3 muestreos.
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Figura 28

Muestras de agua recolectadas del punto de muestreo RCaba2.

Nota: N° de frascos por punto de muestreo para los 3 muestreos.

Figura 29

Muestras de agua recolectadas del punto de muestreo RCaba3.

Nota: N° de frascos por punto de muestreo para los 3 muestreos.
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Figura 30

Filtrado de membrana con bomba

Nota: Filtrado de agua en placas Petri al tener un tamafio de 50 mm, se realiz6 por triplicado.

Figura 31

Distribuciédn de placas para incubacion en bafio maria.

Nota: Las placas Petri se recubrieron con una bolsa Ziploc para que la incubacién sea uniforme.
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Figura 32

-

RCaba3
B

Nota: Las cepas aisladas pasaron a determinacion de CMI para seleccionar las mas resistentes.
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Figura 33
Solucion estandar de arsénico que es trazable a SRM de NIST (HzAsO4 en HNO3 0.5

mol/I) con una concentracion de 1000 ml/lI (Merck, 2024)

Nota: La solucién estandar fue proporcionada por la Facultad de Ingenieria de Minas.
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Figura 34

Placas Petri de agar Mller Hinton conteniendo las 12 aislados de Pseudomonas spp.

Observacion de pioverdina.
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Figura 35

Preparacion de las diferentes concentraciones de arsenico con suspension de

Pseudomonas spp.

Nota: Previamente a la inoculacion pas6 por control de calidad.

Figura 36

Concentracién minima inhibitoria de Pseudomonas spp. de la Unidad Hidrogréfica

Coata.

RCOATI-B1 © 100 150 ~ 200 250
p _ /" |RCOATI-B2 0 100 150 200 250

| e .
- — ; JR— —— i s ) W

Nota: Previamente a la inoculacion pasé por control de calidad.
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Figura 37

Formacion de biofilms.

Nota. Biofilm adherido a la [&mina de polipropileno.
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Figura 38
Analisis de agua con por espectrofotometria de emision atémica por plasma (ICP)

aplicando tratamientos de biofilms.

Nota: Equipo de espectrofotometria de emision atémica por plasma de la Facultad de Ingenieria de

Minas.

Tabla 11

Aislados bacterianos identificados con pruebas biogquimicas en el ler muestreo.

BACTERIA
PUNTO Mx TSI LIA SIM CS UREA AISLADA
(AJA) Pseudomonas
RCOAT1 B (GAS++) KIA -[-[+ + - sp.
(A/A)
RCABA2 A (GAS+)  KI/IK  -/-[- - - Neisseria sp.
(H2S-)
(A/K)
RCOAT1 C (GAS-) KI/IK -/-I+ - - Vibrio sp.
(H2S-)
(A/A)
RCABA2 C (GAS+) AIA -/-I- - - Neisseria sp.
(H2S-)
Nota: Elaboracion propia, en dicho muestreo solo se identifico 1 aislado de interés.
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Tabla 12

Aislados bacterianos identificados con pruebas bioquimicas en el 2do muestreo.

BACTERIA
PUNTO Mx COD TSI LIA SIM CS UREA AISLADA
G Pseudomonas
RCOAT1 B 6 (GAS++ KI/IK  -/-[- + -
) spp.
(A/A)
RCABA3 C 13 (GAS++ K/IK  -/-[- - - Neisseria sp.
) (H2S-)
(K/IA) N i Pseudomonas
RCOAT1L C 20 (GAS) KIA --[+ + $pp.
(K/A) N i Pseudomonas
RCABA2 A 23 (GAS) KIA -/-[+ + .
(A/K)
RVERD2 B 30 (GAS-) KIK  --[+ - - Vibrio sp.
(H2S-)
(A/A)
RCOAT1 B 37 (GAS+) A/A  -[-I- - - Neisseria sp.
(H2S-)
(A/K)
RCABA2 C 46 (GAS-) KIK  -/-1+ - - Vibrio sp.
(H2S-)
Gy Pseudomonas
RCABA3 B 52 (GAS++ K/A  -/-+ + - i~
) :

Nota: Elaboracion propia, en dicho muestreo solo se identificé 4 aislados de interés.
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Tabla 13

Aislados bacterianos identificados con pruebas bioquimicas en el 3er muestreo.

BACTERIA
PUNTO Mx COD TSI LIA SIM CS UREA AISLADA
RCOAT1I A 2 (A/A) AIA  -I-I- - - Neisseria sp.
(GAS+)
(H2S-)
RCOATL B 5 (AJA) KIA -I-- + - Pseudomonas
(GAS+++) spp.
RCABA2 A 11 (K/A) AIA -1+ + - Pseudomonas
(GAS-) spp.
RCABA3 C 20 (K/A) KIA -I-[+ + - Pseudomonas
(GAS++) spp.
RCOATL C 29  (A/K) KIK -+ - - Vibrio sp.
(GAS-)
(H2S-)
RCOAT1 C 30 (A/A) KIA -[-+ + - Pseudomonas
(GAS+++) spp.
RCOAT1 C 36 (A/K) KIK -/-[+ - - Vibrio sp.
(GAS-)
(H2S-)
RCABA3 B 68 (K/A) AIA -1+ + - Pseudomonas
(GASH) spp.

Nota: Elaboracion propia, en dicho muestreo solo se identificé 5 aislados de interés.
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Tabla 14

Aislamientos de Pseudomonas spp. obtenidos en aguas de la Unidad Hidrogréfica

Coata
ler 2do 3er
PUNTOS Mx muestreo muestreo muestreo Aislamientos Total
(marzo) (abril) (mayo)
A - - - 0
RCOAT1 B + + + 3 5 (50%)
C - S + 2
A - S S 2
RCABA2 B - - - 0 2 (20%)
C - - - 0
A - - - 0
RCABA3 B - + + 2 3 (30%)
C - - + 1
A - - - 0
RVERD2 B - - - 0 0 (0%)
C - - - 0
TOTAL 1 (10%) 4 (40%) 5 (50%) 10 10 (100%)
Nota. (+) Aislamientos positivos. Elaboracién propia, generado en Microsoft Excel.
Tabla 15
Analisis de normalidad Shapiro-Wilk para diferencia significativa.
Shapiro-Wilk
[ PUNTOS Estadistico : gl Sig. |
RCABA2 .750 3 <.00
RCABA3 1.000 3 1.000
AISLAMIENTOS RCOAT1 .964 3 .637
RVERD2 3 .
TODOS 3 0.322

Nota. Elaboracién propia, generado en SPSS.

Tabla 16

Prueba de Shapiro-Wilk para normalidad entre puntos.

Shapiro-Wilk
PENITOS Estadistico gl Sig.
RCABA2 2
AISLADOS RCABA3 0.964 3 0.637
RCOAT1 0.684 5 0.006
Nota. La p valor fue < 0.05 para todos los puntos.
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Tabla 17
Promedio y desviacion estandar de la presencia de arsénico antes y después del

tratamiento con biofilms de Pseudomonas spp. (RCoatl — B3)

Presencia de As Tratamiento a 72 hrs Desviacion estandar
Antes 200.00 0.00000
Después 62.50 57.07544

Nota. Elaboracion propia, generado en SPSS.

Tabla 18
Promedio y desviacion estandar de la presencia de arsénico antes y después del

tratamiento con biofilms de Pseudomonas spp. (RCoatl — C3)

Presencia de As Tratamiento a 72 hrs Desviacién estandar
Antes 200.00 0.00000
Después 80.84 49.88095

Nota. Elaboracion propia, generado en SPSS.

Tabla 19
Promedio y desviacion estandar de la presencia de arsénico antes y después del

tratamiento con biofilms de Pseudomonas spp. (RCaba3 — C3)

Presencia de As Tratamiento a 72 hrs Desviacién estandar
Antes 200.00 0.00000
Después 71.22 55.02051

Nota. Elaboracién propia, generado en SPSS.

Tabla 20

Prueba de normalidad Shapiro-Wilk para los 3 aislados utilizados en la remocién.

Shapiro-Wilk
Estadistico gl Sig.
Remocion 917 9 367

Nota. Elaboracién propia, generado en SPSS.
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ANEXO 1

Informe de anélisis de laboratorio N° 029-LA136.

'?(niumi&u] c:)iudoaul' M' mtijxfacm
FACULTAD DE INGENIERIA DE MINAS
LABORATORIO DE MONITOREO Y EVALUACION AMBIENTAL

INFORME DE ANALISIS DE AGUA
N*029-LA136
ASUNTO: Aadlsa de metales pessdes por ipectrofotirmaire de  CODIGO DE LADORATORIO: LOLLALSS
Ermsda AtSemica por Plasma Micreondas 4250 MP-AES N* ORDEN: LMEA - 4710 = MP ~ AES

FECHA DE INGRESO; D4/09/2024
TESIS: ROAREMEDMCION DE ARSENICO INYITRO POR MOFILMS  TIPO DE SERVWCIO: Onico

SOUCTANTES:
DE PSEUDIMONAS SPP, NATIVAS OIL RIQ COATA - 2024 o LUIS ALVARD FHEZ SALAZAR

*  SARAHY AROCUTIPA ATENCO

INFORMACION DE LA MUESTRAS DE AGUA

EMPACUE PROMARIO: Botella ransparente TEMPERATURA DEL RECIMENTE D¢ Ambente
seladd Refrigesacon
TIPO DI MUESTRA: Agua FECHA DE INICIO DE ANALISIS:  04/09/2024
DESCRIPOON DEL SOLICITANTE: Contesido CANTIDAD DE MUESTRAS a/¢

de Metales pesados

I~ RESULTADO DE ANALISIS

Codigo de A Phit e s eway
musstre (405.703)
e
MXL_CjeN OO0 Do egmi i A st
' Mm NTCEE
P el W W e
Mx1_cia) W::‘n o=y
Mxi el 2323750 P dgraon Vet arkly
P Azpy M A
MxL_oiK) 527859 P dgmiie M aceds
ppm AN wean

Nota. Resultados de concentracion de arsénico en 24 hrs.
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ANEXO 2

Informe de anélisis de laboratorio N° 030-LA136.

‘Ilmuu.u?u.] L.Wmum-.' 2l ('ﬁhrl;;m

FACULTAD DE INGENIERIA DE MINAS
LABORATORIO DEMONITOREO Y EVALUACION AMBIENTAL

" INFORME DE ANALISIS DE AGUA
N®030-LA136
ASUNTO A%h 04 e mataies pesades por Eipectrefotbmetro de  COONGO DE LABSORATONO: LOILAISS
i -s . > V' ORDEN. LMVIEA = £210 = Wa¥ = 255
Lmadn Bama oo Pavma Mirgordan 4710 WP .ALS FECHA DE INGRESO: 05,09/ 2924

TESS. BORREVEDIADON DE ARMENCD INVITRO FOR BOFIMS  TIPO DE SERVIOO:

Of PLEUDOMVONAS S5P. NATIVAS DFL R0 COATA - 2024

SOUCITANTES:

Uesca

o LUV ALVARD SANDMET SALAZAR
*  SARANY LAOCUTRA ATENGO

INFORMACION DE LA MUESTRAS DE AGUA

IVEASUL PRUMARID: Eotelia ransparents

woala
TIPO DE MULSTRA: A

£5C
)

0 o0

e Vetaits DpOAIS0S

CON DEL SOLUCITANTE: Contenido

TEMPIRATURA DIL MCIPENTE Dgimsinste

FECHA DE INICIO DE ANALISIS
CANTIOAD DI MURSTRAS 44

|- RESULTADO DE ANALISS

Combygn de
murire

ME2_qow)
M2_(A)
L L

wx2_cich

As

e

Por ggetdn Myl
eode S210 MPADY
Por Cgenidn Uy
AG2a AZ10 MPALS
P € pestein UL
sude 8710 WP 255
Por Ggertdn ety
sode A210 MPA2Y

Nota. Resultados de concentracién de arsénico en 48 hrs.
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ANEXO 3

Informe de anélisis de laboratorio N° 031-LA136.

‘2\ N es h\h‘ \.\i sl uNlul .)4" (\a‘lt'\!;.mo

FACULTAD DE INGENIERIA DE MINAS
FABORATORIO DE MONITOREO Y EVALL ACION AMBIENTAL

' INFORME DE ANALISIS DE AGUA
N® 031-LA136

ASUNTO. Aniies 2o metdies peiacas por Espectrolotémetro g CODIGO DE LABORATORIO: LOSLAL3S

Emaam 21amca 0ov Plaima Varoonass 4210 MP-ALS N* ORDEN: | VITA - £230 - M2 = AFS
FUOMA DE INGRESO: 06/09/2022

TERS: S OERIVEDADON DF ARSENCD INAVITRD POR B1081LAS TR0 DE SERVIOO: Lnce

DO PREVOOMONAS 5PP. NATIVAS DI R3O COATA « 2004 s

o LLAS ALVARD SANOHET SALAZ2R

o SARAHY AROCUTIPA ATENCD

INFORMACION DE LA MUESTRAS DE AGUA

{WVFAQUL FRAMARD: Botella traniparente TEMPERATURA DEL REDMENTE x&°: e
FEYY 2 e
TR0 O MULSTAR: Agus FECHA DI INICID OF ANALISIS: 06 05 20242
DESTIOAOON DEL SOUTITANTT: Contenido CANTIDAD DE MUESTRAS 273
Yetaen pmadon
I.- RESULTADO DE ANALISIS
Cadgo de N Namads de sovrro
earilia |e26.03)
.-

NE_ov) 206 oo Por Ggmlidn WD
—a e 4210 NALS
Mxs s L2150 Par Sgenzon N
[l e 8250 NP-a4S
axe On B Por egemon VWO
[ acca 4210 MPALS
M_00 TLING P Sgraidn WD
o snds 210 Wr.azns

Nota. Resultados de concentracion de arsénico en 72 hrs.
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ANEXO 4

Constancia de ejecucion de proyecto de tesis.

Universidad Nacional del Altiplano de Puno
Facultad de Ciencias Biolégicas
Escuela Profesional de Biologia
Programa Académico de Microbiologia y Laboratorio Clinico
Laboratorio de Virologia y Biologia de la Salud

Registro: 005-2024

CONSTANCTIA

LA QUE SUSCRIBE; DOCENTE RESPONSABLE DEL LABORATORIO DE
VIROLOGIA Y BIOLOGIA DE LA SALUD DE LA FACULTAD DE CIENCIAS
BIOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DEL ALTIPLANO PUNO —PERU.

Que los bachilleres, SARAHY AROCUTIPA ATENCIO Y LUIS ALVARO SANCHEZ
SALAZAR egresados (as) de la Escuela Profesional de Biologia de la Universidad
Nacional del Altiplano de Puno, ha realizado parte experimental de su trabajo de
investigacion (tesis) Titulado "BIORREMEDIACION DE ARSENICO IN-VITRO POR
BIOFILMS DE PSEUDOMONAS SPP. NATIVAS DE LA UNIDAD HIDROGRAFICA
COATA - 2024", en el Laboratorio de Virologia y Biologia de la Salud del Programa de
Microbiologia y Laboratorio Clinico de la Escuela Profesional de Biologia entre los meses
de Mayo a setiembre del afio 2024.

Se le expide la presente Constancia a solicitud del (a) interesado (a) para fines que se
estime por conveniente.

Puno 20 noviembre del afio 2024

Resp. Lab” De Virologia y Biologia de la salud
FCCBB-UNA-PUNO

VCGA/vega
C.C. Decano.
C.C. arch,
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ANEXO 5

Declaracién Jurada de Autenticidad

Vicerrectorado ‘ Repositorio

| Universidad Nacional
d de Investigacion nstitucional

el Altiplano Puno

DECLARACION JURADA DE AUTENTICIDAD DE TESIS

Por el presente documento, Yo SARAHY A ROCUTIPA ATENUD ,
identificado con DNI_¥31#860 # en mi condicién de egresado de:

X Escuela Profesional, [ Programa de Segunda Especialidad, 00 Programa de Maestria o Doctorado

BIOLOGIA

informo que he elaborado cl/la Tesis o [ Trabajo de Investigacién denominada:
“ BIDRREMERIACION DE ARSENICD /1 -uitro POR BIOEILMS PE Psevdomonas Spp

NATIVAS DE LA UNIOAD MIDRDGRAFICA (OATA - 2024

Es un tema original.

Declaro que el presente trabajo de tesis cs 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 institucioncs académicas, profesionales, de
investigacion o similares, en ¢l pais o en el extranjero.

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

Asimismo, ratifico que soy plenamente conscicnte de todo cl contenido de la tesis y asumo la
responsabilidad de cualquicr error u omisién en el documento, asi como de las connotacioncs Gticas y legales
involucradas.

En caso de incumplimiento de esta declaracién, me someto a las disposiciones legales vigentes y a las
sanciones correspondientes de igual forma me someto a las sanciones establecidas cn 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__ 18  de diciembre del 2024

FIRMA (obligatoria) Huella
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Vicerrectorado
de Investigacion

| Universidad Nacional
i del Altiplano Puno

§ Repositorio
; Institucional

DECLARACION JURADA DE AUTENTICIDAD DE TESIS
Por ¢l presente documento, Yo ,Z;(,ij LA(AJOIO <§‘/r\dllei Soiﬂ\wf >

identificado con DNI_ 70383098 en mi condicién de egresado de:

X Escuela Profesional, [J Programa de Segunda Especialidad, O Programa de Maestria o Doctorado

BIOLOGIA ,

informo que he claborado el/la & Tesis o O Trabajo de Investigacién denominada:

“_ BICRREHENIACLION DE ARSENILO jn-vitro POR BIDFILNS DE
e vdomonas spp. NATIUAS DELA UnIDAD NI{DROGRAFICA (OATA -2024

2

Es un tema original.

Declaro que ¢l presente trabajo de tesis es claborado 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 autorcs han sido dcbidamente identificadas en el trabajo de
investigacion, por lo que no asumiré como suyas las opiniones vertidas por terceros, ya sca de fuentes
encontradas en medios escritos, digitales o Internct.

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

En caso de incumplimiento de esta declaraciéon, me someto a las disposiciones legales vigentes y a las
sanciones correspondientes de igual forma me someto a las sancioncs establecidas cn 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_ 18 de_diciem‘ore del 2024

<

FIRMA (obligatoria) Huella
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ANEXO 6

Autorizacion de depdsito de tesis en el Repositorio Institucional.

: i
| Vicerrectorado
de Investigacion

=

Universidad Nacional
def Altiplano Puno

Repositoria
Institucional

!
i

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

Por el presente documento, Yo_ SARAHY  AROLTIPA ATENCIT R

identificado con DNI__ 3533860+ en mi condicion de egresado de:

AEscuela Profesional, [ Programa de Segunda Especialidad, O Programa de Macstria o Doctorado

RIOLOGIA .

informo que he claborado elfla [J Tesis o O Trabajo de Investigacién denominada:

“_PBIORREHEDIAUON PEARSENICO in - vidro POR RIOFILMS DE
Fevdomenas spp- NATIVAS DE LA UNIDAD HIDROG@AFICA (OATA ~
2024 .

para la obtencién de CGrado, P Titulo Profesional o ] Segunda Especialidad.

Por medio del presente documento, afirmo y garantizo ser el legitimo, tnico 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 serdn incluidos en el repositorio
institucional de la Universidad Nacional del Altiplano de Puno.

También, doy scguridad de que los contenidos entregados sc¢ cncuentran libres de toda contrasefia,
restriccion o medida tecnolégica de proteccion, con la finalidad de permitir que se puedan leer, descargar,
reproducir, distribuir, imprimir, buscar y enlazar los textos completos, sin limitacién 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 ¢ 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 relacién 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 limitacién 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 Repiiblica del Pert
determinen, a nivel mundial, sin restriccion geogréfica 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 publico a través de la siguiente licencia:

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

En seiial de conformidad, suscribo el presente documento.

Puno_ 48  qe diclembre 45024

FIRMA (obligatoria) Huella

151

repositorio.unap.edu.pe

No olvide citar adecuadamente esta tesis
.|



UNIVERSIDAD

NACIONAL DEL ALTIPLANO
Repositorio Institucional

| Vicerrectorado
e Investigacion

Universidad Nacional
del Altiplano Puno

Repositorio
Institucional

x
i
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Por ¢l presente documento, Yo ZU\S (,A[/JO(O SOﬂche 2 qu tar s
identificado con DNI 7038 3048 en mi condicion de egresado de:

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

/JB(Qﬁpqio. "

informo que he claborado cl/la ¥ Tesis o O Trabajo de Investigacién denominada:
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para la obtencion de OOGrado, X Titulo Profesional o [ Segunda Especialidad.

Por medio del presente documento, afirmo y garantizo ser el legitimo, tnico 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 serdn 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 proteceion, 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 ¢l 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 geogréfica 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 pablico 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.
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