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RESUMEN

En el distrito de Punta de Bombon la contaminacién del agua
subterranea con arsénico es un importante problema de salud publica. En esta
investigacion se probo el sistema MBBR en la reduccion de la concentracion de
arsénico en agua subterranea de dicho distrito destinada para consumo humano.

Se usé 1 consorcio CAsl y 3 cepas puras(CAs2,CAs3,CAsH)
provenientes del geiser de distrito de Coalaque, Provincia General Sanchez Cerro,
departamento de Moquegua utilizando medio TSA y Plate Count suplementados

con arsenito de sodio.

Se realiz6 pruebas de adaptacién a diferentes concentraciones de
arsenito de sodio, se evaluaron a los 3,7,14 y 21 dias usando ocho medios
M1,M2,M3,M4, M5,M6,M7,M8, en los cuales se disminuyd la concentracion de
medio Plate Count y se aumento la concentracion de Arsenito de sodio (Aslll);
tras realizar los estudios de las cuatro cepas estudiadas se determiné que la cepa
mas resistente a altas concentraciones de arsénico bajo los parametros utilizados
fue la cepa CAs3 con una, seguida por la CAs5 y la CAsl y finalmente la cepa

CAs2, segun la evaluacion de la concentracién inhibitoria minima.

Se us6 la morfologia y pruebas bioquimicas para la identificacion de
estos microorganismos los cuales se reconocieron como : el consorcio CAsl las

cepasBacillus Subtilis, Bacillus Lentus, Bacillus Cereua, cepa CAs2 se
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identifico como Pleisomona Sppa cepa CAs3 se identific6 comBacillus
Megaterium,la cepa CAs5 se identific6 como Pseudomona Sppanalizo la
cinética de crecimiento de las cepas, la cepa CAs2y el consorcio CAs1 requieren
mayor tiempo para iniciar su fase exponencial mientras que las cepas CAs3 y
CAs5 entran en fase exponencial rdpidamente, asimismo estas cepas son las que
presentaron mayor adaptabilidad al arsenito de sodio, mostrando asi su afinidad

por el arsénico.

Se caracterizo fisicoquimicamente el agua subterranea obtenida del
pozo de SEDAPAR del distrito de la Punta de Bombdn, perteneciente a la
provincia de Islay del departamento de Arequipa., asimismo se evaluo la calidad

del agua tras 24 horas de tratamiento.

Nuestro estudio llevé a cabo la evaluacion de una alternativa para
biodepurar arsénico, se disefi6 un sistema MBBR utilizando soportes de
polietileno de alta densidad en los que se adhiere el consorcio de microorganismos
resistentes a arsénico (CAsl, CAs2, CAs3, CAsb) y se tratd el agua proveniente
de la Punta de Bombén logrando un porcentaje de biodepuracién de 16,08 %
arsénico en 24 horas, a las 10 horas 10,40% y a las 5 horas, 8,32 %. Se encontro
diferencia significativa entre el agua sin tratamiento y el agua tratada luego de 24
horas, pero no se obtuvo un resultado por debajo del LMP de arsénico en agua

para consumo humano.

Por ultimo se concluye que las cepaBacillus Subtilis, Bacillus
Lentus, Bacillus Cereus, Pleisomona spp, Bacillus Megaterium y Pseudomona
spp, provenientes del geiser Coalaguéueron altamente adaptables a las
concentraciones de arsénico y presentaron actividad biodepuradora parcial usando
el sistema MBBR bajo las condiciones establecidas en el presente trabajo, sin
embrago este sistema requiere mayor tiempo de tratamiento, por lo cual no es
aconsejable para tratamientos de potabilizacion; pudiendo ser una alternativa para
el tratamiento de arsénico en efluentes o aguas residuales entre otros.

Palabras Clavearsénico, aguas subterraneas, biodepuracién parcial.
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ABSTRACT

In the district of Punta de Bombon contamination of groundwater with
arsenic is a major public health problem. In this research the MBBR system was
tested in the groundwater biodepuration intended for human consumption.

A consortium CAs1 and 3 pure strains (CAs2, CAs3, and CAs5) were
used from the geyser Coalaque district, province General Sanchez Cerro,

Moquegua; using TSA and Plate Count medium supplied with sodium arsenite.

Adaptation tests to different concentrations of sodium arsenite, were
evaluated at 3,7,14 and 21 days using eight mediums M1, M2, M3, M4, M5, M6,
M7, M8, in which the Plate Count concentration was decreased and sodium
arsenite concentration was increased; After studying the four strains tested was
determined that the more resistant to high concentrations of arsenic on the
parameters used was strain CAs3 with strain followed by CAs5 and finally CAsl
and strain CAs2, as assessed by the minimum inhibitory concentration.

The morphology and biochemical tests were used for the identification
of these organisms which recognized as: Consortium CAs1 strairBaail@us
subtilis, Bacillus lentus Bacillus cereus, strain CAs2 was identified as
Pleisomona Spp, the strain CAs3 was identifiedasillus megateriunand the
strain CAs5 was identified @seudomonas spp. The kinetics of growth of the
strains was analized, the strain CAs2 and the consortium CAs1 require more time
to start their exponential phase while strains CAs3 and CAs5 rapidly enter the
exponential phase, and also these strains presented major adaptability to sodium
arsenite, showing their affinity for arsenic.

A physicochemically characterization was made in Groundwater of
Punta de Bombon, obtained from well of SEDAPAR belonging to the province of
Islay department of Arequipa, likewise was evaluated the quality of the water after
24 hour of treatment.

Our study was performed by the evaluation of an alternative for the
treatment of arsenic, a biodepurator MBBR system was designed using HDPE
mounting in which were added the consortium of microorganisms resistant to

arsenic (CAsl, CAs2, CAs3, CAs5) and the water from Punta de Bombon was
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treated achieving a biodepuration percentage of 16,08% of arsenic in 24 hours, 10
hours and 10,40% 5 hours, 8,32%.Significant differences was found between the
water without treatment and the water treated after 24 hours,but a result under the
LMP of arsenic for drinking water wasn't obtained.

Finally it is concluded that the strains Bacillus subtilis, Bacillus lentus,
Bacillus cereus, Pleisomona spp, and Pseudomonas spp, from the geyser
Coalaque were highly adaptable to arsenic concentrations and presented partial
biodepuration activity using the MBBR system under the conditions laid down in
this work, however this system requires longer treatment, so it is not suitable for
potabilization treatments; may be an alternative for treatment of arsenic in

effluents,waste water or others.

Keywords: Arsenic, Groundwater, partial biodepuration.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM =<2 DE SANTA MARIA

CAPITULO |

INTRODUCCION

En la actualidad es tema de preocupacién la contaminacion de aguas
gue son destinadas al consumo humano, sobre todo en paises en vias de
desarrollo, pese a las recomendaciones de la Organizacién Mundial de la Salud;
los sistemas de depuracion de contaminantes quimicos organicos e inorganicos,
no se encuentran en muchos sistemas de distribucion de aguas, limitdndose a la
limpieza de canales y sistemas para eliminar la contaminacion microbiana. Dentro
de los contaminantes quimicos es de creciente preocupacion, los de naturaleza
inorganica y dentro de estos los metales pesados (Ej. cadmio) y metaloides (Ej.
arsénico). Debido a su movilidad en los ecosistemas acuaticos y su toxicidad, los
metales se consideran como uno de los contaminantes que mas afectan al medio
ambiente, y su impacto en la salud de la poblacion; pues aun cuando se encuentran
presentes en cantidades bajas e incluso pudiendo llegar a concentraciones
importantes, su naturaleza los hace casi indetectables para el consumidor comun.
Ciertamente la contaminacion puede ser natural o antropogénica, sea cual fuese el
origen, el objetivo primario siempre sera adoptar medidas para depurar al agua de
estos contaminantes.

Nuestro pais no es ajeno a esta problematica y a estos intentos de
resolver el problema, asi observamos que en muchas comunidades, se utilizan
aguas potencialmente contaminadas, una de estas aguas son las aguas
subterraneas, cuyo destino es el riego de sembrios, ademas del consumo humano.
Es conocido la presencia de arsénico en este tipo de aguas. Este metaloide de
caracter insipido e inodoro, que se absorbe por via respiratoria y gastrointestinal
puede generar graves problemas de salud en la poblacion (cancer de pulmén,
leucemias entre otras enfermedades), la dimension de este problema es tal que la
mala calidad del agua constituye la segunda causa de muerte a nivel mundial.

Una de las poblaciones que utilizan aguas subterraneas es
precisamente el distrito de Punta de Bombon, perteneciente a la provincia de Islay
del departamento de Arequipa, al observar el uso de aguas de pozo de parte de los
pobladores de la Punta de Bombdn, es que las autoras de la presente investigacion
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nos vimos motivadas para indagar sobre la existencia de bacterias resistentes a
arsénico, que tienen como habitat nichos acuaticos con alta concentracion de
arsénico, y que podrian tener el potencial para depurar arsénico de las aguas
subterraneas, para ello se realizaron una serie de procedimientos, en primer lugar,
aislar las especies bacterianas, probar su resistencia a arsgmif@rma de
arsenito de sodio en placa, identificarlas bioquimicamente; y evaluar la
reduccion de arsénico en el sistema MBBR; aspectos que se revisaran en el
presente documento de tesis.
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1.1. HIPOTESIS

Dado que las aguas subterraneas del distrito de la Punta de Bombon
se encuentran contaminadas con arsénico, es probable que el disefio y
construccion de un birreactor de lecho movil (MBBR) que use bacterias

extremofilas logre reducir la concentracion de este metal en dichas aguas.
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1.2. OBJETIVOS:
1.2.1. General

Biodepurar en forma parcial arsénico en aguas contaminadas, usando un
biorreactor de lecho mévil (MBBR) con carga bacteriana extremofila - Punta de
Bombon, Arequipa.

1.2.2. Especificos:

- Aislar e identificar bacterias que habitan en el geiser ubicado en el
distrito de Coalaquébepartamento de Moquegua.

- Determinar la resistencia vitro de las bacterias provenientes de
aguas del geiser ubicado en el distrito de Coaladgigartamento

de Moquegua a diferentes concentraciones de arsénico.

- Diseilar y evaluar un sistema MBBR capaz de reducir la
concentracion de arsénico en aguas subterraneas del distrito de
Punta de Bombodn, departamento de Arequipa utilizando bacterias
resistentes provenientes de aguas del geiser ubicado en el distrito
de Coalaquedepartamento de Moquegua.
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1.3. VARIABLES DE ESTUDIO:

Las variables de estudio de esta investigacion se presentan en las Tabla
N°1ly Tabla N°2.

Tabla 1: Variables independientes

Variables Abreviatura Indicadores
Concentracion de medio CM M1(1.0250),M2(0.5125),M3(0.3417),
PC! para evaluar la M4(0.2563),M5(0.2563),M6(0.2563),
adaptacion a arsénico M7(0.2563), M8(0.1281)*
As(Ill)
Concentracion de arsenito CA M1(400),M2(800),M3(1200)
de sodio(ppm) para evaluar ,M4(1600),M5(1800),M6(2000),
la adaptacién a Arsénico M7(2200), M8(6000)**
As(I1)
Tiempo T Dias

1 Medio Plate Count, *Concentracién en % p-v (g/ml), **Concentracién en ppm
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Tabla 2: Variables dependientes

Variables Abreviaturas* Indicadores
Adaptacion al Arsenito AA Alta adaptacion
de sodio As(lIl) Mediana adaptacion

Baja adaptacion
No presentd adaptacion
Identificacion bacteriana B Crecimiento en medio de cultivo,
tinciones

pruebas bioquimicas
Capacidad parcial de BA Concentracion de As a las 0,5,10,24

biodepuracion de horas de tratamiento.

arsénico de agua por el

sistema MBBR
Calidad del agua CA pH, CND, STD, % sal, turbidez,
subterranea de Punta de oxigeno disuelto, cloruros, sulfatos,
Bombdn dureza total antes y después del

tratamiento

*AA: Adaptacion a arsenito de sodio (lll), IB: Identificacion bacteriana, BA: Capacidad parcial de
biodepuracion de arsénico de agua por el sistema MBBR, CA: Calidad del agua subterranea
de Punta de Bombon.
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1.4. JUSTIFICACION:

« Ambiental: El uso de un sistema bioldgico que logre la reduccion de
arsénico en agua puede presentar una solucion sin impacto ambiental

alguno.

% Social: De acuerdo a los resultados obtenidos se podria lograr en un
futuro la implementacion de la tecnologia probada en el presente
trabajo, para reducir la contaminacion natural de fuentes de agua
potable, lo cual repercutiria en la salud de la poblacion.

« Econoémica: Con el uso de esta tecnologia las prestadoras de servicio
de agua potable, reducirian costos de instalacion y  operacion, en

comparacion con el sistema convencional.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO
2.1. CONTAMINACION DEL AGUA

A lo largo de la historia, la calidad del agua potable ha sido un factor
determinante del bienestar humano. Incluso actualmente, el agua insalubre
contaminada por fuentes naturales o humanas sigue, causando grandes problemas
a las personas que se ven obligadas a usarla, tanto para beber como para la

irrigacion de hortalizas y otras plantas comestibles crudas.

Aunque hay todavia epidemias ocasionales de enfermedades
bacterianas y virales causadas por agentes infecciosos transportados en el agua
potable, la mayor preocupacion sobre la seguridad del agua es ahora la presencia
potencial de contaminantes quimicos. Estos pueden incluir productos quimicos
organicos e inorganicos y metales pesados, procedentes de fuentes industriales,
agricolas y de la escorrentia urbdRa.

2.2. CONTAMINANTES ELEMENTALES

Elemento traza o vestigial es un término que se refiere a aquellos
elementos que existen a niveles muy bajos, de unas partes por millén o menos, en
un sistema dado.

Algunos elementos traza encontrados en las aguas naturales estan
reconocidos como nutrientes requeridos para la vida de plantas y animales,
incluyendo algunos que son esenciales a niveles bajos pero toxicos a niveles mas
altos. Este es el comportamiento tipico para muchas sustancias en el ambiente
acuatico, que es un punto que debe tenerse presente al juzgar si un elemento

particular es beneficioso o perjudici@l.

2.3. ARSENICO

El arsénico es clasificado quimicamente conmetaloide elemento
frontera entre metales y no metales, sin embargo, se le refiere frecuentemente

como un metaf?
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El arsénico(As), presenta numero atomico 33y peso atdbmico 74,922.
El arsénico elemental (Ilamado también arsénico metalico) es un material sélido
de color gris acero. Sin embargo, en el ambiente el arsénico generalmente se
encuentra combinado con otros elementos como por ejemplo oxigeno, cloro y
azufre. El arsénico combinado con estos elementos se conoce como arsénico
inorganico. El arsénico combinado con carbono e hidrégeno se conoce como

arsénico organico.

La mayoria de los compuestos inorganicos y organicos de arsénico
son polvos de color blanco que no se evaporan. No tienen olor y la mayoria no
tiene ningun sabor especial. Por esta razon, generalmente no se puede saber si

estan presentes en los alimentos, el agua o ef?ire.

Algunos minerales de As se conocen desde tiempos remotos, 300 afios
antes de Cristo, aunque el As elemental no fue aislado hasta el siglo XIlII por
Alberto Magno®

La presencia de elevados niveles de As en agua esta directamente
relacionada con su liberacion desde la fase sdlida, con fenomenos de transporte y

de transferencia a otros medios y a procesos de dilucion por nfzcla.

El arsénico se halla en las aguas naturales como especie disuelta, la
cual se presenta por lo comin como oxianiones con arsénico en dos estados de
oxidacién, arsénico trivalente [As (llIl)] y arsénico pentavalente [As (V)], y con
menos frecuencia como As (0), As (-1) y As (-II). Aunque tanto As (V) como As
(1) son moviles en el medio, es precisamente el As (lll) el estado mas labil y

biotoéxico.

El estado de oxidacién del arsénico, y por tanto su movilidad, estan
controlados fundamentalmente por las condiciones redox (potencial redox, Eh) y
el pH. De hecho, el arsénico es un elemento singular entre los metaloides pesados
y elementos formadores de oxianiones por su sensibilidad a movilizarse en los

valores de pH tipicos de las aguas subterraneas (pH 6,528,5).

En general, la forma pentavalente del arsénico As (V) tiende a
predominar frente a la forma trivalente As (lll) en las aguas superficiales, mas
oxigenadas que las aguas subterraneas. Sin embargo, en estas Ultimas no siempre
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predomina la forma trivalente, pudiéndose encontrar ambos estados de oxidacion.
Las concentraciones y proporciones relativas de As(lll) y As(V) dependen de la

entrada de arsénico en el sistema, las condiciones redox y la actividad biBlégica.

Las formas organicas de arsénico suelen aparecer en concentraciones
menores que las especies inorganicas, aunque pueden incrementar su proporcion
como resultado de reacciones de metilacibn catalizadas por actividad
microbiana®

2.3.1. El Arsénico en el medio ambiente

El arsénico estd ampliamente distribuido en la atmésfera, en la
hidrosfera y en la biosfera, ocupando 52°C lugar en abund&hcia.

Si bien una gran cantidad de As en el medio ambiente proviene de
fuentes naturales (meteorizacion, actividad biolégica, emisiones volcanicas),
existe una importante contribuciéon a partir de actividades antropogénicas, tales
como procesos industriales (mineria, fundicibn de metales, pesticidas,

conservantes de la madera, eté)).

Los niveles de As en el ambiente son variables, ya que es un elemento

con muy alta movilidad y capacidad de transformadiéh.

El fenémeno de la existencia de contenidos altos de arsénico de origen
natural en las aguas esta controlado por tres factores: la fuente primaria de
arsénico (geosfera y atmaosfera), los procesos de movilizacion/retencion de
arsénico en la interaccion entre la fase sélida y la fase liquida, y el transporte de
arsénico como especie acuosa en el seno del@gua.

2.3.2. Toxicidad y efectos a la salud

El grado de toxicidad de los compuestos de As esta directamente
relacionado con su movilidad en el agua y fluidos corporales, la cual depende de
Su especiacion. Los compuestos inorganicos son mas téxicos que los organicos.
Ademas la especie trivalente, As (lll), presenta mayor toxicidad que la especie
pentavalente, As (V). En orden decreciente de toxicidad, la secuencia quedaria del
siguiente modo: Arsina>As (lll) inorganico > As(lll) organico > As (V)
inorganico > As(V) organico > As elementdl.
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Dentro de los mecanismos de toxicidad se ha explicado:

«+» El arsénico actla sobre sistemas de enzimas, el ion arseniato tiene alta

afinidad por los grupos sulfidrilo de las proteinas celulares,

% El arseniato desacopla la fosforilacion oxidativa mitocondrial
sustituyendo competitivamente el ion fosfato por arseniato

% El arsénico tiene accion directa sobre las arteriolas y capilares

produciendo vasodilatacién paralitica, indicador de intoxicacion
% Impide la division celular, observandose anomalias en el nucleo

Después de la absorcién por cualquier superficie el 95 -99% del
arsenico se localiza en los globulos rojos en combiancion con la globina y
hemoglobina.Sale rapidamente de la sangre en 24 horas y se distribuye hacia el
higado, rifion, pulmones, paredes del tracto gastrointestinal y bazo se encuentran
en pequefias cantidades a nivel muscular y nenidso.

El As inorgénico se absorbe rapidamente por el tracto gastrointestinal
y es transportado hacia el higado donde por metilacién podrian producirse
monometilarsénico (MMA) y metilarsénico (DMA). Sin embargo, una fraccion de

As inorgénico podria acumularse en el pelo, las uiias y la piel.

Las especies organicas e inorganicas de As se eliminan por la
excrecion de orina. La vida media del arsenico inorganico es de 10 horas el a 80
% es excretado en tres dit8No obstante, la ingesta de grandes cantidades de As
(1l) puede ocasionar un envenenamiento rapido y la mirte.

En la Tabla 3.se muestran lugares y cantidades de personas en riesgo

de contaminacion por arsénico.
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Tabla 3: Poblacion en riesgo de Contaminacion por arsénico en agua

Pais 0 Area Poblacion en riesgo Limite permitido en
agua (1gAs/l)

Argentina 2.500.000 0,05
Bangladesh 50.000.000 0,05
Bolivia 20.000 0,05
Chile 437.000 0,05
China, Mongolia interior 600.000 0,05
China, Xinjiang 100.000 0,05
Hungria 220.000 0,01
India, bengala occidental 1.000.000 0,05
México 400.000 0,05
Perd 250.000 0,05
Rumania 360.000 0,01
Taiwan 200.000 0,01

Fuente: Roberto Edgar Caceres, Tesis Doctoral, 2007

La ingesta de arsénico en el agua de bebida durante largos periodos de
tiempo se ha asociado con una enfermedad denominada hidroarsenicismo cronico

regional endémico (HACRE), que se caracteriza por lesiones en f&piel

En el caso de Bangladesh, se ha observado la enfermedad conocida como
“Pies negros”, cuando la ingesta diaria de As inorganico esta entre 10 y 50 pug/kg
de peso corporal. Esta enfermedad se manifiesta con problemas vasculares, que
derivan en algunos casos en necrosis y gangrena en las manos Yy los pies, de ahi su
nombre ®

Basados en datos epidemiologicos, los compuestos arsenicales inorganicos
han sido clasificados como carcinégenos. Las manifestaciones clinicas de
arsenicismo crénico en humanos incluyen efectos no cancerosos (hipo e hiper-
pigmentacién, queratosis, hipertension, enfermedades cardiovasculares y diabetes)
y céanceres de piel, pulmoén y vejiga. También han sido relacionados con los
compuestos inorganicos de arsénico una variedad de canceres que afectan otros

organos. Los compuestos arsenicales inorganicos han sido considerados como
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toxicos de primer orden en la lista de contaminantes prioritarios de la USEPA (US
Environmental Protection Agency}?

2.3.3. Usos

Comunmente la palabra arsénico se asocia directamente con veneno.
No obstante, el As y sus compuestos tienen variedad de aplicaciones.

% Preservante de la madera (arseniato de cobre y cromo), uso que
representa, segun algunas estimaciones, cerca del 70% del consumo
mundial de arsénico.

% Semiconductor (arseniuro de galio) para circuitos integrados y también
en la construccioén de diodos laser y LED.

% Aleaciones con Pb para endurecerlo en la fabricacion de perdigones.

DS

» Insecticidas (arseniato de plomo) y herbicidas (arsenito de sodio).

% Pigmento de pinturas y fuegos artificiales (disulfuro de arsénico).

+ Decolorante en la fabricacion de vidrio (tribxido de arsénico) para
eliminar de color verde que producen las impurezas de Fe.

% Con fines terapéuticos, sobre todo antiguamente. En la actualidad han

sido reemplazados por antibi6tic6®.

2.4. LEGISLACION AMBIENTAL

La legislacion peruana a través del D.S 02-2008-MINAM, establece
los estandares de calidad de agua, considera 0,01 mg/L (ppm), para aguas que
pueden ser potabilizadas con desinfeccién o con tratamiento convencional, y 0,05
mg/L para aguas que pueden ser potabilizadas con un tratamiento avéfizado.

Asimismo la Direccion general de salud ambiental (DIGESA) en el
DS N° 031-2010-SA. Reglamento de la Calidad del Agua para Consumo
Humano ®* establece los limites maximos permisibles para agua de consumo
humano, establece como LMP de Arsénico 0,01 mg/L (ppm) En el anexo | se

adjunta las tablas con los pardmetros de calidad para agua potable.

La agencia de proteccion ambiental de los estados unidos (EPA) a
partir enero del 2006 ha adoptado el nivel de 0,01 mg/l como nivel de
contaminacion maximo para aguas de consumo hufansimilar a las leyes
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argentinas y a la comunidad econémica europea, por su parte, paises como Chile,
México, India, Taiwan Y China lo estipulan en 0,05 ni¢f.

2.5. PROCESOS BIOLOGICOS PARA EL TRATAMIENTO DE AGUAS
CONTAMINADAS CON ARSENICO

Se han desarrollado una gran cantidad de tecnologias con el fin de

eliminar el As del agua, sélo que estas técnicas resultan ser complejas y caras.

En general, el tratamiento de agua potable est4 orientado a remover
color, turbiedad y microorganismos de origen fecal. Esta remocion se logra a
través de una combinacion adecuada de procesos: coagulacion-floculacién-
sedimentacion-filtracién y desinfeccion. Pero cuando se desea remover elementos

quimicos del agua, como el As, es necesario recurrir a métodos mas corfiplejos.

Existen diversas tecnologias para remover As del agua con eficiencias
del 70 al 99%, estas eficiencias pueden variar por factores como el pH,
concentracion inicial de As, asi como por la forma y estado de oxidacion en la

cual se encuentra el Arsénico (As(V) y/o As(lll)).

La actividad bacteriana puede jugar un papel catalizador importante en
varios de los procesos de remocion de As, pero se conoce poco sobre la viabilidad
del uso de procesos biol6gicos para eliminar el As en &8u&studios a escala
piloto muestran que condiciones Optimas de pH, temperatura y oxigeno permiten
la filtracion bioldgica y eliminacion simultanea de As (ll1) y hierro.

Los microorganismos tienen la capacidad de adaptarse a multitud de
agentes contaminantes, tanto organicos como inorganicos vy, si bien es cierto que
los microorganismos no pueden destruir los metales pesados , si pueden influir en
su movilidad en el medio ambiente, modificando sus caracteristicas quimicas y/o
fisicas. Es por ello que desde el afio 1986 se estan empleando procesos biolégicos
en la descontaminacion de efluentes con metales pesados y desde ese afio se ha
avanzado mucho en tecnologias destinadas a emplear los microorganismos como
agentes descontaminanté®.Las investigaciones han crecido extensivamente, la
legislacibn en muchos paises ha conllevado a una busqueda intensa para nuevas
tecnologias de tratamientos biol6gicgs.
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La filtracion biologica para el tratamiento de arsénico puede aplicarse
a cualquier sistema de agua subterranea para la oxidacion bacteriologica del
hierro @Y, También se estan desarrollando con éxito métodos de filtracion

empleando esporas para la remocion de arsé&?ico.

Segun la U.S. EPA? la fitorremediacién implica el uso de plantas
para degradar, extraer, contener o inmovilizar los contaminantes en el suelo,
sedimentos y aguas subterraneas. En general, es aplicable a suelos poco profundos
0 aguas subterraneas relativamente poco profundas que puedan ser alcanzadas por

las raices de las plantas.
2.6. RESPUESTAS MICROBIANAS A AMBIENTES CON ARSENICO

Debido a la prevalencia de arsénico en el medio ambiente, no solo la

mayoria de organismos vivientes han desarrollado mecanismos de resistencia a
arsénico sino que alguno de ellos son capaces de utilizar o incluso requerir
arsénico para su fisiologia, estos pueden usar Arsénico para la respiracion, y /o
como donador de electrones, aparte de alterar el estrado redox del arsénico,
algunos microbios puedes también metilar especies inorganicas. Tales actividades
microbianas en agua y sedimentos influyen fuertemente en la especializaciéon y la
biodisponibilidad de arsénico, participando activamente en su ciclo amiféhtal.

Dependiendo del estado de oxidacion que se presente un metal y la
especie que esté  conformando, un microorganismo puede realizar la
inmovilizacién del metal, es decir el pasaje de un estado soluble inicial en fase

acuosa a uno insoluble final en fase solfda.
2.7. REACTOR DE BIOPELICULA DE LECHO MOVIL (MBBR)

Un biorreactor es un recipiente en el cual se lleva a cabo la reaccién
catalizada por enzimas o células, libres o inmovilizadas, junto con los
mezcladores, equipos de toma de muestra y aparatos de E8ntrobiorreactor
es la parte principal de cualquier proceso bioguimico en el que se emplean
sistemas microbianos o sistemas celulares.La funcién principal de un biorreactor

disefiado apropiadamente es la de proveer un medio controlado para alcanzar el
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crecimiento y la formacién de productos Optimos, o cualquiera de ambos, en el
sistema celular particular empledd®.

El MBBR se desarroll6 en Noruega, en la Universidad de Ciencia y
Tecnologia en cooperacion la empresa Kaldnes étdipologi  (ahora
AnoxKaldnes AS). La primera MBBR se instal6 en 1989. Aunque es una
tecnologia relativamente nueva en los Estados Unidos (por primera vez en 1995),
en la actualidad hay mas de 400 instalaciones en todo el mundo, tanto en los
sectores industriales y municipales con mas de 36 en América del®brte.

El sistema MBBR se caracteriza por su operacion en flujo continuo y
porque utiliza todo el volumen del reactor para el crecimiento de la biomasa
bacteriana, en el cual la biopelicula se encuentra protegida en el interior de un
soporte plastico, disefiados especialmente con una elevada superficie4fterna
Estos soportes plasticos se encuentran en suspension, en continuo movimiento, en
un determinado volumen de reactor y completamente distribuidos por toda la fase
liquida, sin necesidad de recirculacion. El disefio del biosoporte es importante
debido a los requerimientos de transferencia del sustrato y de oxigeno a los
microorganismos. El principio basico del proceso de lecho movil es el crecimiento
de la biomasa en soportes plasticos que se mueven en el reactor biolégico
mediante la agitacion generada por sistemas de aireacion (reactores aétdbios).

Los soportes son de material plastico con densidad proxima a 1 g/cm3
gue les permite moverse facilmente en el reactor incluso con porcentajes de
llenado de hasta el 70%., La aireacion estd disefiada para proporcionar un
movimiento hacia arriba, también permite mantener en suspension el soporte
plastico para una adecuada operacion del proceso. La Biomasa es la poblacién
microbiana, en forma de biopeliculas, encargada de depurar el agua contaminada.

19 En la figura 1 se observa el movimiento de los soportes en el reactor MBBR.
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Reactor aerobio

Figura 1: Esquema del biorreactor de lecho mé&iil

Las principales ventajas que presenta el sistema MBBR frente a los

procesos biolégicos convencionales $6h

% Reduccion de volumen del reactor bioldégico por empleo de un

soporte que proporciona una superficie especifica elevada

% Alta concentracion de biomasa en el soporte lo que permite

mayor estabilidad y un menor volumen de reactor.
% Minimo nivel de ruido.
% Facil transportabilidad de los equipos

« El biorreactor de lecho mévil no necesita recirculacién de la

biomasa.

% Mejores caracteristicas de sedimentacion, estabilidad mejorada y

proceso de reduccion de la produccién de lodos.

% Bajo consumo de energia

La operacion y control sencillo de este tipo de procesos Asimismo entre
las desventajas, se pueden citar:

% Costo elevado del material soporte.

+ Necesidad de plantas productoras de oxigeno o aire comprimido,

asi como de recipientes para su almacenamiento.
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% Mayor complejidad tecnoldgica, que repercutira en los costos de

explotacion y mantenimiento.
2.8. BIOPELICULAS MICROBIANAS.

En la actualidad esta bien establecido el hecho de que el estilo de vida
bacteriano mas comun en los ambientes naturales es aquel en que las bacterias se
adhieren a una superficie formando una estructura conocida como biopelicula
donde encuentran las necesidades fundamentales para su desarrollo. De hecho,
podemos considerar que las bacterias que no se encuentren formando parte de una
biopelicula constituyen la fase inicial de la formacion de otra en una nueva

superficie (&)

La biopelicula o*biofilm”, es una estructura compleja formada por
agregados celulares (grupos de células densamente empaquetados) y huecos
intersticiales, adherida a un material o interfase que puede ser de naturaleza
abidtica (rocas, metales, vidrios, plasticos, etc.) o bidtica (mucosa intestinal,

plantas, etc.f®®

Los microorganismos de la biopeliculas adheridos al soporte, toman
principalmente el oxigeno de la atmdosfera, para la respiracion y se alimentan de
materia organica contenida en el liquido residual, la cual difunde a través de la

biopelicula por diversos mecanism@s.
2.9. MICROORGANISMOS RESISTENTES A ARSENICO

Dentro de la amplia diversidad microbiana, existen microorganismos
resistentes y microorganismos tolerantes a metales. Los resistentes se caracterizan
por poseer mecanismos de detoxificacién codificados genéticamente, inducidos
por la presencia del metal. En cambio, los tolerantes son indiferentes a la
presencia o ausencia de metal. Tanto los microorganismos resistentes como
tolerantes son de particular interés como captores de metales en sitios
contaminados, debido a que ambos pueden extraer los contaminantes. La
resistencia o tolerancia experimentada por microorganismos es posible gracias a la

accion de diferentes mecanismos.
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2.9.1. Bacillus SPP.

Los microorganismos del género Bacillus son bacilos de gran tamafio
(4-10 um), grampositivos, aerobios estrictos 0 anaerobiesulfativos
encapsulados. Una caracteristica importante es que forman esporas
extraordinariamente resistentes a condiciones desfavorables. Las especies del
género Bacillus se clasifican en los subgrupos B. polymyxa, B. subtilis (que

incluye a B. cereus y B. licheniformis), B. brevis y B. anthracis.

La presencia de Bacillus spp. es frecuente en una gran variedad de
ambientes naturales, como el agua y el suelo. Este género de bacterias Gram
positivas tienen la ventaja de poseer diversos mecanismos para asegurar Su
sobrevivencia ante condiciones fisicas desfavorables, bajo estas condiciones
Bacillus spp. inicia una serie de respuestas; si estas respuestas fallan para poder
mantenerse en estado vegetativo se induce la esporufitidra habilidad de las
especies de Bacillus de formar endosporas altamente resistentes les da una ventaja
competitiva muy important€®®). Asi mismo, Bacillus spp. También se deben
adaptar a cambios bruscos de temperatura, para esto cuentan con genes de shock

térmico inducibles que incluyen proteinas chaperonas y proteasas

2.9.2. Pseudomonas SPP.

Pseudomonas es un género de bacilos rectos o ligeramente curvados,
Gram negativos, oxidasa positivos, aerobicos estrictos aunque en algunos casos

pueden utilizar el nitrato como aceptor de electrones.

Los miembros de este género generalmente son moviles gracias a uno
o mas flagelos polares que poseen, son catalasa positivos y no forman esporas.

El género demuestra una gran diversidad metabdlica, vy
consecuentemente son capaces de colonizar un amplio rango de nichos. Son de
facil cultivo in vitro y ampliamente disponibles en nimero, por lo que ciertas

cepas son excelentes para investigaciones cientificas.

Las Pseudomonas crecen en medios simples. En caldo crecen

abundantemente formando un anillo y un sedimento de color verde azulado. En
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agar simple forman colonias brillantes, confluentes, de borde continuo y a veces
ondulado con un centro opaco.

La ubicuidad de las bacterias del género Pseudomonas y su capacidad
para explotar una amplia variedad de nutrientes refleja un sistema de adaptacion al

medio ambiente que no encuentra parangon en las bacterias de otros géneros.

Las cepas del género Pseudomonas son capaces de procesar, integrar y
reaccionar a una amplia variedad de condiciones cambiantes en el medio
ambiente, y muestran una alta capacidad de reaccion a sefiales fisico-quimicas y
biolégicas. Se han descrito cepas capaces de adquirir resistencia a metales
pesados, disolventes organicos y detergentes, lo cual les permite explotar una
amplia gama de fuentes de carbono como nutrientes, asi como colonizar
ambientes y nichos que dificilmente son colonizables por otros microorganismos.
Por ello no es sorprendente que se considere a las bacterias del género
Pseudomonas un paradigma de versatilidad metabalica, y microorganismos claves
en el reciclado de materia organica en los compartimentos aerdbicos de los
ecosistemas, jugando, por tanto, un papel esencial en la mejora y el
mantenimiento de la calidad medioambiental. Ademas de su uso en
biodegradacion las especies del género Pseudomonas se emplean en distintos
procesos industriales, tales como la fabricacion de bioplasticos o en técnicas de
biocontrol. &7

2.9.3. Pleisomonas SPP.

Bacilo Gram (-), mévil por flagelos polares lofotricos. Mide 0,1a 1 x
2 a 3um. Es Anaerobio facultativo, fermentador de glucpsdros carbohidratos

sin produccion de gas.

Es un organismo normal del intestino de peces de agua dulce.
Raramente se encuentra en heces de personas. Tiene un rango de hospedadores
mas amplio que Aeromonas: peces de rio, ostras, mariscos, monos, perros, gatos,

cerdos, etc. Asimismo se encuentra en ambientes naturales comé®agua.
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2.10. AGUAS SUBTERRANEAS

Las aguas existentes en la superficie del suelo estan sometidas al peso
de la gravedad. Se infiltran, pues, por los poros, las pequefas fisuras. Asi, a partir
de una cierta profundidad todos los intersticios entre las rocas acaban por llenarse
de agua, el nivel asciende en razon de las infiltraciones, mientras que encima, al

contrario, estdn normalmente vacios.

De ello resulta que las aguas continentales no se encuentran en capas
libres fuera de los rios y de los lagos; debe existir, pues una profundidad suficiente
para que las infiltraciones se acumulen. El agua subterranea es, en definitiva, “la

roca” mas comun y su presencia en practicamente universal.

La forma de yacimiento de las aguas subterraneas, de la cual no nos
damos siempre perfectamente cuenta, ha sido ilustrada con claridad por Oscar
Meinzer desde 1923. Meinzer en esta época geologo del departamento de aguas
subterraneas del Servicio Geoldgico de los Estados Unidos. Para dar una imagen
concreta de la forma de yacimiento de las aguas subterraneas, Meinzer habia
tomado un balon lleno de arena. Entre los granos de arena existen huecos
comunicados los unos con los otros, de manera que queda sitio para el agua.

Como se aprecia en la figura 2

Zona de
aireacion

saturacion

f: franja capilar; s: agua suspendida: p: guijarro no poroso

Figura 2: Balon de Meinzé#®
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Si no se llena totalmente el balon, ser& facil observar, después de un
tiempo suficiente, que el agua desciende hasta saturar todos los poros del fondo
del recipiente.

A causa de las comunicaciones entre los poros, la superficie de esta
agua serd plana, andloga a la de una capa libre. Se distingue asi una zona de
saturacidon con su correspondiente superficie de saturacion y también una zona de
aireacion, a través de la cual se hacen los cambios con la atmésfera (alimentacion
por infiltraciones y pérdidas por evaporacion.

Esto se realiza exactamente igual en la naturaleza. En ella
encontramos que el suelo bajo nuestros pies presenta unas fisuras por donde se
infiltran las aguas de lluvia o de escorrentia, hasta que llegan a la zona de
saturacién. Cuando se hace un pozo en un terreno poroso, se comienza por
atravesar los terrenos secos de la zona de aireacion, antes de alcanzar las rocas de
la zona de saturacion, donde todos los huecos estan llenos de agua. A partir de
este nivel, el espacio perforado que forma el pozo se rellena también de agua y la
cota alcanzada es justamente la de la superficie de saturaciéon. La figura 3
representa un pozo tradicional con la delimitacion de las diversas £&nas.

"t Agua del suelo

Agua pelicular | ZONA DE,
" AIREACION

i
i
1
|
]

i

i

1

]

JTH

Franja capilar .":'rl..lF’EF!LFHZ:IE‘r DE
SATURACION

=

shitilidi

R RTTS B ZONA DE SATURACION

Figura 3: Distribucién del agua subterranea
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2.11. DISTRITO DE PUNTA DE BOMBON Y SU CONTAMINACION
POR ARSENICO.

El distrito Punta de Bombén es uno de los seis distritos que conforma
la provincia de Islay del departamento de Arequipa, reconocida como tal mediante
Ley s/n el 3 de enero de 1879 y tiene como capital a la ciudad de La Punta. El
distrito de Punta de Bombdn se encuentra ubicado al sur de los distritos de
Cocachacra y Dean Valdivia, y al norte del departamento de Moquegua, a una

altitud de 23 msnm y tiene una extension territorial de 769,76 2.

El distrito Punta de Bombdn esta constituido por los centros poblados
de La Punta, La Pampilla, Bombdén, Catas y poblacion dispersa. Actualmente
también esta conformado por dos asentamientos humanos, Belaunde y Costanera
Sur.

Segun el censo INEI 2007, la poblacion del distrito de Punta de
Bombdn con sus 6 621 habitantes representa el 12,67 % de la poblacion a nivel
provincial y el 19,80 % de su extension territorial; asimismo la densidad
aproximada de 8,60 Hab/Km2. El distrito de Punta de Bombon estd conformado
con un total de 2 018 viviend&s?

Segun el censo INEI 206*Y, la mayoria de la poblacion (81,50 %) se
abastece de agua de una red publica dentro de la vivienda, seguido de un 6,46 %
de habitantes que se provee agua de pozo, en tercer lugar un 3,32 % que se
abastece de agua a partir de una red publica fuera de la vivienda y de un pilon de

uso publico, asi como de otros tipos de abastecimientos de agua.

Actualmente segun las entrevistas realizadas a autoridades del distrito,
manifestaron que el servicio de abastecimiento de agua es deficiente tanto en
calidad como en cantidad, a la vez sefalan que en época de verano el agua que les
llega dentro de sus hogares se encuentra en mal estado por no tener un buen
tratamiento, el tratamiento existente es un sistema de cloracién bésico, el cual
desinfecta el agua pero la concentracion de sales disueltas en el agua no es
tratada; el tratamiento es realizado en el tanque de almacenamiento ubicado en la
parte alta del cerro “Bandurrias” desde donde se distribuye el agua. La fuente de
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abastecimiento es un pozo de agua subterranea; asimismo el horario de
abastecimiento a la poblacion es de 6 a.m. a 1 p.m. El servicio de Abastecimiento
es realizado por la EPS SEDAPAR S.A.

Segun monitoreos realizados por SEDAPAR y la Direccion regional
de Salud ambiental durante el afio 2013 la concentracion de arsénico encontrada
el pozo de abastecimiento de agua tanto como en la red publica presento un rango
de 0,051 a 0,111 ppm de arsénico. La contaminacion del agua subterranea de
Punta de Bombdn es debida a que la cuenca del rio Tambo presenta altos niveles

de arsénico, y otros metales.

La cuencadel rio Tambo, comprende a las provincias de Mariscal
Nieto y Sanchez Cerro en Moquegua, Arequipa e Islay en el departamento de
Arequipa, y San Roman en el departamento de Puno. Geograficamente se
encuentra comprendida entre los paralelos 16° 00’ y 17° 15’ de latitud sur, entre
los meridianos 70° 30’ y 72° 00’ de longitud oeste, forma parte del Sistema
Hidrografico de la Vertiente del Pacifico; cubriendo una extension de
aproximadamente 12 744,41 Krff®.

Un estudio de la calidad del rio Tambo que fue realizada durante los
afos 2009, 2010 y 20142 Segun monitoreos realizados por dicho estudio se
determind que la mayores fuente de contaminacién corresponde al rio
Vagabundo, el cual present6 hasta 34,64 ppm de arsénico, como se observa en la
figura 1,esta contaminacion es debida a la presencia en la zona de varios geisers,
la mayoria de los puntos monitoreados presentaron una concentracion de arsénico
superior al ECA 0,05 ppm (para agua para riego de vegetales y bebida de
animales- ya que este es el principal destino del agua del rio Tambo), mientras
algunos pocos estuvieron bajo el ECA, como se presenta en la figura 4; se
observd que a excepcion de las muestras correspondientes al rio Vagabundo ( P-
4y P-5), los rios presentan concentraciones que oscilan entre 0,004 y 7,779 ppm,
las variaciones de concentracion de deben a la dilucibn de este en los
correspondientes caudales y a la combinacién de aguas que ocurren durante el
transcurso del rio Tambo.
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CAPITULO 1lI
MATERIALES Y METODOS

3.1. LUGAR DE LA INVESTIGACION

+ Muestra de geiser Coalaque (MG)

Fue tomada en el geiser Coalaque, Provincia General Sdnchez Cerro,
departamento de Moquegua,

La muestra para la determinacion de Arsénico (MG-1) proveniente del
geiser Coalaque, fue llevada al laboratorio Analitico del Sur, ubicado en Parque

industrial C-1, Cerro colorado-Arequipa

La muestra microbiolégica (MG-2) para el aislamiento, identificacion
y resistencia fue tratada en los laboratorios de Genética y Biologia Molecular,
ubicados en el campus de la Universidad Catélica de Santa Maria de Arequipa.

R/

¢ Muestra de punta de bomboén (MP)

Las muestras de agua subterranea fueron recolectadas del pozo de
abastecimiento de agua potable del distrito de la Punta de Bombon, perteneciente
a la provincia de Islay del departamento de Arequipa

El analisis fisicoquimico del agua subterranea de Punta de Bombon
MP fue realizado en el laboratorio de control de calidad de la Planta La Tomilla
de la empresa SEDAPAR.

La determinacion del contenido de Arsénico inicial y la
determinacion de arsénico durante la evaluacion del sistema MBBR, fue
efectuado por el laboratorio de Control de Calidad de la Universidad Catdlica de
Santa Maria.
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3.2. MATERIALES UTILIZADOS EN LA INVESTIGACION

3.2.1. Material bioldgico

Muestras de aguas subterraneas del geiser Coalaque

3.2.2. Instrumental de Vidrio

% Vasos de precipitado: 50, 100, 250 ml
« Baguetas

+ Probeta graduada de: 50 y 100 ml
s Termdmetros

+ Tubos de ensayo

+ Pipetas graduadas 1, 2,5,10 ml
% Matraces

< Beakers

¢ Frascos de vidrio de 250 ml

+« Laminas portaobjetos

%+ Laminas cubreobjetos

3.2.3. Equipos y Aparatos

«» Espectrofotometro Spectrum Sp 1105

% espectrofotometro UV 1601 PC

% Espectroscopio de Emision Optica -ICP , Optima 8000 Marca
PerkinElmer

% Camara Neubauer

« Desecador: MemmertSchutzart DIN 40050-1P20

+ Balanza analitica: Maroa y M Scout Pro DHAUS

% Lampara de luz ultravioleta: Camal- kossodo SAI-CA004 KS/WI

+« Turbidimetro de escala expandida maraca Hatch modelo 2100N.

% Conductimetro modelo Melter Toledo.

« Potenciometro modelo mv/OPRMelter Toledo.

« Autoclave Fravill

+ Estufa de secado y esterilizacion J-P Selecta

% Incubadora J.P Selecta

% Refrigeradora BOSH
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% Multiparametro HANNA

+ Balanza Analitica Ohaus Adventure

+ Balanza Ohaus Scout-pro

¢ Microscopio binocular CARL ZEISS PRIMOSTAR
+ Micropipetas 20 uL, 200 uL, 1000 uLEPPENDORF

3.2.4. Reactivos

+ Buffer de dureza

+ Cianuro de calcio

+ Negro de ericromo T

< EDTAO0,01 M

% Agua desionizada

+ Cromato de potasio al 10 %

+«+ Nitrato de plata 0,0141 N

+ Solucién amortiguadora de sulfatos
¢+ Cloruro de bario

% Acido clorhidrico 1 N

¢ Solucion Stock Buffer Fosfato

% Solucién de Cloruro de Magnesio
% Aceite de Inmersion PANREAC
% Agar Manitol Salado DIFCO

+ Agar SIM DIFCO

< Agar TSI DIFCO

+ Agar-agar DIFCO

+ Base para Agar Sangre DIFCO
+ Caldo Nitrato DIFCO

+ Caldo Tioglicolato DIFCO

+« Agar soya tripticasa DIFCO

+ Clotrimazol

% Medio Urea Cristensen DIFCO
+ Medio Hugh Leifson DIFCO
+ Parafina(aceite)

% Agar Mc Conkey DIFCO
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% Medio Leche Litmus

% Solucion fisiolégica salina esteéril

+ Medio gelatina nutritiva HIMEDIA LAB
+ Reactivo de Kovacs LABSAR

% Agua destilada

+ Arsenito de Sodio

+ Agar Plate Count

¢ Urea Christensen

% Kit para tincion gram

« Kit para tincion Wirtz-Conklin

+« Peroxido de hidrogeno

3.2.5. Otros

< Aceite de inmersion

« Espatulas

+«+ Guantes quirurgicos

+«+ Frascos de plastico con tapa hermética.
+» Placas Petri descartables de 10cm y 5 cm
s Cooler.

% Lé&piz marcador

% Algodoén estéril

« Asade siembra

« Barbijo

s Gasa

« Gradilla

+« Papel aluminio

« Papel craft

+ Lima circular

+ Frasco de vidrio (semillero)

« Tapa ternopor

% Tapo6n de goma con 2 orificios

% Mangueras de platico 0,5 cm de diametro
+ Soportes de polietileno alta densidad (PEAD)
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% Tanque de alimentacion de plastico

% Aire comprimido

+ Cilindro de acrilico altura 24,5 y diametro 18,1 cm
+« Difusor de aire

+ Filtro de aire 2 um

% Bomba de alimentacion

< Parafilm

+ Tubos eppendorf 1,5 mL

3.3. METODOS

3.3.1. Obtencion de muestras del geiser coalaque (MG)

Se llevé a cabo en el departamento de Moquegua, Provincia General
Sanchez Cerro , Distrito de Coalaque, esta muestra fue tomada de un geiser
ubicado geograficamente a una Latitud de 16°36’15.21"S vy Longitud 71°
2'15.44”0, y a una distancia aproximada de 7 kilometros del pueblo de

Coalaque.

- Para el analisis de arsénico (MG-1), se utilizé un frasco de plastico
polipropileno esterilizado con capacidad de 1000 ml. los cuales fueron
previamente lavados y dejados en acido nitrico para eliminar trazas de
sustancias y enjuagados tres veces con agua destilada.

- Para el aislamiento e identificacion de microorganismo resistente a
altas concentraciones de Arsénico (MG-2), se utilizé un frasco de
vidrio de 1000 ml en el cual se dejo un espacio libre para aireacion y
mezcla de 1/3 del frasco, el cual fue esterilizado 1 hora a 175°C.

El transporte y almacenamiento se realiz6 de acuerdo a la NTP-ISO-

5667-3:2001 Guia para la preservacion y manejo de muésttas.

+» Transporte

Las muestras estuvieron protegidas y selladas herméticamente de tal

forma que no se deterioren y que no se pierda nada de su contenido durante el
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transporte. El embalado protegié al recipiente de una posible contaminacién
externa y rotura particularmente cerca de la tapa, las muestras se mantuvieron
frescas y protegidas de la luz, se debe reportar el tiempo entre la toma de muestra
y el analisis, no se afadié conservantes, ya que las muestras fueron analizadas
antes de las 24 horas de haber sido recolectadas. Las muestras fueron
transportadas usando un cooler.

% Almacenamiento

Las muestras se mantuvieron en la oscuridad a una temperatura

menor que en el momento del muestreo:

- La muestra para el andlisis de arsénico (MG-1) se usé un refrigerador
de -20°C permitiendo un periodo de almacenamiento largo.

- La muestra para el aislamiento e identificacion de microorganismo
resistente a altas concentraciones de Arsénico (MG-2) no fue

congelada.

3.3.2. Caracterizacion de la muestra del geiser coalaque (MG-1) en
Arsénico

La muestra fue analizada por espectrometria de absorcion atomica
acoplado a la Generacion de Hidruros, el analisis fue realizado por los
Laboratorios Analiticos del Sur (LAS). Segun el método ASTM 2979403,

3.3.3. Aislamiento de microorganismos de la muestra del geiser

coalaque (MG-2)

% Siembra por el método de dilucién

Para el cultivo de las cepas nativas se utilizé la técnica de la siembra
por dilucion, para ello primero se procedio a esterilizar el material se preparo las
diluciones el medio de cultivo y se realizé la siembra como se detalla a

continuacién®®
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- Preparacion de diluciones

Se tom6 10 ml de la muestra con una pipeta, se traspaso a un a fiola
de 100 ml, se enrazo la fiola con agua de dilucion y se homogenizo; se repitio la
operacion anterior hasta obtener 6 diluciones. Las diluciones obtenidas se

muestran en la Tabla N° 4

Para la preparacion del agua de dilucion, se mezclé 1.25 ml. de
solucién Stock de Buffer Fosfato (SOLUCION A) y 5 ml. de Solucién de Cloruro
de Magnesio (SOLUCION B), posteriormente se enrasé a 1 L y se mantuvo en

refrigeracion.

Tabla 4: Diluciones Obtenidas para la siembra por dilucion

Diluciones % Cddigo

(VIV)

Sin dilucion D-0

10 D-1

1 D-2

0,1 D-3

0,01 D-4

0,001 D-5

0,0001 D-6

Para preparar solucion Stock de Buffer Fosfato: se disolvié 34,0 g. de
fosfato de Potasio Dihidrogenado (KH2PO4), en 500 ml. de agua grado-reactivo,
se ajusté el pH a 7,2 0.5 con solucion de Hidréxido de Sodio (NaOH) 1N, y se
diluy6 a 1 litro con agua grado reactivo. Para la preparacion de la solucién de
Cloruro de Magnesio se disolvio 81,1g. Mg€I8H20 en 1 litro de agua grado-

reactivo.

- Preparacion de medio de cultivo

Se utiliz6 como medio Agar Soya Tripticasa, para lo cual se disolvi
40 g de medio por litro de agua purificada se agreg6 50 ppm de arsenito de sodio
se calent6 con agitacién suave hasta su completa disolucion durante un minuto se
esteriliz6 en autoclave a 121 °C durante 15 minutos.
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- Siembra

Se dej6 enfriar a una temperatura entre 45-50 °C y se vertié a las
placas Petri estériles aproximadamente 20 ml del medio preparado, se agregd
0.1 ml de las diluciones D-0, D-2, D-4, D-6, se agit6 suavemente para
homogenizar, se dejo gelificar y se prepard un blanco como referencia, se incubd
a 37°C por 3 dias. Se realizé las pruebas por triplicado.

<+ Resiembra.

Se observé la morfologia de las colonias y se traspas6 de las placas
con mayor dilucion al medio Plate Count, para lo cual se disolvié 20,5 g de medio
por litro de agua purificada se agregé 50 ppm de arsenito de sodio se y 250 pug/ml
del antimicético clotrimazol, se calenté con agitacién suave hasta su completa
disolucion durante un minuto se esterilizo en autoclave a 121 °C durante 15
minutos. Se realiz6 la resiembra por el método de estria y se incub6 a 37°C por 3
dias“®

++ Obtencion de cultivos puros y consorcios

Las colonias mixtas fueron sembradas por agotamiento en medio Plate
Count y 100 ppm de arsenito de sodio, y se vio al microscopio usando tincion
Gram, se repitio este procedimiento 3 veces procurando tener cultivos puros, las

colonias que no se lograron aislar fueron tomadas como consorcios.

3.3.4. Adaptacion de las muestras del geiser coalaque (MG-2) a
Arsénico (Ill) en medio sélido.

Se evaluo la adaptacion a Arsenito de Sodio (As Ill) por las bacterias
aisladas, se utiliz6 8 medios, cada uno de los cuales present6 diferentes
concentraciones de medio Plate Count y de arsenito de sodio, como se observa en
la tabla 5; se sembré por triplicado las bacterias (puras y consorcio) y se procedio
a evaluar su crecimiento a los 3, 7, 14,21 dias de haber sido sembradas e
incubadas a 37 °&>
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Tabla 5: Medios Evaluados en la adaptacion

Medio Concentracion de Medio Concentracion de
Plate Count % p-v? arsenito de sodio(mg/l)
M1 1,0250 400
M2 0,5125 800
M3 0,3417 1200
M4 0,2563 1600
M5 0,2563 1800
M6 0,2563 2000
M7 0,2563 2200
M8 0,1281 6000

1.- El porcentaje P-V de la concentracion del medio se encuentra es g/ml

La evaluacion de la adaptacion o resistencia de los microorganismos
al As (lll) fue cualitativa, para lo cual se uso la variable categodrica presentada en
la tabla 6, donde +++ significa que se obtuvo crecimiento en las tres palcas
sembradas correspondientes a la prueba por triplicado, ++- significa crecimiento

en dos las placas, +-- en solo una y --- en ninguna.

Asimismo se determind la concentracion inhibitoria minima (CIM),
determinada como la concentracion de arsénico y de medio al cual no se
presentaba adaptacion (---) a los tres dias de sembrados los microorganismos.

Tabla 6: Categorias para la evaluacion cualitativa de la adaptacién a arsenito
de sodio (As IlI)

Simbolo Categoria
+++ Alta adaptacion
++- Mediana adaptacion
+-- Baja adaptacion

No presenta adaptacion

3.3.5. Identificacion de las cepas adaptadas a AS (lll)

Luego de obtener las maximas resistencias de las cepas ensayadas se
procedi6 a aislar el consorcio CAsl1 sembrando en medio agar sangre + 200 ppm

de arsenito de sodio por el método de agotamiento.
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Las especies aisladas fueron caracterizadas morfologicamente al
microscopio mediante tincion Gram, tinciéon de Wirtz-Conklin; posteriormente
se sembr6 en agar Mc Conkey y por ultimo se realizé la caracterizaciéon
bioguimica a través de las siguientes pruebas: catalasa, oxidasa, TSI, medio OF,
medio gelatina, motilidad, prueba de indol, caldo tioglicolato, prueba leche litmus,
agar manitol, urea y reduccién de nitratos. Los fundamentos y procedimientos de

las pruebas realizadas se presentan a continuacion.

% Tincién de Gram

Las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas tifleron de forma
distinta debido a las diferencias constitutivas en la estructura de sus paredes

celulares.

- Se realiz6 un frotis de la muestra y se fijé al calor

- Se agrego el reactivo cristal violeta y se esperé 1 minuto. Todas las
células Gram positivas y Gram negativas se tifien de color azul-purpura.

- Se enjuagob con agua.

- Se agreg0 lugol y se esper6 1 minuto.

- Se enjuagob con agua.

- Se agregé alcohol- acetona y se espero de 8 a 15 segundos
aproximadamente (parte critica de la coloracion).

- Se enjuagob con agua.

- Se agrego el reactivo safranina por 45 segundos. Este tinte dejara de
color rosado-rojizo las bacterias Gram negativas.

- Se enjuago con agua y se dejo secar a temperatura ambiente

- Se observo al microscopio a 100x con aceite de inmef&on.

« Tincién de Wirtz- Conklin

Las esporas son la forma de resistencia de las bacterias, tienen forma
esférica u oval. Se preparé los frotis bacterianos se tifio con verde malaquita. Con
unas pinzas de madera se coloco la muestra encima de la llama del mechero para
gue el colorante humee, pero sin que hierva, durante 5 min. Se afadi6 mas

colorante si es necesario. Se lavo con agua el resto de colorante, se tifio con
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safranina 1 min. Se lavo con agua el resto de colorante, se seco la preparacion y se
observé al microscopio. La tincidn tifie las células vegetativas de color rosa,

mientras que las esporas permanecen vefdes.

+ Medio Agar Sangre

Muchos microorganismos son capaces de crecer en agar sangre y
cuando lo hacen responden de diferente manera segun realicen o no la lisis de los
glébulos rojos (hemodlisis) producida por la accién de una enzima llamada
hemolisina

Se suspendié 40 g del polvo por litro de agua destilada, se dejo
reposar 5 minutos y se mezclé perfectamente hasta obtener una suspension
homogénea. Se calentd con agitacién frecuente por 1 minuto. Se esterilizd 20
minutos a 121°C. Se enfri6 a 45-50°C se agregl sangre desfibrinada al 5% a
temperatura ambiente, se homogenizo y procedio a distribuir el medio en las

placas

Se realiz6 una siembra del cultivo puro mediante la técnica del
agotamiento de asa en placa de agar sangre. Después de las 24 horas de
incubacion se observd la presencia de halos de hemdlisis alrededor de las
colonias y se identificé el tipo de hemdlisié.

< Prueba de |la Catalasa

La catalasa es una enzima que descompone el peréxido de hidrogeno
en oxigeno y agua.

Con un asa de siembra en punta se coloc6 en el centro de una placa
porta objetos la colonia a investigar. Se agregé 1 a 2 gotas de peroxido de
hidrogeno. Se suspendi6é el organismo y se observé si existe presencia de
burbujas. La rapida aparicion y produccion sostenida de burbujas de gas o

efervescencia indico una reaccion posititf.

% Prueba de la Oxidasa

El objetivo de la prueba “Oxidasa” fue buscar la presencia de la
enzima Citocromo C oxidasa.
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Se impregnod un pequefio papel de filtro con reactivo de Kovacs; Con
un asa de siembra se tomo el microorganismo y se frotd sobre el papel. Tras unos
30 segundos, se observd si ocurrio algin cambio. Las bacterias que dieron
positivo a esta prueba tienen generalmente un ciclo respiratorio oxidativo. La

prueba se considero positiva si se desarrolla un color purpura en ef‘fapel.

+» Prueba de la Ureasa

Esta prueba detecto la presencia de la enzima ureasa en los
microorganismos a través de una prueba en la que se observo la alcalinizacion del

medio.

Se suspendié 3,87 g del medio deshidratado por cada 100 ml de agua
destilada. Se disolvio sin calentar y esterilizo por filtracion. Se distribuy6 en tubos
pequefios estériles, entre 0,5 y 2 ml, con una asa de siembra se tom6 muestra y se
sembrd por picadura el microorganismo en tubo, se incub6 a 37°C hasta detectar
cambio de color del indicador La prueba se considero positiva si el color
cambiaba a purpura debido al indicador rojo fefi8)l.

% Prueba TSI (Triple Sugar Iron 6 Triple Azlcar Hierro)

El TSI es un medio nutriente y diferencial que permitié estudiar la
capacidad de produccion de acido y gas a partir de glucosa, sacarosa y lactosa en

un Unico medio.

Se suspendié 62,5 g del polvo por 1 litro de agua purificada. Se dejo
reposar 5 minutos. Se calenté con agitacion frecuente por 1 o 2 minutos hasta
homogenizarlo, se distribuyé en tubos, llenandolos con un volumen que ocupe
hasta la tercera parte de los mismos. Se esterilizo en autoclave a 121°C por 15
minutos. Se enfrid y dejo solidificar el agar en pico de flauta profundo.

Se inoculé los microorganismos aislados en tubos con medio TSI
inclinado para eso se introdujo la punta hasta 3 a 5 mm. Del fondo del tubo.
Después de retirado el alambre del fondo, se estrid el pico con un movimiento
hacia uno y otro lado, Se incubo a 35°C durante 24 H¥fas.
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% Prueba del O/F (oxidacién-fermentacion)

Se suspendio 9,8 g del medio basal de Hugh-Leifson por litro de agua
destilada, se calentd con agitacion frecuente por 1 minuto. Se esterilizo a 121°C
durante 15 minutos. Por 100 ml de base estéril, se agregé 10 ml de la solucion
estéril del glucosa al 10%

Se inoculo dos tubos del medio de cultivo semisdlido se realizé una
siembra en picadura, a uno de ellos se le afiadié una pequefia cantidad de parafina
estéril, y se llevd a incubar ambos a 37°C durante 24 horas. Si la via es la
oxidativa, solamente el tubo abierto vira ligeramente en la parte superior a color
amarillo. Si la via es la fermentativa hay un viraje intenso a amarillo que

comienza en el fondo de los dos tubys.

«» Reduccion de nitratos

Con esta prueba se investigo la capacidad de las bacterias para reducir
los nitratos convirtiéndolos en nitritos o0 en nitrdgeno, es decir se estudio la

presencia de nitrato reductasa y nitrito reductasa.

Se suspendid 9 g de caldo nitratado (anexo 3) por litro de agua
destilada, se calenté hasta disolver y distribuy6 en tubos de 10 mm de diametro,
10 ml por tubo. Se esterilizo a 121°C durante 15 minutos, se inoculd
introduciendo el asa bacteriologica con la carga de bacterias, se incubo a 37°C
durante 24 horas y tras la incubacion se afiadié dos gotas de los reactivos A(acido
sulfaminico al 0.8% en acido acético glacial 5N) yuBhéftilamina al 0.5% en
&cido aceético glacial 5N. Si los nitratos han sido reducidos, el caldo de cultivo vira
a un color rojo intenso por la presencia de nitritos, (37)

« Agar Mcconkey

El agar MacConkey es una medio selectivo y diferencial para la
deteccion de organismos coliformes y patdgenos entéricos. Este medio es
ligeramente selectivo ya que la concentracion de sales Biliares, que inhiben el
crecimiento de los microorganismos Gram positivos, es baja en relacién con otros
medios similares. Se incluy6 también cristal violeta para inhibir el crecimiento de

las bacterias Gram positivas, especialmente estafilococos y enterococos.
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El medio requirié de 50 g del polvo por litro de agua destilada. Se
reposo 5 minutos y mezclo hasta uniformar, se calent6 suavemente por 1 a 2
minutos hasta disolver, se esteriliz6 en autoclave a 121°C durante 15 minutos. Se
inoculd las placas por estria, asegurandose que se tengan colonias aisladas, se
incubo las placas a 37 °C durante 18 a 24 horas. Los resultados presentan
colonias lactosa (-): incoloras y colonias lactosa (+): rosa/rojo ladrillo rodeadas de

un halo de sales biliares precipitad3s.

+« Caldo Tioglicolato

Es el caldo de enriquecimiento mas utilizado en Microbiologia.
Contiene 0,075 % de Agar para evitar que las corrientes de conveccion
transporten el oxigeno de la superficie a toda la masa del caldo. El acido
tioglicélico actia como agente reductor, disminuyendo aun mas el potencial de

o6xido-reduccion del medio.

El medio requirié6 de 30 g del polvo por litro de agua destilada. Se
dejé reposar 5 minutos, se calentd a ebullicion hasta disolver, se distribuyo,
esterilizo a 121°C por 15 minutos. El tubo fue inoculado con un asa de punta y se

incubo a 37°C hasta que se produce su crecimiento.

Identificando su dependencia de oxigeno de acuerdo al crecimiento en
los tubos por medio de la turbideZ?)

< Prueba Litmus Milk

Litmus Milk es un medio versatil porque hay muchas reacciones que
se pueden obtener de él. El indicador Litmus cambia de color segun el pH.
Cuando hay presencia de acidos cambia a color rojo y a color violeta cuando hay

bases.

Se UsO una técnica aséptica, se inoculé cada tubo con Leche
desnatadaal 10% con litmus (azolitmin) como indicadorde pH se sembré

el microorganismo asignado, se coloco los tubos a 37°C por 24 horas. Al cabo de

las 24 horas se examind los tubos y se anot6 los resuftdtlos.
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% Medio gelatina Nutritiva

La gelatina es el sustrato para determinar la capacidad de un
microorganismo de producir enzimas de tipo proteolitico (gelatinasas), que licdan

la gelatina.

Se Incubo un caldo con 12% de gelatina, se esterilizo durante 20
minutos a 120 °C, Se usO una técnica aséptica, se inoculo cada tubo con el
microorganismo asignado, se incubo a 37°C por 48 h. Se revis6 los tubos diarios
para registrar la hidrélisis de la molécula proteica por accion de la gelatinasa. La
licuefaccién se comprobd sumergiendo los tubos en agua helada o refrigeracion, si
hay licuefaccion no solidifico el medio. Se evitd agitar los tubos en tanto su
contenido permanezca liquid®)

< Prueba de Motilidad

La motilidad se puede observar por un crecimiento turbio lejos de la
picadura realizada en la inoculacién de los medios OF, este método es de
confianza variable ya que la picadura se pudo haber hecho chueca o irregular lo
gue nos darian falso positivo. Para evitar este factor se realiz6 la técnica de gota

suspendida bacteriana.

Se agreg0 sobre un portaobjetos una gota de solucion fisiologica
salina estéril, se puso un poco de muestra bacteriana, se homogenizo de tal forma
gue la gota no se extienda mucho, se puso un cubreobjetos al que previamente se
le puso una base de 4 bolitas pequefias de plastilina con el objetivo de evitar que
aplaste totalmente la gota con bacteria, finalmente se observo al microscopio con
un objetivo de 40X. Se considera motilidad positiva, si se alcanza a ver bacterias
muy pequefias y casi translicidas moverse a velocidad variable, y si se observa al
menos de 5-10 bacterias recorrer todo el campo del microstdpio

«* Prueba de indol

Es una prueba bioquimica realizada en especies bacterianas para
determinar la habilidad del organismo de romper el indol del aminoacido

triptofano(®®
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El cultivo bacteriano se sembrd en caldo peptonado estéril por 24 a
48 horas, Luego de la incubacion, se afiadié cinco gotas de reactivo Kovac
(alcohol isoamilo,p-dimetilaminobenzaldehido y acido clorhidrico concentrado)
al caldo del cultivo. Los resultados positivos da la presencia de un color rojo o
rojo-violeta en la superficie de la capa de alcohol en el cultivo y un resultado

negativo se muestra amaril(t?)

< Medio Marntol Salado

Se trat6 de un medio altamente selectivo debido a su alta
concentracion salina. Las bacterias que crecen en un medio con alta
concentracion de sal y fermentan el manitol, producen acidos, con lo que se

modifica el pH del medio y vira el indicador de pH del color rojo al amarillo.

Se requirio 111 g del medio en un litro de agua destilada se calento
con agitacion suave hasta su completa disolucion y se esterilizdé en autoclave a
121 °C durante 15 minutos se dejo enfriar a una temperatura entre 45-50 °C se
prepard en tubo con agar recto la siembra se realizé en placa por estria, se incubo
a 37°C durante 24 horas y se anoto los result&dos.

3.3.6. Obtencion de la muestra proveniente a la punta de bombdn
(MP)

La segunda toma de muestra se realizd en el distrito de Punta de
Bombdn, provincia de Islay, departamento de Arequipa, y corresponde a un pozo
de captacion para potabilizaciéon de agua, ubicado geograficamente a una latitud
sur de 17°10'5.52™, y longitud oeste de 71°47'35.89"0 a 24 m.s.n.m.; esta

muestra (MP) fue utilizada para la prueba del Sistema.

Para la toma de muestra se sigui6 el protocolo que indica la Norma
Técnica Peruana NTP-ISO 5667-5:2001 el cafio de la fuente de salida fue abierto
y se dejo correr por aproximadamente 5 minutos, se utilizé 2 botellas de plastico
de 5 litros de volumen, las botellas fueron 3 veces cebadas con el agua de

muestra, y llenadas completamente.
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Se esterilizo previamente las botellas enjuagadas y dejadas en acido
nitrico para eliminar trazas de sustancias y enjuagadas tres veces con agua
destiladd>?

« Transporte

La muestra estuvo protegida y sellada herméticamente de tal forma
gue no se deteriore y que no se pierda nada de su contenido durante el transporte.
El embalado protegi6 al recipiente de una posible contaminacién externa y rotura
particularmente cerca de la tapa, la muestra se mantuvo fresca y protegida de la
luz, no se afiadidé conservantes, ya que la muestra fue analizada antes de las 24
horas de haber sido recolectada. La muestra fue transportada usando un cooler.

< Almacenamiento

La muestra se mantuvo en la oscuridad a una temperatura menor que
en el momento del muestreo, los recipientes se llenaron pero no por completo

para almacenar la muestra.

La muestra proveniente de la punta de bombén (MP) para la
caracterizacion fisicoquimica se almaceno en un refrigerador de -20°C

permitiendo un periodo de almacenamiento largo.

3.3.7. Caracterizacion Fisicoquimica de aguas crudas de la muestra

de aguas subterraneas de punta de bombon (MP)

< Determinacion de Arsénico.

Para la determinar la concentracion de arsénico inicial en agua
subterranea y antes de entrar al sistema MBBR, a la muestra MP se le adicion6
1ppm de arsenito de sodio a la muestra para potenciar la accion del consorcio
bacteriano a usarse en el sistema, posteriormente se tomao tres muestra MP1,MP2
y MP3,las cuales fueron enviadas al laboratorio de control de calidad, de la
Universidad Catélica de Santa Maria, donde se usé el método de espectroscopia

de emision atémica — ICP, siguiendo el procedimiento del método EPAZ0.7.

Se debe considerar que tras obtener los resultados de concentracion

inicial se debio corregir el dato restandole 1ppm.
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La espectroscopia de emisién atébmica por plasma de acoplamiento
inductivo (AES-ICP o también referenciada como OES-ICP), se fundamenta en
el analisis de la radiacion ultravioleta-visible caracteristica de cada elemento
guimico, emitida durante su relajacion tras haber sido excitado por el contacto

con un plasma (gas ionizado generalmente argon, altamente energético).

El plasma tiene realmente dos roles: el primer paso consiste en la
atomizacion de la muestra a ser analizada, con el propdésito de obtener atomos
libres, usualmente en el estado fundamental; el segundo consiste en la excitacion
de los &tomos a estados de energia superiores.

La radiacion ultravioleta visible captada genera espectros de lineas
gue son especificos de cada elemento y la adecuada seleccion de una linea y su
aislamiento por medio de un sistema dispersivo permite al analista verificar la

presencia de ese elemento y determinar su concentracion.

Un espectrometro de emision atomica mediante plasma inductivo de
argoén consiste en una fuente de radiacion, un sistema de introduccion de la
muestra, un sistema o6ptico dispersivo, un detector y la correspondiente electrénica

para adquisicion, procesamiento y edicion de resultéelos.

Se determind la caracterizacion fisicoquimica de la muestra del agua
de punta de bombén (MP) inicial (a las O horas de tratamiento). Los ensayos
fueron realizados en el laboratorio de control de calidad de SEDAPAR. , se us6
los métodos descritos a continuacion:

« Determinacion de pH por el método electrométrico (INDECOPI)

Se basa en NTP 214.029:200. se utiliz6 el pH metro modelo
mv/OPR Melter Toledo previamente calibrado a pH 4 y pH 7, se agito
cuidadosamente la muestra, se lavé el electrodo con agua destilada, se sumergio
dentro de la muestra, se registré el pH y la temperatura de la muestra.
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% Determinaciéon de conductividad, sélidos totales y porcentaje de
salinidad (SUNASS)

El método fue modificado del descrito en el manual de
procedimientos de anélisis de agua de SUNABSSe utilizé el conductimetro
modelo Melter Toledo, previamente calibrado con un estandar de conductividad y
sélidos totales de 1413 pS/cm (692 ppm NaCl) de la marca Termo Scientifics, se
lavé el sensor con agua destilada y se sumergi6 dentro de la muestra, se registré
la conductividad, sélidos totales y porcentaje de salinidad de la muestra.

% Determinacion de turbidez por el método nefelométrico
(INDECOPI)

El método utilizado fue el descrito por la norma peruana técnica NTP
214.006:19995% Se determiné la turbidez de las muestras a través de un
turbidimetro de escala expandida marca HATCH modelo 2100N y se comprobd
gue el tiempo de calibracién del equipo a usar sea menor a 3 meses. Se agitd
cuidadosamente la muestra, se verti6 la muestra en la celda de medicion
observando que no presente huellas de suciedad ni burbujas .Se colocé la celda en

el turbidimetro y se anoto la lectura directamente.

« Determinacion de dureza Total por el método titulometrico con
EDTA (SUNASS)

El método usado fue modificado del descrito en el manual de
procedimientos de analisis de agua de SUNASS.Se hizo una dilucién de 10
ml de muestra con 40 ml de agua desionizada enrasada a una fiola de 50 ml se
paso a un matraz de 250 ml, se agrego 1ml de buffer de dureza, 0,259 de cianuro
de calcio 0,5 g de negro de eriocromo de T y se titulé con EDTA 0,01M.

Para la preparacion del buffer de dureza, se pesé6 3,4 g de cloruro de
amonio se agrego 28,5 ml de hidréxido de amonio y se disolvié. En una campana
de extraccién se agregd 10 ml de agua desionizada, para evitar los vapores de
amoniaco, se midio el pH del amortiguador, se ajusté a pH 10, se pasé a una fiola

y se enrazé a 50 ml.
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El factor volumétrico de la solucion de EDTA (f) fue calculado
titulando 20 ml de la solucién estandar de Ca@0Omo se describe en este
apartado, el resultado fue expresado como mg de €&l de EDTA.

Las reacciones quimica que fundamentan este método son las siguientes:
(Reaccion 1)

- pH 10 -
Ca?* + Mg indicador —> [Ca-Mg-indicade!]

Complejo violeta

(Reaccion 2)

H 10
EDTA+ [Ca—Mg-indicador]p% [Ca-Mg-EDTA] + Indicador

Complejo violeta Azul Incipiente

La dureza se determiné con el vire de violeta a azul incipiente, se hizo el

siguiente calculo de acuerdo a la formula N° 1.

(A-B)*f*1000
ml muestra

mg CaC0;/l = (Formula 1)

Donde:
(A-B)= gasto real de la solucion de EDTA, en ml
f= factorvolumétrico de la solucion EDTA.
« Determinacion de cloruros por el Método Argentométrico

(INDECOPI)

El método e basa en el método de Mohr, EI método seguido tiene como
referencia la NTP 214.021:198%)Se hizo una dilucion de 10 ml de muestra con
40 ml de agua desionizada enrasada a una fiola de 50 ml se pas6 a un matraz, se
agregé 1 ml de cromato de potasio al 10 % y se titul6 con nitrato de plata
0,0141N

Las reacciones quimicas que fundamentan este método son las siguientes:
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Reaccion de valoracio(Reaccion 3)

CINa+ NGAg — CIAg + NO:Na

Reaccion indicadorgReaccion 4)
2 NOsAg(exc) + CrQK; ——> CreAgza+ 2 NOK

Amarillo brillantea mostaza lechoso

La dureza se determin6é con el vire de color amarillo brillante a un
mostaza lechoso (que se presenta con la formacién del color rojo ladrillo del

cromato de plata) y se realizé el siguiente calculo de la formula 2.

(A—B) * N * 35,450 * 1000

Cl =
mg / ml muestra

(Formula 2)

Donde:
(A-B)= gasto real de la solucién de AghlO
N= normalidad de la solucion de AghO
« Determinacion de Sulfatos por el Meétodo Turbidimetrico

(INDECOPI)

El método se realiz6 de acuerdo a la norma técnica peruana NTP
214.023:2000" Se hizo una dilucién de 10 ml de muestra con 40 ml de agua
desionizada enrasada a una fiola de 50 ml se pas6 a un matraz, se agregdé 20 ml de
solucién amortiguadora de sulfatos 0,2 mg de cloruro de bario se esper6
aproximadamente un minuto y se ley6 en el turbidimetro, La reaccion quimica

gue fundamenta este método es la siguiente:
(Reaccion 5)

—>
BaChk + NaSQy BaS®@ + 2NacCl

Con la reaccion 5 se obtuvo sulfato de bario insoluble que da un

precipitado blanco y permite medir la turbidez.
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Para la preparacion de la solucion amortiguadora de sulfatos, se disolvio
250 ml de agua destilada 15 g de Mg@H0 1,51 g de Acetato de Sodio anhidro
0,5 g de KNQy 10 ml de Acido Acético 99%, se transfirié a una fiola de 500 ml
y se enraso con agua destilada.

Se hizo una curva de calibracion de sulfatos para lo cual se preparé
soluciones con: 0, 5, 10, 15, 20 y 25 ppm de $@ se afiadi6 cloruro de bario y
se midio la turbidez con los resultados se elabor6 una ecuacion de regresion lineal
para determinar la concentracibn de SO4-2. La concentracion obtenida se

multiplico por el factor de dilucion (5).

SQy2=Th *0.2942+0.1751 (Formula 3)

3.3.8. Disefio del sistema MBBR para biodepuracion de Arsénico en
agua

El sistema MBBR es un reactor de biopelicula de lecho movil se
caracteriza porque utilizar gran volumen del reactor para el crecimiento de la
biomasa bacteriana, en el cual la biopelicula se encuentra protegida en el interior
de un soporte plastico, disefiados especialmente con una elevada superficie
interna. Estos soportes plasticos se encuentran en suspension, en continuo
movimiento, en un determinado volumen de reactor y completamente distribuidos
por toda la fase liquida, sin necesidad de recirculacion del lodo. El disefio del
biosoporte es importante debido a los requerimientos de transferencia del sustrato

y de oxigeno a los microorganismos.

Este sistema MBBR es ampliamente usado para la depuracion de
aguas residuales por lo cual elegimos este tipo de biorreactor MBBR para
utilizarlo en la depuracion de arsénico en aguas subterraneas de Punta de
Bombon.

En una primera etapa se realiz6 el disefio y se adquiri6 materiales y
equipos®V El material seleccionado fue el acrilico .Se determiné la ubicacion
y el diametro del punto de entrada de aire, el punto de alimentacion, el punto de

toma de muestras.
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- Sistema de aireacion: se disefi® un sistema de aireacion usando un

difusor ubicado en la parte inferior del reactor y aire comprimido.

- Sistema de alimentacion incluye el sistema de bombeo, la red de
tuberias y el sistema de almacenamiento de entrada.

- Sistema de lecho movil: Para la seleccion del lecho movil se realizé un
estudio bibliografico de los diferentes materiales que podrian utilizarse
para la formacion de biopeliculas. Se seleccioné el poletileno de alta
densidad como soporte mévil. El soporte utilizado tuvo las siguientes

caracteristicas: Alto: 0,7 cm, Diametro: 1cm, Superficie especifica:
500 nt / .

En la segunda etapa se construy6 y ensambl6 los elementos disefiados.

- Ensamblaje de la estructura del reactor: se acondicioné el lugar donde
se ubico el reactor. Se ensambld la estructura externa del reactor en el
lugar acondicionado adecuadamente siguiendo las especificaciones del
disefo.

- Instalacion de sistema de aireacion: se instal6 las tuberias y conexiones
para alimentacion del aire proveniente del compresor al reactor. La
tuberia y conexiones para la entrada de aire fueron de pléstico, las

mangueras utilizadas tuvieron un diametro de 0,5 cm.

- Alimentacion: el reactor fue alimentado utilizando una bomba, la cual
succiono el agua del tanque de alimentacion.

- Puesta en funcionamiento del reactor: Para verificar el correcto
funcionamiento del reactor, se procedi6 al suministro de agua
subterranea del distrito de la Punta de Bombon y se establecid los
parametros de operacion, se llevé un control de la calidad de efluente
obtenido. La configuracion experimental del sistema se muestra en la
figura 6.
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Altura: 24,5 cm.

Diametro: 18,1 cm.

H/D: 1,35 cm.

WVolumen total: 6303,0 ml
Volumen de Trabajo: 5674,14
Espesor de la estructura: 3 mm

1810

—16.60— |

(’(0

Figura 6: Configuracién experimental del sistema: (1) tanque de almacén de agua. (2)
Bomba dosificadora. (3) reactor MBBR. (4) Tanque presuri£ddo

Al finalizar la operacion del sistema, este fue desacoplado. El lavado
de los soportes se realiz6 de manera mecanica usando agua potable, los
desechos obtenidos fueron almacenados de forma segura y se recomendd

su tratamiento para la recuperacion de sales arsenicales.

3.3.9. Evaluacioén del sistema

Como afluente se utilizd agua subterrdnea proveniente de Punta de
Bombdn, a la cual se afadi6 1 ppm de arsenito de sodio. Se midid la
concentracion de arsénico (ppm) de la muestra inicial (tiempo 0) y a las 5, 10, 24

horas de tiempo de retencion, se realizé el muestreo por triplicado.

3.3.10.Determinacion de la cinética de cultivos resistentes

Para realizar las pruebas de cinética se usO caldo nutritivo
suplementado con 200 ppm de arsenito de sodio, se realizé un inoculo inicial, a
partir de colonias con resistencia a 1200 ppm de As(lll). Este primer inoculo se
preparé afiadiendo 1000 ul de la colonia diluida en 10 ml de caldo nutritivo, a lo
cual se afiadié 200 ppm de arsenito de sodio y se dej6é en un shakera 37 °C y 40

rpm durante 24 horas.

Posteriormente se prepar6 para cada colonia 40 ml de caldo nutritivo
con 200 de arsenito de sodio, el cual se divido en 2 matraces 1 para hacer la
cinética de las primeras horas Yy el otro para hacer la cinética de las ultimas

horas Para el primer matraz se tomé del primer inoculo {10Q&ara 25 ml de
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caldo, y se coloco en el shaker a 37 °C y 40 rpm tomandose 3 ml de muestra
para cada tiempo propuesto; para el segundo matraz se afiadié 600 pl para 15 mi
y se dejé en el shaker 37 °C y 40 rpm para comenzar a medir los 3 dltimos
tiempos de muestreo al dia siguiente. Los tiempos de toma de muestra fueron :0
,5,1,2,4,8,12,16,24 horas.

Se guardod las muestras en a -4°C y posteriormente de evaludé su
concentracion usando espectrofotometria, se usé como longitud de onda 560 nm
usando como blanco caldo nutritivo suplementado con 200 ppm de Arsenito de
sodio.®

3.3.11.0Obtencioén de la biomasa

A partir de los cultivos obtenidos en la prueba de resistencia en placa
se prepar6é 350 ml de inéculos y se dej6 incubar a 37 ° C por 48 horas

Se utilizé6 como lecho movil soportes de polietileno de alta densidad.

Para la formacion de la biopelicula se colocé los soportes en un semillero
contenia 1700 ml de caldo nutritivo previamente autoclavado y se dejé incubar
por 4 semanas. El semillero el cual fue construido en base a un frasco de vidrio,
una tapa y mangueras de plastico que permitieron el ingreso de aire comprimido
para oxigenacion y circulacion de los soportes , asi como la salida de aire para
contrarrestar la presion. Todos los elementos fueron esterilizados antes de iniciar
el proceso.

El pretratamiento para los soportes consisti6 en darles mayor
rugosidad para lo cual se us6 una lima circular, asimismo los soportes fueron
sumergidos durante 24 horas en una solucibn de Arsenito de sodio con
concentracion de 150 ppm.

3.3.12.Caracterizacion fisicoquimica de las aguas biodepuradas a la
salida del sistema MBBR.

Se analizé las muestras después de 24 horas tratamiento en el
sistema, siguiendo la metodologia descrita en el apartado 3.3.7.
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3.3.13.Andlisis Estadistico

Los célculos estadisticos fueron realizados utilizando el programa
computacional SPSS Statgraphics 19. Un valor de P <0,05 fue considerado

significativo.

Se aplico un andlisis de varianza (ANOVA), para evaluar los
resultados obtenidos en Evaluacion de la biodepuracion de arsénico en el agua

subterranea, para este analisis se considero las siguientes hipotesis:
HO: Las medias obtenidas para cada tiempo de retencion son iguales

H1: Al menos dos medias obtenidas para cada tiempo de retencidn
son distintas

Se realizé la prueba de hipoétesis para una variable, a través de la
comparacién de medias, para evaluar las caracteristicas fisicoquimicas del agua

subterranea de punta de bombdn antes y después del tratamiento.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. OBTENCION DE MUESTRAS DEL GEISER COALAQUE (MG)
Las muestras del Geiser Coalague MG-1 y MG-2 se muestran en la

figura 7, donde se aprecia las caracteristicas de los frascos de muestreo utilizados,
de acuerdo a los requerimientos de la metodologia.

Figura 7: Muestra fisicoquimica y microbioldgica del geiser Coalaque. (MG-1) muestra
fisicogquimica, (MG-2) muestra microbiolégica.

Los geiseres son manantiales calientes con temperaturas muy
cercanas al punto de ebullicion del agua, que brotan de la tierra a alta presion y es
conocido que mayor parte de los acuiferos con contenidos altos de arsénico
tienen un origen ligado a procesos geoquimicos natuf&legs por ello que los

geiseres son una fuente importante de agua con altas concentraciones de arsénico

En la figura 8 se observa el Geiser Coalaque del cual se realizé la
toma de la muestra. Este geiser junto con otros ubicados en las inmediaciones son
afluentes del rio Vagabundo, es cual es conocido por sus altas concentraciones de
arsénico.
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1 Punto del que se realizé el muestreo directo

Figura 8: Muestreo en el geiser Coalaque. (a) Vista panoramica de la fuente formada por
las aguas del geiser, (2) Geiser Coalaque

La muestra tomada fue transportada y almacenada, no se uso
preservantes debido a que el andlisis se llevé a menos de 24 horas de tomada la
muestra®, asimismo el periodo de almacenamiento fue 12 horas, por lo que las
muestras obtenidas fueron completamente viables.

4.2. CARACTERIZACION DE LA MUESTRA DEL GEISER
COALAQUE (MG-1) EN ARSENICO

El método usado fue la Espectroscopia de Absorcion Atomica
Acoplado a la Generacion de Hidruros se fundamenta en que el arsénico forma
hidruros covalentes volatiles por reaccion con el borohidruro de sodio en soluciéon
acida, y su generacién como gas permite que sean transferidos a una celda de
cuarzo calentada a 900 °C donde se produce la disociacion y atomizacion de los
mismos(’), de esta manera por espectroscopia se analizé cuantitativamente la

concentracion de arsénico en muestra acuosa.

En el Geiser Coalaque se encontré una concentracion de 24,2 ppm de
Arsénico. En general, los valores de fondo de concentracion de arsénico en aguas
subterraneas son, para la mayoria de los casos, inferiores a 0,08%pphos
valores citados en la literatura para aguas en condiciones naturales definen un
rango muy amplio entre <0.0005 y 5 gfth; sin embargo la concentracién de
Arsénico natural conocida mas alta en agua geotérmica es 126 ppm del manantial
de Sogdoi al este de la meseta de Qinghai-ffBebado que las aguas

subterraneas de origen geotérmico como geiseres presentan altas concentraciones
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de arsénico se presumié que bacterias aisladas del geiser Coalaque presenten altas
resistencias y afinidad a este metal.

4.3. AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS DE LA MUESTRA
DEL GEISER COALAQUE (MG-2)

< Siembra

Para la siembra se utiliz6 el método de dilucién, para lo cual se
prepard las diluciones correspondientes las cuales se observan en la figura 9. Las
diluciones fueron preparadas usando agua de dilucion, preparada en base a un
buffer fosfato y una solucién de cloruro de magnesio, el agua de dilucién permitié
gue los microorganismos se mantengan en condiciones isotdnicas hasta el

momento de ser sembrados.

Figura 9: Muestra microbiologica (MG-2) y 6 diluciones preparadas

Se sembrd en medio TSA las diluciones DO , D2, D4, D6, como se
observa en la figura 10 ; el medio TSA es un medio utilizado para propositos
generales, favorece el desarrollo y aislamiento de una gran variedad de
microorganismos aerobios, y anaerobios facultativos y estrictos. La peptona de
caseina y la peptona de soya aportan nutrientes ricos en péptidos, aminoécidos
libres, bases puricas y pirimidicas, minerales y vitaminas. La peptona de soya
aporta también carbohidratos que estimulan el crecimiento de muchos
microorganismos. El cloruro de sodio mantiene el balance osmé&ftéste

medio aseguro la obtencion de un amplio rango de microorganismos

Luego del periodo de incubacion se observo que en todas las placas,
correspondientes a las diluciones DO, D2, D4, D6 habia presencia de colonias de

color crema o blanco y de aspecto liso o cremoso, se selecciond 5 colonias de
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las placas correspondientes a la dilucion D6, las cuales fueron resembradas y
denominadas como CAs1, CAs2 CAs3, CAs4, CAsS.

Figura 10: Siembra por triplicado de las diluciones DO, D2, D4, D6.
+ Resiembra.

En la resiembra el medio Plate Count permitié obtener colonias mas
definidas y con mayor separacion, pudiéndose observar las caracteristicas
morfoldgicas de las coloni&s)como se presenta en la Tabla N° 7 y en las figuras
figura 11 y 12. Cabe resaltar que la colonia CAs4 no presenté crecimiento, por lo
cual fue excluida del estudio.

Tabla 7: Morfologia de Colonias Resembradas

Nombre de Morfologia de Colonia

colonia
Color Forma Borde Superficie

CAs1 Blanquesina Circular Redondeados  Convexa
Cremosa Fusiforme

CAs2 Blanca Puntiforme  Ondulado Plana
traslicida

CAs3 Blanquesina Fusiforme Redondeado Plana

CAs5 Blanca Irregular Ondulado Convexa
cremosa

1 Segln la referencia bibliogréafiéa
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Figura 12: Caracteristicas morfoldgicas de las colonias CAs3, CAs5. © CAs3, (d) CAs5
+«+ Obtencion de cultivos puros y consorcios

La tincion Gram realizada, permiti6 determinar las caracteristicas
morfolégicas de las bacterias y diferenciar las colonias puras de las colonias
mixtas, se obtuvo 3 cultivos puros, correspondientes a las cepas CAs2, CAs3,
CAs5 yun cultivo mixto CAs1 el cual no pudo ser aislado y fue trabajado como

consorcio.

4.4, ADAPTACION DE LAS MUESTRAS DEL GEISER COALAQUE
(MG-2) A ARSENICO (lll) EN MEDIO SOLIDO.

Durante la evaluacién de la adaptacion o resistencia que presentaban

las colonias al arsenito de sodio, se aumenté paulatinamente la concentracién de
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arsenito de sodio y se redujo la concentraciéon de medio Plate Count, para asi
reducir la fuente de nutrientes del medio.

La evaluacion ademas se realiz6 a los 3, 7,14 y 21 dias, para evaluar
si el tiempo ejercia una variacion en la resistencia que las colonias presentaban

sobre el arsénico.

A los tres dias de incubacion de las colonias a 37 °C se observé que
concentracion inhibitoria minima (CIM) para la colonia CAs2 fue 1600 ppm de
arsenito de sodio con una concentracion de medio Plate Count de 0,2563 % m/v
(g/ml). Para la colonia CAsl fue 2000 ppm de arsenito de sodio con una
concentracion de medio Plate Count de 0,2563 % m/v (g/ml). Para las colonias
CAs3 y CAs5 fue 6000 ppm de arsenito de sodio con una concentracion de
medio Plate Count de 0,1281 % m/v (g/ml).

El medio Plate Count tiene una composicion de Triptosa la cual
provee aminoacidos y otros complejos de sustancias nitrogenadas , extracto de
levadura que provee complejo de vitamind®B, dextrosa y agar, ya que para la
preparacion de medios M1, M2,M3,M4,M5,M6,M7,M8 el medio Plate Count fue
diluido para reducir la fuente de nutrientes, se tuvo que agregar agar-agar para
obtener la concentracion de 1,2 % para obtener la solidificacion.

En la evaluacion a los 3 dias de incubacion, como se muestra en la
tabla 8, se observd que la colonia CAsl presento alta adaptacion en los medios
M1, M2, M3 y M4, en el medio M5 presento mediana adaptacién y en los medios
M6, M7 y M8 no presento adaptacion. La colonia CAs2 presento alta adaptacion
en los medios M1, M2 y M3 ; no presento adaptacion a los medios M4, M5,M6,
M7 y M8. La colonia CAs3 presento alta adaptaciéon en los medios M1, M2, M3,
M4, M5, M7 y no presento adaptacion a los medios M6 y M8. La colonia CAs5
presentd exactamente el mismo comportamiento que la colonia CAs3. En la tabla
27 del anexo 2 se observa las fotos de las placas evaluadas a los 3 dias de

incubacion y sus correspondientes resultados.
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Tabla 8: Crecimiento e las Colonias a los 3 Dias de Siembra

Colonia Colonia Colonia Colonia

CAsl CAs2 CAs3 CAs5
M1 +++ +++ +++ +++
M2 +++ +++ +++ +++
M3 +++ +++ +++ +++
M4 +++ -—- +++ +++
M5 ++- --- +++ +++
M6
M7 - - +++ +++
M8
(+++) alta adaptacion, (++-) mediana adaptacion, (+--) baja adaptacion, ( ---) no presenta
adaptacién

En la evaluacioén, a los 7 dias como se presenta en la tabla 9, se
observo que la colonia CAsl presento alta adaptacion en los medios M1, M2, M3
y M4, en el medio M5 presento mediana adaptacion y en los medios M6, M7 y
M8 no presento adaptacion. La colonia CAs2 presento alta adaptacion en los
medios M1, M2 y M3; en el medio M4, baja adaptaciéon; no presento adaptacion
a los medios M5, M6, M7 y M8. La colonia CAs3 presento alta adaptacion en los
medios M1, M2, M3, M4, M5, M7; mediana adaptacion para el medio M6y no
presento adaptacion al medio M8. La colonia CAs5 presento alta adaptacion en
los medios M1, M2, M3, M4, M5, M7 y no presento adaptacién a los medios M6
y M8.

Tabla 9: Crecimiento e las Colonias a los 7 dias de Siembta

Colonia Colonia Colonia  Colonia CAs5
CAs1 CAs2 CAs3

M1 +++ +++ +++ +++
M2 +++ +++ +++ +++
M3 +++ +++ +++ +++
M4 +++ +-- +++ +++
M5 ++- - +++ +++
M6 ++-

M7 - -—- +++ +++

M8

1, (+++) alta adaptacion, (++-) mediana adaptacion, (+--) baja adaptacion, ( ---) no presenta

adaptacion
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En la evaluacion, a los 14 dias como se presenta en la tabla 10, se
observo que la colonia CAsl presento alta adaptacion en los medios M1, M2 ,
M3, M4 y M7, en el medio M5 presento mediana adaptacion y en los medios M6
y M8 no presento adaptacion. La colonia CAs2 presento alta adaptacion en los
medios M1, M2 y M3; en el medio M4, baja adaptacion; no presento adaptacion
a los medios M5, M6, M7 y M8. La colonia CAs3 presento alta adaptacion en los
medios M1, M2, M3, M4, M5, M7; mediana adaptacion para el medio M6 y M8.
La colonia CAs5 presento alta adaptacion en los medios M1, M2, M3, M4, M5,

M7; baja adaptacion al medio M8 y no presento adaptacion al medio M6.

Tabla 10: Crecimiento e las Colonias a los 14 dias de Siembra

Colonia Colonia Colonia Colonia

CAsl CAs2 CAs3 CAs5
M1 +++ +++ +++ +++
M2 +++ +++ +++ +++
M3 +++ +++ +++ +++
M4 +++ +-- +4++ +++
M5 ++- --- +4++ +++
M6 ++-
M7 +++ --- +++ +++
M8 == s +4- +--

1 (+++) alta adaptacion, (++-) mediana adaptacion, (+--) baja adaptacion, ( ---) no presenta
adaptacion

En la evaluacion, a los 21 dias como se presenta en la tabla 11, se
observo que la colonia CAsl presento alta adaptacion en los medios M1, M2 y
M3, M4, M5, M6, M7 y no presento adaptacion al medio M8. La colonia CAs2
presento alta adaptacion en los medios M1, M2 y M3; en el medio M4, baja
adaptacion; no presento adaptacion a los medios M5, M6, M7 y M8. La colonia
CAs3 presento alta adaptacion en los medios M1, M2, M3, M4, M5, M6 y M7 ;
mediana adaptacion para el M8. La colonia CAs5 presento alta adaptacion en los
medios M1, M2, M3, M4, M5, M7; baja adaptacién al medio M8 y no presento

adaptacién al medio M6.
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Tabla 11: Crecimiento e las Colonias a los 21 dias de SiemBra

Colonia Colonia Colonia Colonia

CAsl CAs2 CAs3 CAs5
M1 +++ +++ +++ +++
M2 +++ +++ +++ +++
M3 +++ +++ +++ +++
M4 +++ ++- +++ +++
M5 +++ - +++ +++
M6 +++ - +++ ---
M7 +++ —- +++ +++
M8 -~ = ++- +--

1, (+++) alta adaptacion, (++-) mediana adaptacion, (+--) baja adaptacién, (---) no presenta
adaptacion

La colonia CAs1 entre los 3 dias de incubacion y los 7 dias (4 dias) no
presento variacion en su adaptacion, entre los 7 dias y los 14 dias (7dias) aumento
su resistencia, creciendo del medio M5 al M7, es decir paso de tener alta
adaptacion en 2000 ppm de arsénico a tener alta adaptacion en 2200 ppm; entre
los 14 y 21 dias (7 dias) la colonia crecié en los medios M5, M6 y M7. De esta
manera se demostrd que la colonia CAsl pasé de tener alta adaptacion de un
medio con 2000 a otro con 2200 en 18 dias de incubacion.

La colonia CAs2 entre los 3 dias de incubacion y los 7 dias (4 dias)
presento variacion en su adaptacién, pasando de tener alta adaptacién al medio
M3 a presentar baja adaptacion al medio M4, la diferencia entre estos medios fue
400ppm de arsenito de sodio y 0,0854 g de medio Plate Count; entre los 7 dias y
los 14 dias (7dias) no se presentd aumento en la adaptacién, entre los 14 y 21
dias (7 dias ) la colonia presento un aumento en la adaptacion de baja a mediana
en el medio M4. De esta manera se demostré que la colonia CAs2 paso de tener
alta adaptacién de un medio con 1200 a mediana adaptacién a otro con 1600 en

18 dias de incubacion.

La colonia CAs3 entre los 3 dias de incubacién crecié en los medios

M5 y M7 mientras que a 7 dias de incubacion (4 dias de diferencia ) crecid
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ademds en el medio M6, ya que la concentracién de arsenito de sodio en el medio
M6 es menor a la de M7, este resultado no es determinante; entre los 7 dias y los
14 dias (7dias) aumento su adaptaciéon, pasando de tener alta adaptacion en el
medio M7 a tener mediana adaptacion en el medio M8 ,es decir paso de tener
alta adaptacion en 2200 ppm de arsenito de sodio a tener mediana adaptacion en
6000 ppm; entre los 14 y 21 dias (7 dias de diferencia ) no se presento
diferencias en la adaptacion. La colonia CAs3 paso de tener alta adaptacion a un
medio con 2200 ppm de arsenito de sodio a tener mediana adaptacion a otro

medio con 6000 ppm en 11 dias de incubacion.

La colonia CAs5 entre los 3 y a los 7 dias de incubacion crecié en
los medios M5 y M7 mientras que a 14 dias de incubacion (7 dias de diferencia )
aumento su adaptacion, pasando de tener alta adaptacion en el medio M7 a tener
alta adaptacion en el medio M7 a tener baja adaptacién en el medio M8 ,es decir
paso de tener alta adaptaciéon en 2200 ppm de arsenito de sodio a tener baja
adaptacion en 6000 ppm; entre los 14 y 21 dias (7 dias de diferencia ) no se
presenté diferencias en la adaptacion. La colonia CAs5 paso de tener alta
adaptacion a un medio con 2200 ppm de arsenito de sodio a tener baja adaptacion

a otro medio con 6000 ppm en 11 dias de incubacién.

Durante todos los periodos de incubacion evaluados los
microorganismos presentaron un similar comportamiento, pudiendo establecerse
segun la categoria de adaptacion a través del tiempo y segun la CIM establecida
qgue la colonia mas resistente a altas concentraciones de arsénico bajo los
parametros utilizados fue la colonia CAs3, seguida por la CAs5, luego la colonia

CAsl y finalmente la colonia CAs2.
4.5. IDENTIFICACION DE LAS CEPAS ADAPTADAS A AS(lIl)

Luego de realizar la adaptacion de los microorganismos se aislé la
colonia en consorcio CAs1, usando medio agar sangre, obteniéndose de estas tres
cepas CAsla, Caslb, CAslc

Se identificaron cada una de las cepas aisladas CAsla, Caslb, CAslc,
CAs2, CAs3, CAs5 mediante el uso de medios de cultivo, tinciones y pruebas
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bioquimicas utilizando el sistema de tablas de identificacion. En el anexo 3 se

presentan las composiciones de los medios utilizados.

« Tincién de Gram

Se realiz6 la tincion de Gram como primer medio de identificacién
para todas las cepas aisladas, los resultados de la tincion se muestran en la tabla
12, donde se observa que todas las cepas aisladas eran bacilos, las cepas CAsla,
cepa CAslb, cepa CAslc y cepa CAs3 fueron bacilos Gram positivos y las cepas
CAs2 y cepa CAs5, bacilos Gram negativos.

Tabla 12: Caracterizacion microscopica de cepas puras.

Cepa Forma celular Gram
CAsla Bacilos Positivo
CAs1b Bacilos Positivo
CAslc Bacilos Positivo
CAs2 Bacilos Negativo
CAs3 Bacilos Positivo
CAs5 Bacilos Negativo

Asimismo en la figura 13 se muestra las imagenes de las colonias
aisladas a 100 X, ya que en la tincion Gram se usé los mismos reactivos, las
diferencias entre las coloraciones obtenidas fueron atribuidas a las caracteristicas

especificas en la membrana celular de cada colonia.
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Figura 13: Coloracion de GRAM de las cepas nativas aisladas. (a) Cepa CAsla (b) Cepa CAslb,
(c) Cepa CAslc, (d) Cepa CAs2, (e) Cepa CAs3, (f) Cepa CAs5.

< Tincioén de Wirtz- Conklin

Se realiz6 la tincion de espora a todos los microorganismos bacilos
Gram positivos observandose que la ubicacién de las esporas en las cepas CAsla,
cepa CAslb, cepa CAslc y cepa CAs3 fue subterminal- central presentando

forma esférica u oval. En la figura 14 se muestra una imagen de la tincion.

Las esporas son la forma de resistencia que las bacterias tienen, son
células diferenciadas altamente resistentes al estrés fisico y quimico, con lo que
corroboramos que nuestros microorganismos aislados presentaron resistencia al

ambiente extremo del que fueron aislados.

Figura 14: Coloracién de Wirtz-Conklin
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% Medio Agar Sangre

Se procedié a sembrar las seis colonias en agar sangre Se realizd un
descripciéon morfolégica de cada una de las cepas en base ala forma, bordes,

morfologia macroscépica de las colonias como se muestra en la tabla 13.

La colonia CAsla presenté color blanquecino, forma circular y borde
redondeado y aspecto mucoide, La colonia CAslb presenté color blanquecino,
forma fusiforme, borde redondeado y aspecto rugoso, La colonia CAslc fue de
color crema, forma circular, borde ondulado y aspecto mucoide; la colonia CAs2
fue de color blanco traslucido, forma irregular, borde lobulado y aspecto plano; la
colonia CAs3 fue de color crema, forma redondeada, borde ondulado y aspecto
mucoide; la colonia CAs5 fue de color blanco cremoso, forma irregular, borde

ondulado y aspecto plano.

Tabla 13: Morfologia macroscopica de las cepas puras

Nombre de Morfologia de Colonia?

colonia Color Forma Borde Aspecto

CAsla Blanquecino  Circular Redondeado Mucoide

CAslb Blanquecino  Fusiforme Ondulado Rugoso

CAslc Cremosa Circular Ondulado Mucoide

CAs2 blanca Irregular Lobulado Plana
traslicida

CAs3 Crema Redondeada  Ondulado Mucoide

CAs5 Blanca Irregular Ondulado Plana
cremosa

1Aquiahuatl Ma.. México: Universidad Autdnoma Metropolitana — referencia bibliogf&ica

Adicionalmente se evaluo el tipo de hemdlisis, como se presenta en la
tabla 14.
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Tabla 14: Resultados de la hemalisis

Codificacion de la Cepa Hemolisis
CAsla B-hemolitica *
CAslb B- hemolitica*
CAslc B- hemolitica*
CAs2 B- hemolitica*
CAs3 B- hemolitica*
CAs5 B- hemolitica*
. Hemolisis completa! Segun Madigan MT., Martinko JM., Parker J. Brock

Biology of Microorganisms. 102 ed. Espafia: Pearson Prentice Hall Lippincott; 2004.

Todas las cepas presentar@rhemodlisis, caracterizada por la formacién
de un halo transparente, lo cual indica una hemolisis contpleta.

0

+»» Prueba de la Catalasa

Los resultados mostraron que todas las cepas dieron un resultado
positivo para la enzima catalasa como se observa en la tabla 15

Tabla 15: Resultados de la prueba de la catalasa

Cepa Catalasa
CAsla +
CAslb +
CAslc +
CAs2 i
CAs3 "
CAs5 +

En la figura 15 se observa un resultado positivo, reaccion caracterizada
por la formacion de espunfd)

Figura 15: Prueba de la catalasa con resultado positivo
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< Prueba de la Oxidasa

Los microorganismos a los cuales se sometieron a esta prueba fueron:
cepa CAs2 y cepa CAs5, tuvieron un resultado positivo lo que indica que
presentan la enzima citocromo C oxidasa. La reaccion positiva es mostrada por

la formacion de una coloracion purpf como se observa en la figura 16.

Figura 16: Prueba de la oxidasa positiva
<+ Prueba de la Ureasa

A esta prueba, la cepa CAsla, CAslc, CAs3, CAsS dieron resultados
negativos y la cepa CAslb fue positiva, observada a través del viraje de color de
amarillo a purpur&®, lo que indica que este microorganismo presenta la enzima

ureasa, como se observa en la figura 17.

'

a

Figura 17: Prueba de la ureasa. (a) resultado negativo, (b) resultado positivo.

¢ Prueba TSI (Triple Sugar Iron 6 Triple Azlcar Hierro)

La cepa CAs2 y la cepa CAs5 fueron sometidas a esta prueba y los
resultados muestran que la primera es K/A -- y la segunda K/K—como se
observa en la figura 18. Lo que indica que CAs2 es un microorganismo lactosa -,
glucosa +, CO2 y H2S negativos y CASs5 se trata de un microorganismo lactosa-

, glucosa-, CO2 y H2S negativos.
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Figura 18: Resultados de la prueba del TSI, (a) K/K--, (b) K/&Z.
+ Prueba del O/F (oxidacién-fermentacion)

Se realiz0 esta prueba a las cepas CAs2 y cepa CAs5 obteniendo
resultado fermentativo para la primera y oxidativo(O) para la segunda

Figura 19: llustracién de la prueba O/F. (a) oxidativo, (b) fermentativo.

Cuando el tubo abierto es amarillo y el tubo con aceite es verde se
interpreta como reaccién oxidativa, si la via es la fermentativa hay un viraje
intenso a amarillo que comienza en el fondo de los dos filhao»mo se observa
en la figura 19.

«» Reduccion de nitratos

Se le realizo la prueba a 5 microorganismos, la cepa CAslb y la cepa
CAs3 dieron resultados negativos a diferencia de la cepa CAslc cepa CAsla, cepa
CAs5. Dieron resultados positivos es decir que tienen presencia de nitrato
reductasa y nitrito reductasa, lo cual se muestra con un viraje a un color rojo
intenso por la presencia de nitritos, como se observa en la figura 20.
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Si

Figura 20: Prueba de reduccion de nitratos
« Agar Mcconkey
Se sembré las cepas CAs2 y la CAs5, obteniéndose crecimiento de

colonias incoloras, como se presenta en la figura 21 lo cual indica que se trata de

microorganismos como resultado que no son fermentadores de la Lactosa.

Figura 21: Prueba Mc Conkey. (a) Reaccion lactosa +, (b) reaccién lactosa negativa.

+« Caldo Tioglicolato

Se observo que las bacterias CAsla, CAslb, CAslc, CAs3 eras
estrictamente aerobias ya que crecieron en la parte superior del tubo, mientras que
las CAs2 y CAs5 eras facultativas ya que crecian en la totalidad del tubo, no se
encontrd6 microorganismos anaerobias estrictas las cuales crecen en las

profundidades del medf®, como se observa en la figura 22.
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Figura 22: Resultados crecimiento de microorganismos en caldo tioglicolato. (a) Aerobios
estrictos solo crecen en la superficie, (b) facultativos crecen en todo el medio, (C) anaerobios
estrictos solo crecen en el fondo

< Prueba Litmus Milk

Se realiz6 esta prueba a los bacilos Gram positivos (+), obteniendo
resultados positivos para las cepas CAsla, CAslc, CAs3, y con resultados

negativos cepa CAslb.como se observa en la figura 23

! PruePa de leche litmus

lw

B. subtilis
Reduccidny peptanizacion C039U|3C|On

B. megaterium

Figura 23: Resultados para la prueba de leche Litmus
% Medio gelatina Nutritiva

Se observo resultados positivos en la cepa CAsla, cepa CAslc, cepa
CsAs3 lo que demuestra la hidrdlisis de la molécula proteica por accién de la
gelatinasa. Asimismo las cepas CAslb y CAs5, no presentaron licuefaccion, lo

cual indica una reaccion negativa como se observa en la figura 24.
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Figura 24: Resultados de prueba gelatina. (Arriba) gelatinasa positiva, (abajo)
gelatinasa negativa.

< Prueba de Motilidad

Se observo motilidad positiva en las cepas CAsla, cepa CAslb, cepa
CAslc, cepa CAs3, cepa CAs2 y el unico que presento resultado negativo fue la
cepa CAs5; la motilidad fue observada a través de n microscopio donde se vio
bacterias muy pequefas y casi translicidas moviéndose , en la figura 25 se
presenta la prueba.

l_

Figura 25: Prueba de motilidad por gota invertida

R/

< Prueba de indol

En la cepa CAs2 se observo resultado positivo, evidenciado por una
coloracion roja en la superficie del tubo, y un resultado negativo en las cepas
CAsla, CAslb, CAslc, CAs3, y CAs5, observandose la presencia de un color

amarillento, como se observa en la figura 26.
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Figura 26: Prueba Indol.(a) indol positivo, (b) indol negativo

s Medio Mantol Salado

Las bacterias que crecen en un medio con alta concentracion de sal y
fermentan el manitol, producen acidos, con lo que se maodifica el pH del medio y
vira el indicador de pH del color rojo al amarill” Se obtuvo resultados
positivos para la cepa CAsla, y resultados negativos a las cepas CAslb y CAslc,
como se observa en la figura 27.

Figura 27: Resultados Manitol Salado. (a) Negativo, (b) Positivo
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4.6. RESUMEN DE LA IDENTIFICACION DE LAS CEPAS AISLADAS

+ Cepa CAsla

Se inici6 la identificacién de esta cepa sembrada en agar sangre de
acuerdo a su morfologia macroscoépica color blanquecino, forma circular, bordes
redondeados y de aspecto mucoide de acuerdo a estas caracteristicas se procedio
hacer las tinciones correspondientes ,la tincion de GRAM dio bacilos Gram
positivos, con la tincion Wirtz Conklin se pudo identificar la presencia de esporas
con una ubicacion subterminal-central, por los resultados obtenidos tenemos una
tentativa de estar en presencia del gerRamillus spp. Con las pruebas
bioguimicas podremos afirmar el género y llegar a una posible identificacion de
especie, al realizar las pruebas bioquimicas se obtuvo que en las prueba de
tioglicolato se observé una respiracion aerobia, la prueba de catalasa dio positivo
lo cual demostraria la presencia de la enzima catalasa descartBadolses
Amyloliquefaciens,Bacillus  Firmus,Bacillus  Circulans,Bacillus Coagulans
,Bacillus Brevis, la prueba de la ureasa con resultado negativo y la prueba de
gelatina positivo descartamos a la esp&aeillus Lentusred de nitratos con
resultados positivos descartamos la espBaieillus Megaterium las pruebas
leche litmus y motilidad dieron positivo, la prueba de indol fue negativa dando
como resultado que las posibles espeBasllus.cereus y Bacillus subtilgor la
siembra en manitol salado con resultado positivo logro desBatdius cereus
y se logré identificar la especie Bacillus Subtifi8 ,como se muestra en el
Flujograma N° 1.
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Flujograma N° 1:
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< Cepa CAslb

Se inici6 la identificacién de esta cepa sembrada en agar sangre de
acuerdo a su morfologia macroscépica color blanquecino, forma fusiforme,
bordes ondulados y de aspecto mucoide de acuerdo a estas caracteristicas se
procedid hacer las tinciones correspondientes ,la tincion de GRAM dio bacilos
Gram positivos, con la tincion Wirtz Conklin se pudo identificar la presencia de
esporas con una ubicacion subterminal-central, por los resultados obtenidos
tenemos una tentativa de estar en presencia del genero Bacillus spp. Con las
pruebas bioquimicas podremos afirmar el género y llegar a una posible
identificacién de especie, al realizar las pruebas bioquimicas se obtuvo que en las
prueba de tioglicolato se observé una respiracion aerobia, la prueba de catalasa
dio positivo lo cual demostraria la presencia de la enzima catalasa descartandose
Bacillus Amyloliquefaciens, Bacillus Firmus, Bacillus Circulans, Bacillus
Coagulans , Bacillus Brevis las pruebas de la ureasa y la motilidad con
resultados positivos y las pruebas de gelatina, red de nitratos y leche litmus,
prueba de indol con resultados negativos, descart@aditius Cereus, Bacillus
Subtilis y por la siembra en manitol salado con resultado negativo se logro
identificar la especie Bacillus Lentl%,como se muestra en el Flujograma N° 2.
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Flujograma N°2:
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% Cepa CAslc

Se inicio la identificacién de esta cepa sembrada en agar sangre de
acuerdo a su morfologia macroscopica color cremoso, forma circular, bordes
ondulados y de aspecto mucoide de acuerdo a estas caracteristicas se procedio
hacer las tinciones correspondientes ,la tincion de GRAM dio bacilos Gram
positivos, con la tincion Wirtz Conklin se pudo identificar la presencia de esporas
con una ubicacién subterminal-central, por los resultados obtenidos tenemos una
tentativa de estar en presencia del gerRauillus spp. Con las pruebas
bioguimicas podremos afirmar el género y llegar a una posible identificacion de
especie, al realizar las pruebas bioquimicas se obtuvo que en las prueba de
tioglicolato se observé una respiracion aerobia, la prueba de catalasa dio positivo
lo cual demostraria la presencia de la enzima catalasa descartBaddlses
Amyloliquefaciens ,Bacillus Firmus, Bacillus Circulans ,Bacillus Brevis , Bacillus
Coagulansla prueba de la ureasa con resultado negativo y la prueba de gelatina
positivo descartamos a la espeBicillus Lentusred de nitratos con resultados
positivos descartamos la espeBeillus Megateriumlas pruebas leche litmus y
motilidad dieron positivo, la prueba de indol fue negativa dando como resultado
gue las posibles especiBscillus Cereus y Bacillus Subtiligor la siembra en
manitol salado con resultado negativo logro descBaaillus Subtilisy se logro
identificar la especie Bacillus Ceref8, como se muestra en el Flujograma N°3.
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Flujograma N°3
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s Cepa CAs2

Las colonias obtenidas en agar sangre fueron de color blanco
traslucido, de forma irregular bordes lobulados y con aspecto plano; de acuerdo
tincibn GRAM se obtuvieron bacilos Gram negativos, se utilizé el Flujograma N°
4 para la identificacion de esta cepa. Se inici6 la identificacion con la prueba TSI
la cual dio K/A lo cual indica que fermenta glucosa, ademés la prueba O-F dio
como resultado que se trataba de un microorganismo de metabolismo
fermentativo, pudiendo ser de la familia de las enterobacterias o de las familias
Vibrio, Pleisomona, Aeromona; se realizd la prueba de citocromo oxidasa ,
obteniendo un resultado positivo con lo que se elimind a las familia de
enterobaterias, la prueba de licuefaccion de gelatina negativa descarta a los
géneros Vibrio yAeromonas ademas el crecimiento en caldo tioglicolato
muestra que se trata de un microorganismo aerobio facultativo y la prueba de
motilidad positiva confirman que Cepa 2 corresponde al géPleisomona
spp®®
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Flujograma N°4
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% Cepa CAs3

Se inicio la identificacién de esta cepa sembrada en agar sangre de
acuerdo a su morfologia macroscopica color cremoso, forma circular, bordes
ondulados y de aspecto mucoide de acuerdo a estas caracteristicas se procedio
hacer las tinciones correspondientes ,la tincion de GRAM dio bacilos Gram
positivos, con la tincion Wirtz Conklin se pudo identificar la presencia de esporas
con una ubicacién subterminal-central, por los resultados obtenidos tenemos una
tentativa de estar en presencia del gerRauillus spp. Con las pruebas
bioguimicas podremos afirmar el género y llegar a una posible identificacion de
especie, al realizar las pruebas bioquimicas se obtuvo que en las prueba de
tioglicolato se observé una respiracion aerobia, la prueba de catalasa dio positivo
lo cual demostraria la presencia de la enzima catalasa descartBaddlses
Amyloliquefaciens, Bacillus Firmus, Bacillus Circulans, Bacillus Brevis, Bacillus
Coagulansla prueba de la ureasa con resultado negativo y la prueba de gelatina
positivo descartamos a la espeBicillus Lentusred de nitratos con resultados
negativos descartamos la espeBaxillus Cereus,Bacillus Subtilisas pruebas
leche litmus y motilidad dieron positivo, la prueba de indol por la siembra en
manitol salado con resultados negativos dando como resultado que las posibles
especiesBacillus pumilis,Bacillus Firmus y Bacillus Megateriurg se logré
identificar la especi8acillus Megaterium®, como se muestra en el Flujograma
N° 5.
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Flujograma N°5
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% Cepa CAs5

Las colonias obtenidas en agar sangre fueron de color blanco cremoso,
de forma irregular bordes ondulados con aspecto plano; de acuerdo tincién
GRAM se obtuvieron bacilos Gram negativos, se utilizo el Flujograma N° 6 para
la identificacion de esta cepa. Se inici6 la identificacion con la prueba TSI la cual
dio K/K lo cual indica que no fermenta glucosa ni lactosa y que es un
microorganismo NO FERMENTADOR, los bacilos Gram negativos no
fermentadores representan 7 generos :Pseudomonas, Acinetobacter,
Flabobacterium, Bordetela, Moraxela , Xantomonas, Alcaligebasprueba de
O-F indico que se trataba de un microorganismo de metabolismo oxidativo, los 7
géneros antes mencionados tienen esta caracteristica, se descarté a los géneros
Acinetobactery Moraxela ya que no presentan motilidad, también se descarté a
los géneros Kaligenes, Xantomonag Flavobacterium ya que no presentaron
crecimiento en agar Mc Conkey o presentaron crecimiento pobre. La prueba de la
oxidasa dio positiva, concluyendo que el microorganismo aislado corresponde al

género Pseudomona spp.
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Flujograma N°6
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Bacillus y Pseudomona son 2 grupos de bacterias conocidos por su
resistencia al arsénic&®® 672*) A nivel mundial se han llevado a cabo varios
estudios para el aislamiento de bacterias resistentes a arsénico de estuarios, aguas
subterraneas, agua de mar, aguas residuales, suelos. Hasta ahora todos los
estudios indican que las bacterias con resistencia a arsénico y también las
bacterias transformadoras estan ampliamente distribuidas y son filogenéticamente

diversas.

El Género Pseudomonas comprende bacterias ubicuas dotadas con una
capacidad de adaptacion extraordinaria a florecer en diversos ambientes. La
Pseudomona es representada ampliamente por cepas bacterianas arsénico-
resistentes aisladas de sitios contamina®o%> 5°) Asimismo estudios previos
muestras que muchas bacterias del género Bacillus fueron reportadas con

resistencia al arséni€g@: 2479

Varias especies aisladas de diferentes sitios pueden tener el potencial
para tratar la contaminacion por arsénico. En general, por las caracteristicas de
las cepas, estas son capaces de crecer tanto en condiciones aer@bicas y
anaerobicas, condiciones similares a las de los sitios ambientales, y tiene alta
tolerancia, lo que es fundamental para la tecnologia de biodepuracion y depende
en gran medida de la actividad de las bacterias nativas en los sitios

contaminados.

4.7. OBTENCION DE LA MUESTRA PROVENIENTE A LA PUNTA
DE BOMBON (MP)

La segunda toma de muestra se realizd en el distrito de Punta de
Bombdn, provincia de Islay, departamento de Arequipa, y corresponde a un pozo
de captacion para potabilizaciéon de agua, ubicado geograficamente a una latitud
sur de 17°10'5.52, y longitud oeste de 71°47'35.89"0 a 24 m.s.n.m.; esta

muestra (MP) fue utilizada para la prueba del Sistema.

El agua subterrdnea representa una fraccion importante de la masa de
agua presente, y se aloja en los acuiferos bajo la superficie de la (fieEh.
sistema de captacion utilizado por la empresa prestadora de servicios SEDAPAR
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SA. es el bombeo, su disponibilidad en el propio lugar donde se genera la
demanda hace que el costo de los sistemas de abastecimiento relacionados a la
conduccién sea moderado, informes del andlisis de arsénico hechos anteriormente
en esta zona por el departamento de control de calidad de la empresa prestadora
de servicios SEDAPAR SA, muestran que la fuente de agua utilizada presenta
niveles de arsénico superiores a los niveles sugeridos como limites para el
consumo human@®, fue por eso que se decidi6 tomar muestra y someterla al
tratamiento..

En la figura N° 28 se muestra el pozo que administra SEDAPAR,
empresa de servicio de agua potable y alcantarillado, este pozo provee agua para
el distrito de Punta de Bomban.

1: Punto de muestreo

Figura 28: Punto de muestreo del pozo de Punta de Bombdn
+« Transporte

La muestra estuvo protegida y sellada herméticamente de tal forma
gue no se deteriore y que no se pierda nada de su contenido durante el transporte.
El embalado protegié al recipiente de una posible contaminacién externa ,la
muestra se mantuvo fresca y protegida de la luz, no se afiadié conservantes, la
muestra fue analizada a las 10 horas de haber hecho el muestreo, fue trasportada

en un cooler como se muestra en la figura 29.
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Figura 29: Transporte de muestra del pozo de Punta de Bombdn
+ Almacenamiento

La muestra proveniente de la punta de bombén (MP) para la
caracterizacion fisicoquimica se almacen6 en un refrigerador de -20°C
permitiendo un periodo de almacenamiento largo, como se observa en la figura
30.

Figura 30: Refrigerador para el almacenamiento de muestras
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4.8. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE AGUAS CRUDAS DE
LA MUESTRA DE AGUAS SUBTERRANEAS DE PUNTA DE
BOMBON (MP)

En la tabla 18 se muestra el resultado del analisis de arsénico por
triplicado MP1, MP2, M3 correspondientes a la muestra (MP) antes de entrar al
sistema, , debido a que se le afadié 1ppm de arsenito de sodio a la muestra (MP)
para potenciar la accién del consorcio bacteriano sobre el arsénico, se corrigié los
valores del triplicado , reduciendo 1 ppm a los valores obtenidos , de esta manera
el promedio de arsénico en el agua subterranea fue de 0,070 ppm.

Tabla 18: Concentracion de arsénico inicial corregida de la muestra (MP).

Muestra MP1*  Muestra MP2* Muestra MP3*
Concentracion de 0,08 0,077 0,053
Arsénico Total i, ppm

Promedio ,ppm 0,070

1: correspondiente al tiempo 0 (antes de ser realizado el tratamiento) y - restandole 1
ppm de arsenito de sodio afiadido.

*MP1, MP2 y MP3 corresponden a la muestra MP analizada por triplicado.

Los parametros pH, Conductividad y STD se encontraron inicialmente
dentro de los limites maximos permisibles a diferencia de los cloruros, sulfatos y
dureza total se encontraban sobre el limite maximo permisible para el consumo
humano. Como se observa en la tabla 19.

Las aguas con elevados niveles de sulfato de magnesio o sulfato de
sodio, pueden tener efecto laxante; los sulfatos también pueden darle un sabor
amargo y en condiciones anaerébicas le dan un olor nauseabundo, los sulfatos
también producen una dureza permanente al agua al combinarse con el calcio;
altas concentraciones de cloruros comunican al agua sabor salobre y los cloruros
también comunican dureza al agba La turbiedad es la expresion de la
propiedad Optica que tiene una sustancia liquida de dispersar y absorber sin
cambio de direccion la luz que pasa a través de ella, la turbidez es causada por

material suspendido, arcilla, material organico e inorganico, plancton y
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microorganismo$’® | los resultados obtenidos explican la baja calidad del agua
destinada para consumo humano en el distrito de Punta de Bombén.

Tabla 19: Calidad fisicoquimica del agua de Punta de Bombon antes del
tratamiento.

Antes del LMP*
tratamiento

pH, unidad de pH 7,38 6,5-8,5
Temperatura, °C 11,46 -
Conductividad, uS/cm 1226 1500
STD, mg/L 613 1000
% Sal 0,61 -
OD, mg/L 3.0 -
Turbiedad ,UNT 110 5
Cloruros, mg/L 650,25 250
Sulfatos, mg/L 616,74 250
Dureza total mg/L

CaCQ 695,38 500

*Segun el Anexo N° 1

Los centros poblados mas importantes que usan el agua de la cuenca
del rio tambo para consumo humano son Mollendo y Punta de Bombdén que se
concentran en la provincia de Islay en el departamento de Arequipa. El consumo
per-capita estimado para las poblaciones urbana y rural son de 607 y 425 L/
hab/dia, respectivamenté)

Existen limitaciones para el uso doméstico ya que las aguas del rio
tambo deberian ser consideradas como buena calidad pero la presencia de
sustancias toxicas degradan dicha clasificacion. Los elementos encontrados
nocivos son el cadmio, arsénico y plomo, seguidos en importancia de afectacion
por el cromo y el niquel, los cuales estan presentes en concentraciones nocivas en

la mayoria de los casd%>

Existe una clara tendencia de que a mayores concentraciones de As en

el agua subterrdnea se observan mayores casos de muertes por cancer cuando la
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misma es utilizada como agua de bebida. La concentracidn maxima permisible

recientemente adoptada son de 0,01 mg/l resulta en un nivel altamente exigente.

Con este nuevo limite la gran mayoria de los sistemas acuiferos no
podrian ser aprovechados para el consumo, sin previos tratamientos o adopcion de
nuevos sistemas de remediacion para las aguas arsenicales. Por otro lado, deberia
destacarse que los limites aplicables para el agua de consumo deberian ser
particulares de cada region, relacionados con sus condiciones climatolégicas,

sanitarias y nutricionales, entre otf&3.

49. DISENO DEL SISTEMA MBBR PARA REDUCCION DE
CONCENTRACION DE ARSENICO EN AGUA

Los reactores de lecho mévil disponen de una fuente de aireacion
cubriendo toda la superficie del fondo de los reactores con el fin de garantizar el
aporte de oxigeno necesario para el tratamiento, asi como asegurar una correcta
agitacion del agua y el soporte plastico. Este sistema de aireacion, combinado con
la presencia de soporte plastico, presenta una buena transferencia de oxigeno a fin

de cubrir las necesidades del sistefita.

El sistema MBBR es hoy usado para muchos propoésito: para el
tratamiento de aguas residuales municipales e industriales, para a remocioén de
materia organica, para nitrificacion y denitrificacion. Es particularmente favorable
donde el espacio es limitado o para la ampliacion de antiguas plantas de
tratamiento. La tecnologia ha sido también usada para retirar color en
tratamientos de agua potable y para remocion de fosforo biolégico y agua
residual.’® Dado ellos se decidi6 innovar, probando el comportamiento de este

sistema en la reduccién de arsénico en agua para consumo humano
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1: tanque de almacén de agua.2: Bomba dosificadora.3: reactor MBBR.4: Tanque
presurizadd¢®V

Figura 31: Sistema configurado para la reduccién de la concentracién de arsénico

en agua.

El sistema fue configurado de acuerdo a las especificaciones del
método correspondiente y fue puesto en marcha, en la figura 31 se observa el
sistema configurado, con sus cuatro principales componentes, un tanque de
almacenamiento, el cual tuvo una capacidad de 7 litros; una bomba centrifuga
con las siguientes caracteristicas (Flujo de 150-350 | /h ; Dimensiones 9 x 7,5 X
6,5 cm. ; Potencia: 5 Watios); el tercer componente fue el reactor MBBR, que
contenia una biopelicula de microorganismos resistentes a altas concentraciones
de arsénico adherida a de soportes de polietieno de alta densidad
(PEHD)previamente tratados. el cuarto componente fue el tanque presurizado, el

cual constituyo la fuente de aire comprimido

La Dbiopelicula estuvo conformada por el consorcio de
microorganismo®acillus Subtilis, Bacillus Lentus, Bacillus Cereus, Pleisomona

spp, Bacillus megaterium, y Pseudomona spp.

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




~»#=2¢ . UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE - 8\ CATOLICA

TESIS UCSM <7 DE SANTA MARIA

Se incorpor6 mangueras de plastico esterilizadas, para conectar los
subsistemas, un dosificador en la salida para la realizacion de la toma de muestras

y un filtro para la entrada de aire.
4.10. EVALUACION DEL SISTEMA

Se midi6é la concentracién de arsénico (ppm) de la muestra inicial
(tiempo 0) y a las 5, 10, 24 horas de tiempo de retencion, se realizo el muestreo
por triplicado. Los resultados obtenidos de las pruebas de espectroscopia atomica
ICP se muestran en la Tabla 20, donde se observa que al aumentar el tiempo de

retencion las concentraciones de arsénico presentes en el agua disminuian.

Tabla 20: Concentracion de arsénico en agua a diferentes tiempos de

retencion

Concentracion de Tiempo , horas

Arsénico Total 0 5 10 24
Muestra 1, ppm 1,080 0,984 0,956 0,933
Muestra 2, ppm 1,077 0,975 0,957 0,960
Muestra 3,ppm 1,053 0,983 0,961 0,800

Promedio 1,070 0,981 0,958 0,898

. El tiempo 0 corresponde a la concentracion real del arsénico en agua subterranea

con 1mg/L de arsenito de sodio afiadido.

La prueba de ANOVA de un factor, fue utilizada para ver si la
diferencia en la reduccién de arsénico a las 0, 5,10, 24 horas de tratamiento era
significativa

Como se presenta en la tabla 29 (anexo 6) de la prueba de ANOVA,
el estadistico F fue 8,075 con una significancia de 0,008, dado que P < 0,05; se
rechazoé la Ho, la cual indica las medias de concentracién de arsénico para cada
tiempo de retencidon son iguales; y se acept6 la H1, indicando que al menos dos

medias obtenidas para cada tiempo de retencion son distintas.

La distribucion de los resultados para el 0, 5, 10,24 horas de retencion
de arsénico se presenta graficamente mediante un diagrama de caja — bigote (BOX

and Whisker 6 Box Plot) como se observa en la gréafica 7 (anexo 5).
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En la tabla 30(anexo 6) se observa la comparacion multiple para la
prueba de ANOVA, la cual determina que las medias para los tiempos de

retencion 0y 24 horas, presentaron diferencia significativa (Sig. = 0,006).

Se determind que si existe diferencia significativa entre los datos
obtenidos por lo que se procedio a realizar la prueba de HDS Tukey, para agrupar
las muestras segun su diferencia, como se muestra en la tabla 31, (anexo 6) en
donde se aprecia los dos subconjuntos el primero (concentracion de arsénico a las
0, 5y 10 horas de retencién), y segundo (concentracion de arsénico alas 5, 10 y

24 horas de retencion).

Tabla 21: Arsénico reducido del agua por tiempos de retencién

Tiempo de retencion, Concentracion de Porcentaje de
horas Arsénico reducido, reduccién, %
ppm
0 0 0
0,089 8,32
10 0,112 10,47
24 0,172 16,08

En 24 horas de tratamiento con el sistema MBBR implementado se
redujo 0,172 ppm de arsénico, a las 10 horas 0,112 ppm, a las 5 horas , 0,089 ; el
porcentaje de reduccion a las 24 horas fue 16,08%, a las 10 horas 10,4%, y a las 5

horas 8,32%; como se muestra en la Tabla 21.

Con el promedio de concentracion de arsénico de cada tiempo de
retencion, se generd una curva de reduccion, la cual es mostrada en la figura 32,
en la que se observa la reduccion de la concentracion de arsénico a medida que

se prolonga el tiempo de tratamiento.
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Figura 32: Curva de reduccion de Arsénico en agua

Segun la caracterizacion fisicoquimica inicial del agua subterranea
del pozo de agua del distrito de la Punta de Bombon, la concentracion de arsénico
fue de 0,07 ppm, los valores de arsénico fueron corregidos de acuerdo al
porcentaje de reduccién obteniéndose una concentracion de arsénico después de 5
horas de tratamiento de 0,0642; tras 10 horas 0,06; y tras 24 horas de
tratamiento 0,0587 ppm, como se aprecia en la tabla 22.

Tabla 22: Concentraciones de Arsénico corregidas para agua subterranea de
Punta de Bomboén

Tiempo de retencion, Concentracion de Arsénico

horas en agua, ppm
0 0,0700
5 0,0642
10 0,0626
24 0,0587
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El tiempo requerido para reducir la concentracion de arsénico podria
ser muy prolongado, ya que los resultados muestran que a 24 horas se obtuvo un
porcentaje de reduccion de 16,08%, diferentes estudios demuestran una
disminucion considerable por métodos biolégicos a los 6 dias de tratarffiénto.

Sin embargo, el tiempo de funcionamiento puede verse afectado por las
condiciones tales como pH de la solucion, temperatura, fuerza ibnica, la
formacion de biopelicula, velocidad de agitacion, €&.Dado que se trata de

agua subterranea usada para consumo humano, un proceso de potabilizacién en
una planta de tratamiento no puede ser extenso, las referéffiamlican un
méximo de 3 horas en el proceso. Por lo tanto el sistema MBBR no seria
recomendable para el tratamiento de agua potable, sin embargo presentaria alto
potencial para el tratamiento de otro tipo de efluentes.

Existen alrededor de 14 tecnologias para remover arsénico del agua
con eficiencias que van desde 70 hasta 9%%Las técnicas empleadas son a
través de la: Oxido Reduccién, Separacion solido liquido (Adsorcion,
Ablandamiento con cal, Coagulacion Adsorcion filtracion, Intercambio i6nico),
Separacion fisica (Electrodialisis inversa, Osmosis inversa y nano filtracion) y
Procesos bioldgicos (Fitorremediacion y Biofiltracion). Sin embardo para efecto

de comparacion nos centraremos en los métodos por proceso biolégicos.

El sistema biol6gico mas estudiado es el de la filtracion bioldgica.
Un filtro biolégico de arena es un recipiente que presenta una a capa
biologicamente activa, la cual demora de una a dos semanas en desarrollarse
completamente, esta capa bioactiva ayuda a filtrar, adsorber, destruir o inactivar
patégenos. Usualmente, se coloca una placa porosa encima de la arena para no
perturbar la capa bioactiva al agregar el agua. En el sistema el arsénico se adsorbe

sobre las particulas de 6xido férrico afiadidas y luego se fitira.

La actividad bacteriana puede jugar un papel catalizador importante
en varios de los procesos de remocion de As, pero se conoce poco sobre la
viabilidad del uso de procesos biolégicos para eliminar el As en agua. Estudios a
escala piloto muestran que condiciones Optimas de pH, temperatura y oxigeno
permiten la filtracion biologica y eliminacion simultanea de As (lll) y hierro. El
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parametro critico es la concentracion inicial de hierro. A mayor concentracion de
este, la eficiencia de la remocion del As llega a ser >90%, y a menor

concentracion, la eficiencia es de aproximadamente 48%.

El porcentaje de reducciéon obtenido en el presente estudio (usando el
sistema MBBR) difiere mucho con un sistema de biofiltro, haciendo al sistema
probado muy poco viable a un nivel comercial, la presente investigacion
pretendié innovar y su principal importancia se centra en el conocimiento
aportado sobre el comportamiento del sistema MBBR tratar agua subterraneas con

alta concentracion de arsénico.

Implementar el uso de biofiltros suplementados con microorganismo
gue presentan mecanismos para la resistencia a arsénico y alta afinidad a este,
como los aislados en el presente estudio, podria ser investigado, asi como la
implementacion de microorganismos que ocasione una mayor disponibilidad del

hierro.

El tratamiento discutido es la primera de numerosos pasos para las
aplicaciones de remocién de arsénico de aguas subterraneas. Recientemente, un
método para eliminacion de arsénico, libre de productos quimicos fue utilizado en
una aldea de Bengala Occidenf& para eliminar Arsénico partir del agua
subterranea contaminada usada para beber. Dicho tratamiento se basa en el
principio de los procesos de oxidacion por bacterias e infiltracién para eliminar
arsénico, asi como Fe y Mn, de las aguas subterraneas con elevado valores de
reduccién-oxidacién® Combinando el uso de los microorganismos aislados en
el presente trabajo, con el experimento de campo mencionado, la remocién de As
de las aguas subterraneas por bacterias podria ser una alternativa potencial para
tratamientos futuros.

El presente trabajo esta en una etapa muy temprana en el proceso de
desarrollo de un tratamiento para la aplicacidon practica como la eliminacion de las
aguas subterraneas. La Biodepuracion de areas contaminadas proporciona un
aspecto potencial de desarrollo futuro debido a su compatibilidad y rentabilidad.

Este estudio llevo a cabo el examen de una tecnologia alternativa para
la eliminacion de a partir de las aguas subterraneas. Hemos logrado aislar bacteria

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE ’ .. UNIVERSIDAD

CATOLICA
TESIS UCSM — DE SANTA MARIA

de un acuifero contaminado arsénico, las capaaillus Subtilis, Bacillus Lentus,
Bacillus Cereus, Pleisomona spp, y Pseudomona spp, las tuatea altamente
resistentes a las concentraciones de arsénico estudiadas. Esta informacion es
crucial, ya que la tecnologia de biorremediacion efectiva depende
significativamente de la actividad de los microorganismos nativos en los sitios
contaminados. Por lo tanto, estos microorganismos son una alternativa potencial
para la biordepuracion de arsénico contaminado las aguas subterraneas en la
region de la Punta de Bombdén.

4.11. DETERMINACION DE LA CINETICA DE CULTIVOS
RESISTENTES

Se realizd las curvas de crecimiento para la colonia en consorcio
CAsl1, y las colonias CAs2, CAs3 y CAsb, el procedimiento fue realizado, antes
de realizar la identificacion bacteriana, los resultados obtenidos se muestran en la
figura 33.

Se observo la cinética de crecimiento bacteriana, en la cual las curvas
muestran: una fase lag, fase de crecimiento exponencial y una fase estacionaria,
el tiempo de duracion de cada una de estas fases para las 4 colonias estudiadas se
muestran en la tabla 23.
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Figura 33: Curvas de Crecimiento bacteriano
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Se observé que las colonias que presentaron mayor concentracion de
microorganismos bajo las condiciones ensayadas fueron las colonias CAs5 y
CAs2, una concentracion moderada de la colonia CAs3 y poca concentracion de
microorganismos en la colonia CAsl a diferencia de las anteriores.

Tabla 23: Fases de crecimiento bacteriano.

Tiempo, h
CAsl CAs2 CAs3 CAs5
Fase lag 0-8 0-8 0-6 0-2
Fase exponencial 8-16 8-16 6-12 2-6
Fase estacionaria 16-24 16-24 12.-24 6-24

En relacién a las resistencias evaluadas en placa se pudo observar que
la colonia CAs2 era la que presentdé menor resistencia o adaptacion al medio, sin
embargo su cinética de crecimiento mostré6 que después de 8 horas de fase de
latencia (lag) la concentracion de microorganismos fue incrementando
rapidamente, posiblemente debido al uso de caldo nutritivo y la concentracion
usada en la presente prueba (200ppm de arsenito de sodio) fue mucho menor a la
CIM.

La colonia CAs2 y el consorcio CAsl requieren mayor tiempo para
iniciar su fase exponencial (6-12h), mientras que las colonias CAs3 y CAs5(2-6h)
entran en fase exponencial rapidamente , asimismo estas colonias son las que
presentaron mayor resistencia o adaptacion al arsenito de sodio, mostrando asi

su afinidad por el arsénico.
4.12. OBTENCION DE LA BIOMASA

Algunos estudios han demostrado que en ecosistemas acuaticos la
concentracion de biomasas inmovilizada es superior a la encontrada en un sistema
donde la biomasa se encuentra |i#8.Esto posiblemente se deba a que en los
sistemas de agua, la biomasa puede ser arrastrada impidiendo que se mantenga o

aumente su concentracion. Asi mismo varios estudios han demostrado que el
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metabolismo de las células inmovilizadas es mucho mayor en comparacion al

presentado por células libré¥.8

El incremento en la actividad metabdlica, puede deberse a diferentes
factores”, gracias al incremento de la biomasa en el soporte, asi como la
concentracion de nutrientes alrededor del soporte, permitirAn que se presente este
incremento. De igual forma debido a que tanto el soporte como la misma
biopelicula que algunos de estos microorganismos forman, atrapan gran parte de
los nutrientes y sustancias presentes en el medio, estos estaran mas disponibles

para las células inmovilizadas, que si estuvieran lii@s.

La inmovilizacion de la biopelicula se llevé a cabo a través de
soportes de PEHD, para lograr obtener una biopelicula estable y considerando
gue el crecimiento inicial de la pelicula podra necesitar varias semanas para
alcanzar su desarrollo sobre el sopdffé se estableci6 como tiempo de
formacion de biopelicula 4 semanas, en la figura 34 se aprecia los soportes a las

4 semanas de inoculacion del consorcio bacteriano

Figura 34: Soportes PEDH con formacion de biopeliculas

Para la formacién de la biopelicula se utilizé un semillero el cual fue
instalado y operado de acuerdo a las especificaciones de método, el semillero tubo
una capacidad de 2 litros aproximadamente, presento agitacion constante
ocasionada por entrada de aire comprimido al sistema, el sistema estuvo sellado
para evitar la contaminacién externa y solo presento una salida, la cual se
conectaba a un recipiente con agua estéril, la funcién fue evacuar la generacion de
posibles gases. En la figura 35 el semillero usado para la generacion de la

biopelicula.
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Entre el 1 y 3 % del peso seco de la célula bacteriana corresponde a
fosforo (P), el cual es aproximadamente un quinto del contenido de nitrdgeno (N)
gue requiere la célula. El fosforo es necesario en la célula bacteriana para la
sintesis de acidos nucleicos, ATP y generacion de membranas celulares, mientras
gue, el N es utilizado para la sintesis de proteinas y acidos nucleicos, por lo tanto,
son elementos esenciales en la formacion de nuevas ¢8lyaliopeliculas, se
utilizé caldo nutritivo para generar el crecimiento de la biopelicula, en el cual el
extracto de carne y la peptona constituyeron la fuente de carbono, nitrégeno y
fosforo.

Figura 35: Semillero para la produccion de biopelicula

4.13. CARACTERIZACION FISICOQUIMICA DE LAS AGUAS
BIODEPURDAS EN ARSENICO A LA SALIDA DEL SISTEMA
MBBR.

La calidad fisicoquimica del agua fue evaluada antes del tratamiento y
a las 24 horas de este, obteniéndose los datos de la calidad del agua tras 24 horas
de tratamiento en la Tabla 24, donde se muestra los resultados de pH,
temperatura,conductividad, STD, porcentaje de salinidad, cloruros, dureza total
turbiedad y sulfatos.

Se realizé la prueba de hipotesis, a través de la comparacion de
medias para evaluar si las diferencias de los resultados obtenidos antes y después
del tratamiento eran significativas, las medias y las desviaciones estandar se
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muestran en la tabla 32, se determiné que no hubo diferencia significativa para la
conductividad, solidos totales disueltos, salinidad y cloruros; a diferencia de los

parametros pH, temperatura, oxigeno disuelto, dureza total ,turbiedad y sulfatos
en los cuales se obtuvo una diferencia significativa con una significancia menor a

0,05; como se observa en la tabla 33.

La reduccion de pH fue de 0,4, siendo una reduccion estadisticamente
significativa la reduccién de pH indica la reduccién de concentracion de iones de
hidrégeno [H+], lo cual su pudo deber a que cuando el material organico se
descompone se libera dioxido de carbono. El didxido de carbono se combina con
agua para formar &cido carbonico. Aunque se trata de un acido débil, grandes

cantidades de la misma disminuye el M

La temperatura se redujo 1,23 °C la variacién de temperatura del
agua se debio a factores ambientales, ya que el reactor utilizado no presento
aislamiento térmico. La temperatura en agua para consumo humano es un
parametro para el cual no se ha establecido un limite maximo permisible como
se aprecia en la tabla 25 (anexol)

La conductividad (CND) es una medida de la capacidad que tiene una
muestra de agua de transmitir la corriente eléctrica. Este parametro depende de la
concentracion total de sustancias ionicas disueltas en el agua y la temperatura a la
cual se hace la medida. Afectan esta medida la naturaleza de los distintos iones
disueltos, sus valencias y sus concentraciones reales o rel§#asmedida de
sélidos totales disueltos (TDS) es un indice de la cantidad de sustancias disueltas
en el agua, y proporciona una indicacion general de la calidad quimica. Los
principales aniones inorganicos disueltos en el agua son carbonatos, bicarbonatos,
cloruros, sulfatos, fosfatos y nitratos. Los principales cationes son calcio,
magnesio, sodio, potasio, amonio, &®.;de lo anterior se infiere que el agua de
punta de bombon no presento una reduccion significativa de iones disueltos tras
el tratamiento. Los parametros CND y STD se encontraron inicialmente y tras el
tratamiento por debajo del LMP 1500 puS/cm y 1000 mg/L respectivamente, como

se presenta en la tabla 24.
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La salinidad es una medida de la cantidad de sales disueltas en agua.
La salinidad y la conductividad estan relacionadas porque la cantidad de iones
disueltos aumentan los valores de amBasEl porcentaje de salinidad tras el
tratamiento no presentd cambios significativos. Lo cual indica que no se
presentd cambio en las sales disueltas en el agua. La normativa peruana no

establece un LMP para este parametro.

El oxigeno disuelto presento una reduccion 0,2 ppm, dato
estadisticamente significativo, lo cual podria indicar el requerimiento de
oxigeno de los microorganismd3acillus Subtilis, Bacillus Lentus, Bacillus
Cereus, Pleisomona spp Bacillus megaterium, y Pseudomona spp, los cuales
conformaron la biopelicula.,los microorganismos sefialados son aerobios, y
presentan una demanda biol6gica de oxigeno(DBO) pero adicionalmente se debe

considerar la demanda, quimica de oxigeno.

Tabla 24: Comparacién de la calidad fisicoquimica del agua de Punta de
Bombdn antes y después del tratamiento.

Antes del Con 24 horas de LMP*
tratamiento tratamiento
pH, unidad de pH 7,38 6,98 6,5-8,5
Temperatura, °C 11,46 10,23 -
Conductividad, pS/cm 1226 997 1500
STD, mg/L 613 498 1000
% Sal 0,61 0,40 -
OD, mg/L 3,0 2,8 -
Turbiedad ,UNT ** 110 115 5
Cloruros, mg/L** 650,25 633,6 250
Sulfatos, mg/L** 616,74 648,8 250
Dureza total mg/L ** 695,38 634,1 500

*Segun el Anexo N° 1

**Determinacion segin el método descrito en el apartado 3.4.2.

La turbidez aumento 5 UNT, debido probablemente al

desprendimiento paulatino de la biopelicula o de biomasa muerta del sistema,
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previamente inmovilizada, cabe resaltar que el valor inicial fue de 110 NTU
sobrepasando ampliamente los limites maximos permisibles para el consumo

humano, antes y después del tratamiento.

Los cloruros presentaron una reduccion de 16,65 ppm,. La reduccion
la concentracion inicial de cloruros en agua fue 650,25 ppm y la final 633,6 ppm,
siendo que en Peru el LMP es 250 ppm en ambos casos la concentracién de
cloruros fue muy alta. Las concentraciones de cloruro excesivas aumentan la
velocidad de corrosion de los metales en los sistemas de distribucién, aunque
variara en funcion de la alcalinidad del agua, lo que puede hacer que aumente la
concentracion de metales en el agua. No se propone ningun valor de referencia
basado en efectos sobre la salud para el cloruro en el agua de consumo. No
obstante, las concentraciones de cloruro que excedan de unos 250 ppm pueden
conferir al agua un sabor perceptilsté.

La concentracion inicial de sulfatos en el agua fue de 616,74 ppm y la
concentracion después del tratamiento 648,8 ppm, el tratamiento ocasiono un
aumento de 32,06 ppm. Las concentraciones inicial y final estuvieron sobre el
LMP 250 ppm, El umbral del sabor para el sulfato de sodio y sulfato de calcio en
agua es: 250 mg/l y 100 mg/l respectivamente, valores ampliamente superados,
por lo que se tiene un sabor amargo o medicinal .El sulfato es uno de los aniones
menos toxicos; sin embargo, en grandes concentraciones, se han observado,
deshidratacion e irritaciobn gastrointestinal .Las personas que no estan
acostumbradas a beber agua con niveles elevados de sulfato pueden experimentar
diarrea y deshidratacion. Los nifios son a menudo mas sensibles al sulfato que los
adultos. Como precaucién, aguas con un nivel de sulfatos superior a 400 mg/l no
deben ser usadas en la preparacion de alimentos para nifios. Nifios mayores y

adultos se acostumbran a los niveles altos de sulfato después de urfts dias.

La dureza total se redujo 61,28 ppm, de 695,38ppm a 634,1 ppm,
posiblemente debido a interacciones de los iones calcio y magnesio con la
biopelicula y la absorcion de estos dentro de la célula. La dureza total del agua
tras y después del tratamiento se encontraron sobre el LMP para consumo
humano 500 ppm como se aprecia en la tabla 25 (anexo 1) La dureza de agua, es
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la cantidad total de sales de calcio y magnesio en una muestra de agua. El valor
del umbral gustativo del i6n calcio se encuentra entre 100 y 300 mg/l,
dependiendo del anién asociado, mientras que el del magnesio es probablemente
menor que el del calcio. Las aguas duras, al calentarlas, forman precipitados de
carbonato célcico. Por otra parte, las aguas blandas, con una dureza menor que
100 mg/l, pueden tener una capacidad de amortiguacion del pH baja y ser, por

tanto, mas corrosivas para las tubeffas.

La reduccion del arsénico en agua fue evaluado en el apartado 4.7,
encontrandose tanto antes y después del tratamiento sobe el LMP 0,01 ppm El
Arsénico se considera una sustancia a la que debe darse una prioridad alta en el
analisis sistematico de fuentes de agua potable para consumo humano. Es una de
las pocas sustancias que se ha demostrado que producen cancer en el ser humano
por consumo de agua potable. Cuando la ingestion es mayor que la excrecion, se
bioacumula y potencia su efecto negativo; los efectos de la exposicion aguda al
arsénico son alteraciones gastrointestinales, cardiovasculares, nerviosas, renales y

hepaticas*?

Los efectos de la exposicion cronica medio del agua de bebida, causa
lesiones muy caracteristicas. Se presentan hipocromias e hipercromias (en forma
de gota de agua) principalmente en las partes no expuestas del cuerpo,
hiperqueratosis palmoplantar, asi como lesiones ulceradas compatibles con un
diagndstico de carcinoma epidermoide. Ademas de cancer de piel, estomago,
higado, rifiones, vejiga y prostata, cirrosis, hemoangioendotelioma, problemas de
reabsorcion renal, inhibicion de la sintesis de la porfirina, afectaciéon a los
glébulos blancos, abortos espontaneos, neuropatia periférica, paralisis, pérdida de
la audicion, inhibicién de algunas enzimas, inhibicién de la fosforilacién oxidativa
y de la reparacién del ADN, dafios al intestit?®? La intoxicacion por
Arsénico se manifiesta de forma caracteristica a lo largo de un periodo de 5 a 20
afos. La OMS propone un valor guia provisional de 0,01 mg/l. Este valor coincide
con lo establecido en el D. S. 031-2010-SA Reglamento de la Calidad del Agua

para Consumo Humané?

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE iy  UNIVERSIDAD

CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

Los pardmetros de pH, conductividad, solidos totales disueltos se
encontraron dentro de los LMP para consumo humano. y tras el tratamiento
continuaron en la misma condicién. La turbiedad, cloruros, sulfatos y dureza total,
se encontraron inicialmente sobre su respectivo LMP vy tras el tratamiento se
mantuvieron ampliamente sobre estos. Como se observa en la tabla 24, asimismo
en el anexo 1 se encuentran los pardmetros de evaluacidén de calidad de agua y
sus Limites maximos permisibles (LMP) segun el DS 031-2010-SA. Por tanto a
medida de comparacion entre los resultados obtenidos y la normativa actual
referente a la calidad de agua de consumo humano podemos concluir que tras el
tratamiento con el sistema MBBR, no se obtuvieron resultados importantes
respecto a la calidad de agua.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES

PRIMERA.- Se biodepuré en forma parcial arsénico en aguas contaminadas del
distrito de Punta de Bombén de 0,070 ppm de arsénico total a 0,0587 ppm, usando
un biorreactor de lecho movil MBBR con carga bacteriana extremofila aislada del

geiser Coalaque.

SEGUNDA.- Se aisl6 e identificdas cepasBacillus Subtilis, Bacillus Lentus,
Bacillus Cereus, Pleisomona spp Bacillus megaterium, y Pseudomona spp,
procedentes del geiser ubicado en el distrito de Coaldgepartamento de

Moquegua.

TERCERA.- Se determiné la resistendia vitro de las 6 cepas obtenidas del
geiser ubicado en el distrito de CoalagDepartamento ddoquegua; las cepas
Bacillus Subtilis, Bacillus Lentus, Bacillus Cereusabajadas en consorcio
presentaron una concentracion inhibitoria minima de 2000 ppm de arsenito de
sodio; Pleisomona spp ,1600 ppie Arsenito de sodio; Bacillus megaterium, y
Pseudomona spp., 6000ppm de arsenito de sodio.

CUARTA.- Se disefi6 un reactor de biopelicula de lecho mévil (MBBR), usando

el consorcio de seis microorganismos resistentes a arsenico, provenientes de aguas
del geiser ubicado en el distrito de Coalagqiepartamento dMoquegua.; se

evalué el sistema (MBBR) el cual biodepuré parcialmente la concentracion de
arsénico de las aguas subterraneas del distrito de Punta de Bombdn; con un
porcentaje de reduccion de arsénico de 16,08 % a las 24 horas de tratamiento , a
las 10 horas 10,47%, y a las 5 horas 8,32%.
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CAPITULO VI

RECOMENDACIONES

Es necesario la bioestimulacién para la generacibn de concentraciones
suficientes de bacterias para la biodepuracion Por ejemplo, las fuentes de
carbono o ingredientes complejos como extracto de levadura pueden ser

necesarios.

Hay muchas alternativas de soportes organicos disponibles, los cuales
podrian ser también materia de investigacion. Utilizar los microorganismos

aislados con otros tipos de sistemas.

Realizar un secuenciacion molecular de las cepas nativas con el objetivo de
identificar los genes responsables de la resistencia a arsénico.

Probar las cepas descritas en este trabajo en aguas residuales como por

ejemplo efluentes mineros.

Los microorganismos estudiados en el presente trabajo pueden ser
considerados como una alternativa para futuras investigaciones, que aborden
el tema de los mecanismos por los cuales estos realizan la depuracién de

arsénico en agua.
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ANEXOS

ANEXO N°1. LIMITES MAXIMOS PERMISIBLES DE AGUA PARA
CONSUMO HUMANO
Segun el DS N° 031-2010-SA. Reglamento de la Calidad del Agua
para Consumo Humano, emitido por el Ministerio de salud en el afio 2011

Tabla 25: Limites maximos permisibles de parametros de calidad
Organoléptica

Farametros Unidad de medida Limite maximo permisible

1. Olor == Aceptable
2. ZIabor s Aceptabls
3. Color UCY escala Pt/Cao 15

4. Turbiedad UNT 5

5 pH Valor de pH &5 a BS
6. Conductividad [259C) prhafom 1 500

7. Sdlidos totales disueltos gLt 1000

8 Clowros myg 1= L 250

¥ Sulfatos g S0y = L 250

10. Dureza total mg CaCOy LY 500

11. Amoniaco rog M LY 1.5

12, Hiemo mg Fe Lt 0.3

13. Manganeso g M L! 0.4

14, Aluminio g Al L-1 0.2

15. Cobre g Cu Lt 20

16, Iinc mg In ! 3.0

17. Sodio mig Mo L7 200

UCY = Unidad de color verdadero
UNT = Unidod nefelometrica de turbiedod
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Tabla 26: Limites maximos permisibles de parametros quimicos Inorganicos
y organicos

Parametros Inorgdnicos Unidad de medida Limite mdximo permisible

1. Antimonic mg Sb L7 0,020

2. Arsenico (nota 1) mg As L1 0,010

3. Baric mg Ba L! 0,700

4, Boro mg B L1 1,500

5. Cadmio mg Cd L7’ 0,003

4. Cianuro mg CN- L 0,070

7. Cloro (nota 2) mg LT 5

8. Clorite mg LT 0.7

9. Clarato mg L7 07

10. Cromo total mg Cr L 0,050

11. Flucr mg F L 1,000

12. Mercurio mg Hg L 0,001

13. Niguel mg Ni L? 0,020

14. Mitratos mg NO; L1 50,00

15, Nitfritos mg MOz LT 3.00 Exposicién corta

0.20 Exposicion larga

16. Flomo mg Fb L1 0,010

17. S=lenio mg 5= L7 0,010

18. Molibdeno mg Mo L1 0,07

1%. Uranic mg U L1 0,015

Nota 1: En caso de los sistemas existentes se establecera en los Planes de Adecuacion Sanitaria el

plazo para lograr el limite maximo permisible para el arsénico de 0,010 mgL-1

Nota 2: Para una desinfeccion eficaz en las redes de distribucién la concentracion residual libre de

cloro no debe ser menor de 0,5 mgL-1.
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ANEXO N°2. GALERIA DE FOTOS DE LAS PRUEBAS DE
ADAPTABILIDAD

Tabla 27: Galeria de fotos de la de la prueba de resistencia en placa a los 3
dias de siembra.

CAsl CAs2 CAs3 CAs5
M1 | +++ +++ +++ +++
M2 | +++ +++ +++ +++
M3 | +++ +++ +++ +++
M4 | +++ - +++ +++
M5 | ++- - +++ +++
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ANEXO N°3.COMPOSICION DE LOS MEDIOS UTILIZADOS

a. Agar soya tripticasa

Peptona de caseina 159
Peptona de harina de soya 509
Cloruro de sodio 50¢g
Agar 15 g
Agua 1000 ml

b. Caldo Nutritivo

Extracto de carne 30
Pluripeptona 5¢
Agua 1000 mi

c. Base para Agar Sangre

Infusion de musculo de corazén 3759
Cloruro de sodio 59
Peptona 109
Agar 159
Agua 1000 ml

d. Agar plate count

Triptosa 5049
Dextrosa 10g
Extracto de levadura 2.59
Agar 12 g
Agua 1000 ml

e. Agar manitol salado

Peptona 1049
Extracto de carne 19

Cloruro de sodio 7549
D(-) manitol 10g
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Rojo de fenol 0,025¢
Agar-Agar 159
Agua destilada csp 1000.0 ml

f. Prueba de la catalasa

Peroxido de hidrogeno al 30%

g. Agar Mac Conkey

Peptona de caseina 79
Lactosa 1049
Peptona de tejido animal 39
Sales biliares 159
Cloruro de sodio 59
Rojo neutro 0,03 g
Cristal violeta 0,001g
Agar-Agar 125¢g
Agua destilada csp 1000 ml

h. Agar triple azucar hierro (TSI)

Extracto de carne 39
Extracto de levadura 39
Peptona 15¢g
Proteosa peptona 509
Lactosa 10 g
Dextrosa 10 g
Sucrosa 10 g
Cloruro de sodio 59
Sulfato ferroso 0,2¢
Tiosulfato de sodio 0,39
Agar 12 g
Rojo fenol 0,024 g
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i. Ureasa

Peptona 19
Cloruro de sodio 59
Glucosa 19
Fosfato monopotasico 29
Urea 2049
Rojo fenol 0,012 g
Agar 159
Agua 1000 ml

j.  Medio gelatina nutritiva

Extracto de carne de res 30
Gelatina 1209
Peptona de gelatina 59
Agua 1000 ml

k. Caldo tioglicolato

Tripteina 179
Peptona de soya 39
Glucosa 69
Cloruro de sodio 29
Tioglicolato de sodio. 0,59
L-cistina 0,25g
Sulfito de sodio. 0,19
Agar. 0,79
Agua 1000 mi

|. Caldo Nitrato

Peptona 59
Extracto de carne 39
Nitrato potasico 19
Agua destilada 1000 ml
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m. Medio Hugh Leifson.

Tripteina. 249
Cloruro de sodio 549
Fosfato dipotésico 0,30 g
Azul de bromotimol 0,03 g
Agar 25009
Agua 1000 mi

n. Medio Leche Litmus

Leche en polvo descremada 100 g
Tornasol 0,075 g
Agua destilada 1000ml

0. Reactivo de Kovacs ( Prueba Oxidasa)

Para-dimetil-amino-Benzaldehido. 1lg
Alcohol amilico 6 butilico 80 ml
Acido clorhidrico quimicamente puro 20 ml
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ANEXO N°4. CERTIFICACION

[ realizé la
Este anexo presenta el certificado del laboratorio LAS que

determinacién de Arsénico Total del Geiser Coalaque.

Laboratorios Analiticos de] Sur

Parque Industrial Rio Seco C-1 Cerro Colorado
Arequipa Perq / Apartado 2102

Telf: (054) 443294 Fax: (054) 444582 www.laboratoriosanaliticosdelsur.com

INFORME DE ENSAYO LAS-12-05837

Pag: 11

Hoja de datos

Sefiores: Begonia Rodriguez |
Direccion: Renato Morales 115 Yanahuara Arequipa 1
Atencion: Rosmary Rebaza Pefafiel

Proyecto: -

Producto(s) Declarado(s): Agua Subterranea o Subsuelo
Nro de muestras: 1

Muestreo a cargode(l):  Begonia Rodriguez

Registro de muestreo: H.C.CN°123-12

Fecha de recepcion: 14/09/2012

Fecha de ensayo: 14/09/2012

Fecha de emisién: 27/09/2012

Condiciones de recepcion de la muestra: Temperatura Ambiente
Observaciones :

Metodo de ensayo aplicado
813 ASTM D 2972-03 Método de ensayo estandar para Arsénico en agua por Generacion de Hidruros

Punto de muestreo ylo 802

Cod Int. # Nombre de muestra Lugar de muestreo Coordenadas UTM ;m mm ay
Este / Norte gL

GeiserlColoaquefSanche :

A B

G12000360 | GEISER COALAQUE Cerro/Moguegua Geiser 12/09/12 | 11:30 a,m. 242
\j\_‘\lq_-___ =

Punta de Bombodn
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UNIVERSIDAD CATOLICA DE SANTA MARIA
FACULTAD DE CIENCIAS FARMACGEUTICAS, BIOQUIMICAS Y BIOTECNOLOGICAS

LABORATORIO DE ENSAYO Y CONTROL DE CALIDAD

Urb. San José S/N Umacollo CAMPUS UNIVERSITARIO H-204/205 & +51 54 251210 ANEXO 1166
2 laboratoricensayoucsm@gmail.com (@ httpu/www.ucsm.edu.ps gD Aptdo. 1350
AREQUIPA - PERU

INFORME DE ENSAYO
N° DE INFORME: ANA06L13.001034B

Nombre del Cliente : BEGONIA LUCIA RODRIGUEZ RIVERA
Direccién del Cliente : RENATO MORALES 115 UMACOLLO
RUC : NO DECLARA

Condicién del Muestreado : POR EL CLIENTE

Descripcién : AGUA SUPERFICIAL

Tamaiio de muestra 1150 mL

Fecha de Recepcion : 06/12/2013

Fecha de Inicio del Ensayo : 06/12/2013

Fecha de Emisidn de Informe  : 12/12/2013

Pagina :1det

l. ANALISIS FISICO - QUIMICO:

ANALISIS
DETERMINACION DE ARSENICO (mg/L)
Determination of Metals and Trace Elements in Water and Wastes by Inductively Coupled RESULTADO
Plasma - Atomic Emission Spectrometry EFA METHOD 200.7 *
001034 a (M1-1) 0,080
001034 b (M1-2) 0,077
001034 ¢ (M2-1) . 0,984
001034 d (M2-2) = % 0,975
001034 e (M2-3) 0,983
001034 f (M3-1) 0,956
001034 g (M3-2) 0,957
001034 h (M3-3) 0,961
001034 i (M4-1) 0,933
001034 j (M4-2) 0,960
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Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan tnicamente a las muestras ensayadas. Este documento no
debe ser reproducido, sin autorizacién escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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Nombre del Cliente
Direccion del Cliente

: BEGONIA LUCIA RODRIGUEZ RIVERA
: RENATO MORALES 115 UMACOLLO

RUC : NO DECLARA
Condicion del Muestreado : POR EL CLIENTE
Descripcion : AGUA SUPERFICIAL
Tamaiio de muestra : 150 mL
Fecha de Recepcion : 06/12/2013
Fecha de Inicio del Ensayo 1 06/12/2013
Fecha de Emisién de Informe  : 12/12/2013
Pagina :1de1
. ANALISIS FISICO — QUIMICO:
ANALISIS RESULTADO

DETERMINACION DE METALES TOTALES (mg/L)
Determination of Metals and Trace Elements in Water and Wastes by
Inductively Coupled Plasma - Atomic Emission Spectrometry EPA METHOD

Muestra m1-3

Muestra m4-3

200.7 *
Aluminio (Al) 0,004 0,022
Antimonio (Sb) 0,009 0,009
Arsénico (As) 0,053 0,800
Bario (Ba) 0,047 0,045
Berilio (Be) No detectable No detectable
Bismuto (Bi) . No detectable No detectable
Boro (B) G 5,861 5,777
Cadmio (Cd) No detectable 0,001
Calcio (Ca) 139,3 137.2
Cobalto (Co) 0,004 0,004
Cobre (Cu) 0,004 0,043
Cromo (Cr) No detectable 0,001
Estano (Sn) 0,004 0,006
Estroncio (Sr) 0,877 0,853
Fosforo (P) 0,118 1,474
Hierro (Fe) 0,022 0,006
Litio (Li) 0,786 0,796
Magnesio (Mg) 18,46 24 88
Manganeso (Mn) 0,587 0,475
Molibdeno (Mo) 0,015 0,014
Niguel (Ni) 0,001 0,001
Plata (Ag) No detectable No detectable
Plomo (Pb) 0,005 0,005
Potasio (K) 21,04 28,056
Selenio (Se) 0,014 0,016
Silicio (Si) 22,56 21,99
Sodio (Na) 326,7 351,8
Talio (Tl) No detectable No detectable
Titanio (Ti) No detectable 0,001
Vanadio (V) 0,011 0,011
Zinc (Zn) ) No detectable No detectable
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Los resultados emitidos en el presente informe se relacionan Unicafierite'a las muestras ensayadas. Este documento no

debe ser reproducido, sin autorizacién escrita del Laboratorio de Ensayo y Control de Calidad
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ANEXO N° 5. ANALISIS ESTADISTICO

El analisis estadistico de los resultados se llevd a cabo mediante el uso del

programa IBM SPSS Stadistics version 19 para los datos obtenidos en la

reduccion de agua subterranea adicionada de 1 ppm de arsenito de sodio.

Se realizo la prueba de ANOVA, para determinar si existe diferencia significativa

entre los resultados obtenidos para cada tiempo te retencion en el sistema MBBR.

Al determinar el valor de P<0,05, concluimos que existe diferencia significativa

entre los tiempos probados, como se observa en las tablas.

Tabla 28: Descriptivos para cada tiempo de retencion en el sistema MBBR

Intervalo de confianza para la
Desviacion media al 95%
N Media tipica Error tipico Limite inferior | Limite superior
,00 3 1,070000 ,0147986 ,0085440 1,033238 1,106762
5,00 3 ,980667 ,0049329 ,0028480 ,968413 ,992921
10,00 3 ,958000 ,0026458 ,0015275 ,951428 ,964572
24,00 3 ,897667 ,0856524 ,0494514 ,684894 1,110439
Total 12 , 976583 ,0745428 ,0215187 ,929221 1,023946

Tabla 29: Prueba de ANOVA para la concentracion de arsénico en agua a

diferentes tiempos de retencién

Concentracion Arsénico

Suma de Media
cuadrados gl cuadratica F Sig.
Inter-grupos ,046 ,015 8,075 ,008
Intra-grupos ,015 8 ,002
Total ,061 11

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

Tabla 30: Comparacién Mdltiple entre tiempos de retencion en el sistema

Intervalo de confianza al 95%
Diferencia de Limite

() Horas (J) Horas | medias (I-J) | Error tipico Sig. Limite inferior superior
,00 5,00 ,0893333 ,0355590 ,132 -,024539 ,203206
10,00 ,1120000 ,0355590 ,054 -,001873 ,225873
24,00 ,1723333" ,0355590 ,006 ,058461 ,286206
5,00 ,00 -,0893333 ,0355590 ,132 -,203206 ,024539
10,00 ,0226667 ,0355590 917 -,091206 ,136539
24,00 ,0830000 ,0355590 ,169 -,030873 , 196873
10,00 ,00 -,1120000 ,0355590 ,054 -,225873 ,001873
5,00 -,0226667 ,0355590 917 -,136539 ,091206
24,00 ,0603333 ,0355590 ,385 -,053539 , 174206
24,00 ,00 -,1723333" ,0355590 ,006 -,286206 -,058461
5,00 -,0830000 ,0355590 ,169 -,196873 ,030873
10,00 -,0603333 ,0355590 ,385 -,174206 ,053539

*, La diferencia de medias es significativa al nivel 0.05.

Tabla 31: HDS Tukey

Subconjunto para alfa = 0.05
Horas N 1 2
24,00 3 ,897667
10,00 3 ,958000 ,958000
5,00 3 ,980667 ,980667
,00 3 1,070000
Sig. ,169 ,054

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

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos
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Figura 36: Grafica de caja bigotes

Tabla 32: Estadistico niumero de muestras, media, desviacion estandar y
error tipico para los parametros evaluados respecto a la calidad del agua.

Estadisticos para una muestra

Error tip. de la
N Media Desviacion tip. media
pH 2 7,1800 ,28284 ,20000
Temperatura 2 10,8450 ,86974 ,61500
Conductividad 2| 1111,5000 161,92745 114,50000
Solidos Totales Disueltos 2 555,5000 81,31728 57,50000
Porcentaje de salinidad 2 ,5050 , 14849 , 10500
Oxigeno disuelto 2 2,9000 ,14142 ,10000
Turbiedad 2 112,5000 3,53553 2,50000
Cloruros 2 591,9250 82,48401 58,32500
Sulfatos 2 632,7700 22,66984 16,03000
Dureza Total 2 664,7400 43,33150 30,64000
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Tabla 33: Prueba de test de hipétesis para los parametros monitoreados de
calidad de agua antes y después de 24 horas de tratamiento

Valor de prueba =0
95% Intervalo de confianza
Sig. Diferencia de para la diferencia
t gl (bilateral) medias Inferior Superior

pH 35,900 1 ,018 7,18000 4,6388 9,7212
Temperatura 17,634 1 ,036 10,84500 3,0307 18,6593
Conductividad 9,707 1 ,065| 1111,50000( -343,3604 2566,3604
Solidos Totales Disueltos 9,661 1 ,066 555,50000| -175,1068 1286,1068
Porcentaje de salinidad 4,810 1 131 ,50500 -,8292 1,8392
Oxigeno disuelto 29,000 1 ,022 2,90000 1,6294 4,1706
Turbiedad 45,000 1 ,014 112,50000 80,7345 144,2655
Cloruros 10,149 1 ,063 591,92500| -149,1644 1333,0144
Sulfatos 39,474 1 ,016 632,77000 429,0895 836,4505
Dureza Total 21,695 1 ,029 664,74000 275,4219 1054,0581

Publicacién autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




