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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo evaluar el efecto de las
temperaturas de 25°C y 30°C en cultivo batch usando Pseudomonas putida, para la
bioacumulacion de cadmio en agua contaminada del rio del valle de Chuquicara, producto

de la mineria ilegal.

La muestra de agua contaminada se obtuvo en el kildbmetro 74 y 76 del rio Santa,
seguidamente fue enviada al laboratorio de Lasaci de la Universidad Nacional de Trujillo
para analizar la concentracién de cadmio por equipo de espectroscopia de absorcion
atébmica. Dando como resultado una concentracion de 3.8 ppm de cadmio en el agua del
rio Santa. Esta concentracion inicial fue tratada para comprobar la bioacumulacion de P.

putida, cada tratamiento con temperatura 25°C y 30°C en un caldo de nutritivo.

La investigacion se realizd en la Universidad Nacional del Santa en el laboratorio de
Investigacion de Biotecnologia. En primera instancia, se realizo el aislamiento de la
muestra de agua del rio Santa de P. putida en medio agar nutritivo y caldo nutritivo
suplementado con sales de cadmio como medio selectivo. Posteriormente, se evalué las
capacidades de resistencia y su actividad bioacumulativa, demostrando asi que P. putida
tiene una tolerancia al cadmio de hasta 140 ppm, y en un ensayo de bioacumulacion vs
absorcion, se demostro que la bacteria tiene la capacidad de bioacumular cadmio en etapa

de crecimiento y no como células muertas.

Los ensayos tanto para temperaturas de 30°C y 25°C tuvieron una duracién de 10 dias
bajo las mismas condiciones de agitacion a 150 rpm y 7 pH, determinandose una mayor
capacidad de bioacumulacion a temperatura de 30°C con una bioacumulacién de cadmio
de hasta un 89.18%, por otro lado, el tratamiento a 25°C tuvo una bioacumulacion de
cadmio de hasta 75.99%. Finalmente se concluye, la capacidad de bioacumular cadmio

en P. putida a una temperatura optima a 30°C.

Palabras claves: Bioacumulacion, Metalotioneinas, P. putida, cadmio



ABSTRACT

The objective of this research work was to evaluate the effect of temperatures of 25°C
and 30°C in batch culture using Pseudomonas putida, for the bioaccumulation of
cadmium in contaminated river water in the Chuquicara valley, a product of illegal

mining.

The contaminated water sample was obtained at kilometers 74 and 76 of the Santa River,
then it was sent to the Lasaci laboratory of the National University of Trujillo to analyze
the cadmium concentration by atomic absorption spectroscopy equipment, resulting in a
concentration of 3.8 ppm of cadmium in the water of the Santa River. This initial
concentration was treated to check the bioaccumulation of P. putida,

each treatment with temperature 25°C and 30°C in a nutrient broth.

The research was carried out at the National University of Santa in the Biotechnology
Research laboratory. In the first instance, the isolation of the Santa River water sample of
P. putida was carried out in nutrient agar medium and nutrient broth supplemented with
cadmium salts as a selective medium. Subsequently, the resistance capabilities and its
bioaccumulative activity were evaluated, thus demonstrating that P. putida has a
tolerance to cadmium of up to 140 ppm, and in a bioaccumulation vs absorption test, it
was demonstrated that the bacteria has the capacity to bioaccumulate cadmium in growth
stage and not as dead cells.

The tests for both temperatures of 30°C and 25°C lasted 10 days under the same stirring
conditions at 150 rpm and 7 pH, determining a greater bioaccumulation capacity at a
temperature of 30°C with a cadmium bioaccumulation of up to 89.18%, on the other hand,
the treatment at 25°C had a cadmium bioaccumulation of up to 75.99%. Finally, the
capacity of cadmium to bioaccumulate in P. putida at an optimal temperature of 30°C is

concluded.

Keywords: Bioaccumulation, Metallothioneins, P. putida, cadmium.



l. INTRODUCCION
1.1. Descripcion y formulacion del problema

El sector minero en el Per( representa un pilar en la economia y ha sido fuente
de ingresos fiscales. El pais ocupa el primer lugar en Latinoamérica en
produccion de zinc, plomo, estafio, plata y oro siendo segundo lugar solo en
produccidn de cobre. A nivel mundial ocupa el primer lugar en plata, tercero en

zinc, cobre y estafio, cuarto en plomo y quinto en oro.

La mineria es una actividad extractiva que impacta no solo en la economia del
pais sino también en el medio ambiente. Y con ello ha traido consecuencia
desfavorable para el medio ambiente y para el ser humano. La mineria ilegal ha
depredado la flora, destruido fuentes de agua y envenenado suelos y aire a causa
de metales pesados que son utilizados sin control, lo que ha provocado un fuerte

impacto en el medio ambiente y en la salud para la poblacion.

En las dltimas décadas han aumentado las concentraciones de metales no
esenciales (Pb, Cd y Hg) en aguas y sedimentos rapidamente como consecuencia
de actividades industriales. Los metales pesados son considerados los
contaminantes mas toxicos en el ambiente por presentar efectos nocivos de toda
la cadena tréfica, en especial el cadmio, el cromo y mercurio son relevantes
debido su persistencia y toxicidad (Beltran, M. & Gémez, A., 2016). El cadmio
y el plomo son los metales pesados que perjudican la salud humana, cuya
produccién mundial fue 3,840,000 toneladas y 19,400 toneladas en el 2008.

En la actualidad existe diversas técnicas fisicoquimico utilizadas para el
tratamiento de estas sustancias, las cuales han mostrado algunas deficiencias y
efectos secundarios a largo plazo. Por esta razon la implementacion de otro tipo
de tecnologia que involucren seres vivos con capacidades metabolicas especiales
ha emergido generando resultados prometedores en procesos de

biotransformacion.

Uno de los microorganismos usado en el area de la biorremediacion es P. putida
debido a su capacidad catabdlica, requerimientos nutricionales no muy exigentes
y facil adaptacién a condicion adversas.



Golovlera et al. (1990) sefialaron que las Pseudomonas son las bacterias mas
eficientes en la degradacion de compuestos toxicos. P. putida se aislan con
mucha méas frecuencia en suelos templados, agua, particularmente lugares

contaminados con quimicos organicos y con otro tipo de agente xenobidtico.

Ante lo expuesto, se plantea la siguiente interrogante: “;Cual sera el efecto de la
temperatura en un cultivo batch de Pseudomona putida para la bioacumulacion
de cadmio?”, el cual se dara respuesta al final de los tratamientos planteado en

el siguiente capitulo de este proyecto de investigacion.

1.2.0bjetivos
1.2.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de la temperatura de 25°C y 30°C de Pseudomonas
putida en un cultivo batch para la bioacumulacion de cadmio proveniente

de los efluentes mineros vertidos en la cuenca del valle de Chuquicara

1.2.2. Objetivos Especificos
» Determinar la capacidad de resistencia al cadmio en Pseudomonas putida.
« Evaluar la capacidad de bioacumulacién de cadmio de Pseudomonas
putida con células vivas y muertas.
« Evaluar la cinética de crecimiento de Pseudomonas putida vs la
bioacumulacion de cadmio.
« Determinar la concentracién proteica celular de Pseudomonas putida en
los ensayos.
« Evaluar la cinética de bioacumulacion de Cd vs diferentes temperaturas de
Pseudomonas putida
« Determinar el efecto de la temperatura de Pseudomonas putida en la
bioacumulacion de Cd.



1.3. Formulacion de la hipétesis

Ante las variaciones de las temperaturas (25°C y 30°C), se obtendra una mayor
bioacumulacion de cadmio en el tratamiento con temperatura de 30°C de

Pseudomonas putida en un cultivo batch.

1.4. Justificacion e Importancia

Los problemas ambientales que generan las mineras; son contaminacion con
toxicos, en el agua (subterranea, rios, lagos, acuiferos, glaciares), el aire y el
suelo, alteraciones y destruccion de la flora y fauna del lugar, asi como a las
personas que estan expuestas a las emisiones de toxinas y a metales pesados que
alteran la salud y desarrollan graves enfermedades como intoxicaciones con
metales, problemas respiratorios, cancer entre otros. Tal es el caso del Valle de
Chuquicara de la provincia del Santa departamento de Ancash situado en el Perd,
a 3904 m.s.n.m. Chuquicara a lo largo de estos Gltimos afios ha sido casa de
ciertas mineras ilegales de cobre y oro, mineros artesanales, trayendo como
problematica la contaminacion del rio, y a su vez generando grandes
consecuencias en la cuenca del rio santa. Segun la Autoridad Nacional del Agua
(ANA), el méximo permisible de concentracion de cadmio en rios es de 0.05
ppm. En un analisis realizado en el afio 2017, se determin6 que al pueblo de
Chuquicara llega el agua de rio con una concentracion de 3.8 ppm. Bajo estos
datos resulta el por qué es importante realizar este proyecto de investigacion,
pues estas altas concentraciones de cadmio y otros metales puede perjudicar
gravemente la salud de la poblacién de Chuquicara y todo aquel que use las
aguas subterraneas que fueron perjudicadas con estos efluentes tdxicos. Con el
objetivo de promover una solucién ante la contaminacion del rio para el pueblo
y a su vez dar a conocer el campo de la biotecnologia, se realizé la investigacion
con el titulo: “Efecto de la temperatura en la bioacumulacion de cadmio,
mediante un cultivo bacth, utilizando Pseudomonas putida aislada de efluentes

mineros vertidos en la cuenca del valle de chuquicara.”.

El proyecto de investigacion mencionado se enfoca en utilizacion de
Pseudomonas putida para el tratamiento de los efluentes liquidos mineros
vertido en el rio del pueblo de Chuquicara por las mineras, para mejorar la
calidad de vida de la poblacion de Chuquicara y reducir significativamente los

problemas de contaminacion, logrando esto con un meétodo econdémico y

3



amigable con el medio ambiente, para ser considerado como una estrategia en la
reduccion de la contaminacién del agua y como parte del desarrollo de
tecnologias limpias para la proteccion del medio ambiente. Los datos obtenidos
en el estudio permitiran establecer parametros para ser tomados como

referencias en futuras investigaciones en la utilizacion de efluentes mineros.

1. MARCO TEORICO
2.1. Antecedentes

El impacto ambiental que ejerce la mineria en nuestro pais deteriora poco a poco
nuestro entorno socio ambiental que sufre grandes dafios en sus aguas, suelos y
el ambiente que respiramos produciéndonos graves enfermedades con graves
consecuencias. Este problema catalogado como mal social no es un problema
reciente ni tampoco de las Gltimas décadas ya que viene de muchisimo tiempo

atras pero no con el nivel contaminante de hoy en dia.

Segun Nies D. & Silver S. (1999), “la contaminaciéon ambiental con metales
pesados constituye un creciente problema mundial. Estos elementos quimicos
representan una amenaza bioldgica, pues no son biodegradables” (p.12). Capd
(2007) menciona que, “el cadmio es un metal pesado considerado como uno de
los elementos mas toxicos, junto con el mercurio y el plomo. Se encuentra

ampliamente distribuido en la naturaleza asociado a distintos minerales” (p.5).

Segun la opinién de Astete y Pérez (2014), “debido a su toxicidad, el cadmio se
encuentra sujeto a una de las legislaciones mas severas en términos ambientales

y de salud humana” (p.11).
Marreno J, et al. (2009) menciona que:

En la actualidad, el tratamiento de los residuos que contienen metales se
realiza fundamental por métodos fisicoquimicos, que son complicados, de
elevados costos, con una baja eficiencia y presentan desventajas no solo
economicas, si no también, ambientales, al permitir la liberacion de
grandes volimenes de desechos liquidos y sélidos que aun presentan
elevados contenidos de metales pesados. Existen evidencias de procesos

de saneamiento econdmicamente viables basados en la utilizacién de



microorganismos. Sin embargo, muchos aspectos de la interaccion
microrganismo - metal son atn desconocidos y su aplicacion requiere de
un conocimiento profundo de las vias genéticas que codifican la resistencia
y la biotransformacion desarrollada por los organismos que integran la

comunidad microbiana autoctona de esos ecosistemas (p.67).
Por otro lado, Martin (2008) menciona que:

La biotecnologia ha separado dos grandes areas dentro del mismo objetivo:
bioacumulacion y biosorcion. La primera es considerada como un proceso
activo de eliminacion de metales pesados mediante mecanismos
metabolicos involucrando biomasa viva, mientras que la biosorcion es
entendido como un proceso pasivo con mecanismos netamente

fisicoquimicos, por medio de biomasa muerta (p.2).

Silver y Phung mencionan (2005), “las bacterias han desarrollado diversos
mecanismos de resistencia para tolerar los efectos nocivos de los metales

toxicos” (p.203).
Sobre el mecanismo de bioacumulacién Loyley (2000), menciona que:

Cuando los metales se unen a la superficie celular pueden bioacumularse.
La bioacumulacién es un mecanismo celular que involucra un sistema de
transporte de membrana que internaliza al metal pesado presente en el
entorno celular con un gasto de energia. Este consumo energético se genera
a través del sistema H+ ATPasa, Una vez incorporado el metal pesado al
citoplasma, este es secuestrado por proteinas ricas en grupos sulfhidrilos
Ilamadas metalotioneinas (MT) o también puede ser compartimentado

dentro de una vacuola, como ocurre en hongos (p.175).

Sobre las metalotioneinas, Rajendran et al. mencionan (2003), “las
metalotioneinas (MT’s) fueron descubiertas hace 45 afios y juegan un rol central
en el metabolismo de metales pesados y en el manejo de varias formas de estres
microbiano. Las MT’s son proteinas de bajo peso molecular (6-7 KDa) ricas en
cisteina. Estas proteinas han sido aisladas en especies bacterianas como

Escherichia coli y Pseudomonas putida”. (p.113).



Mientas, Wu G, et al (2010) mencionan que, “las metalotioneinas juegan un rol
fundamental en la interaccion de microorganismo — metal, cuando el metal se

une a ellas se facilita su absorcion y transformacion” (p.174).

Segiin Ramteke (2000), “algunas bacterias del género Pseudomonas sp. han
mostrado ser eficientes en la bioacumulacién de metales pesados en efluentes
industriales contaminados” (p.2). Este proceso ha ganado importancia en los
ultimos afios debido a su buen rendimiento, bajo costo, especificidad, minima

generacion de lodos y facil reutilizacion.

Menciona Fleming (1998), “Pseudomonas es un bacilo gran negativo aerobico
que existe en el suelo, pero también en el agua salada. Este género consume todo
tipo de sustratos organicos como los azucares y aminoéacidos, alcoholes,

hidrocarburos, 4cidos himicos e inclusive algunos plaguicidas sintéticos” (p.1).
Lujan (2014) menciona que:

Pseudomonas putida posee un potencial de degradacion de compuestos
aromaticos y xenobidticos. Esta cepa es portadora del plasmido TOL.:
pWWO, que codifica una ruta de degradacion de tolueno xilenos que es
una de la mejor caracterizadas en el &mbito de la degradacion en cuanto a

los aspectos bioquimicos y genéticos. (p.104).
Segun Iturbe Rosario (2010) define:

A medida que aumenta la temperatura, las reacciones quimicas y
enzimaticas aumentan en la célula. Para cada organismo existe una
temperatura minima, por debajo de la cual no hay crecimiento, una
temperatura optima en la que el crecimiento es mas rapido y una maxima,
arriba de la cual ya no hay crecimiento. El intervalo para el crecimiento
optimo de la mayoria de las bacterias esta entre 20°C y 35°C. El efecto que
tiene la temperatura es fundamental en los microorganismos y sus
procesos, teniendo una temperatura optima en donde se da un mejor

proceso.



Entre algunas investigaciones que sirvieron como base y referencia para la

elaboracion de este proyecto fueron:

La tesis titulada: REMOCION DE PLOMO Y CADMIO PRESENTE EN EL
AFLUENTE DEL RIO PATIVILCA, BARRANCA-LIMA POR CELULAS
INMOVILIZADAS DE Pseudomonas putida ATCC 49128, elaborada por Bach
Takahashi, K (2018), menciona que:

El tratamiento consistio en preparar perlas conteniendo 2,0 g de biomasa
de Pseudomonas putida ATCC 49128 adaptadas y mezcladas con 60 ml
de alginato de calcio, sometidas a 0, 6, 12, 18 y 24 horas en aguas del rio
Pativilca. Finalmente se obtuvo una remocién de 71,21+1,0369 % en
plomo y de 96,88+0,5103 % en cadmio. Por lo tanto, las células de
Pseudomonas putida ATCC 49128 inmovilizadas y adaptadas logran

biorremediar las aguas contaminadas con iones metalicos (p.1).

La tesis titulada: Capacidad degradadora de sustrato en Pseudomonas
aeruginosa frente a metales pesados presentes en muestras de sedimentos del rio

Chibunga, elaborada por Paredes, K. et al. (2021), menciona que:

La bacteria Pseudomonas aeruginosa mostré una tolerancia hacia todos
los metales pesados en concentraciones de 2mM. Sin embargo, a mayores
concentraciones (5 y 10 mM), la bacteria Gnicamente tolerd la presencia
de metales como el Al, Zn y Cu. La bioaumentacion con la bacteria
Pseudomonas aeruginosa en las cuatro muestras probadas, redujo la
concentracion de todos los metales pesados que fueron medidos, siendo el
Al, Tiy Zn los que disminuyeron hasta un 60% la concentracion inicial

presente en los suelos muestreados (p.497).

Un estudio realizado determiné la acumulacion de Cd por Pseudomonas putida
se vio considerablemente influenciada por el valor de pH y de la temperatura del
medio, el tiempo de contacto, los niveles de biomasa y la concentracién de Cd.
Por lo tanto, el 93% de Cd se absorbid en un medio que contenia 10 mg de Cd.
Harikrishna y Narasimhulu, (2012) afirma que, “Otro estudio utiliz0 en su medio
un pH déptimo y una temperatura de 30°C, en el cual eliminé 80mg/L* de Cd
después de 8 dias, que fue mas la eliminacion de Cd por P. putida”. Por otro

lado, Shamin & Rehman, (2012) en cambio, en otros estudios realizaron medios
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definidos a una temperatura de 30°C a un pH 7.3 el periodo de acumulacion se
realiz6 en 8 semanas acumulando pequefias concentraciones de Cd” (Higham,
Sadler & Scawen, 1985). Otro medio que se realiz6 es el MSM que se agregaron
1 a5 mg de cadmio, en el cual las bacterias si llegaron a crecer en un periodo de
6 a 10 horas, estando a una temperatura de 25°C (Miller & Pette, 2009).

2.2. Marco Conceptual

» Mineriaen el Pera

El en Perl se emplea una antigua tradicion minera, tradicion que mantiene y
cultiva gracias a la presencia de empresas lideres a nivel internacional. El territorio
peruano existe un enorme potencial geoldgico, la presencia de la Cordillera de los
Andes que es muy extenso, constituye nuestra principal fuente de recursos
minerales.

A nivel mundial y latinoamericano el Peru se ubica entre los primeros productores
de diversos metales, (oro, plata, cobre, plomo, zinc, hierro, estafio, molibdeno,
teluro, entre otros), lo cual es reflejo no sélo de la abundancia de recursos y la
capacidad de produccion de la actividad minera peruana, sino de la estabilidad de
las politicas econdmicas en nuestro pais.

Los metales pesados tdxicos como cromo Cr, Hg y Cd en el ambiente generan
serios problemas en la calidad del agua y en la salud humana. Estos iones generan
interferencias en las funciones metabdlicas y en procesos bioquimicos y
fisiologicos como la respiracion y en la degeneracion en la mayoria de los
organelos celulares, incluso puede producir muerte celular. Recientemente altas
concentraciones de metales pesados tales como cadmio, cromo y mercurio en
suelos han sido reportadas en varios paises y se han asociado con defectos de
nacimiento, cancer, lesiones de piel, retraso que conlleva a discapacidad, dafo en

higado o rifion y otras enfermedades (Rajendran et al., 2003)

» Calidad de Agua
La calidad del agua se describe como las caracteristicas quimicas, fisicas y
bioldgicas del agua dependiendo del uso que se le va a dar. Para determinarla, se
miden y analizan estos elementos, por ejemplo: temperatura, contenido mineral
disuelto en ella y la cantidad de bacterias que contiene. (Fuente: Aquae

Fundacién)



El concepto de calidad del agua se relaciona con el uso del agua para consumo
humano, haciéndose referencia que el agua es de calidad cuando puede ser usada
sin causar dafio al consumidor. Sin embargo, dependiendo de otros usos que se
puedan requieran para el agua, también se puede definir la calidad del agua en
funcion de dichos usos.

El agua de las aguas superficiales simplemente es la conformacion del ecosistema
acuatico donde se desarrollan diversas comunidades vivas que dependen de las
caracteristicas fisicoquimicas de sus aguas Yy la alteracion de estas puede verse
notablemente. La alteracion de estos elementos conlleva a una contaminacion
donde se produce malos olores, cambio de temperatura, transparencia del agua,
pH, demanda de oxigeno bioldgico, aumento de los nutrientes como el fosforo y
nitrégeno la variacién de estos elementos repercute en la biota (Lopez, Pujante,
Ribarrocha & Tapia, 1995)

Metales pesados

Un metal pesado se define como un elemento que tiene propiedades metalicas
como ductibilidad, conductividad, densidad, estabilidad como catién y
especificidad a ligando (Garbisu et al, 2003). Bajo la denominacion de metales
pesados se incluye a un conjunto de 65 elementos de la tabla periddica con un
numero atdmico mayor a 20 y con una alta densidad relativa, mayor o igual a 5

g/cm3 en su forma elemental.

Los metales como Cd, Pb y Hg pueden ejercer su toxicidad al interactuar
metabolicamente con elementos nutricionalmente esenciales como el calcio y el
hierro, interfiriendo con funciones fisiologicas vitales. ElI plomo y el mercurio
pueden causar estrés oxidativo debido a la generacion de especies reactivas de
oxigeno como el H202, la presencia de especies reactivas de oxigeno en el
organismo puede provocar dafios importantes en los &cidos nucleicos, los lipidos
y las proteinas, provocando la muerte celular o una respuesta carcinogénica
(Giovanella et al., 2020).



» Cadmio

El cadmio es un metal pesado representado con el simbolo Cd, con un peso
atémico de 112, un numero atémico de 48, la densidad de 8,624 g/cm3, presenta
coloracion blanca ligeramente azulado. Los principales minerales donde se
encuentra en mayor proporcion estan en la greenokita (CdS), otavita (CdCO3) y
Monteponita (CdO). ElI metal se encuentra mucho mas asociada en los
yacimientos de zinc en la mineral esfalerita. Es comin que forme parte de casi
todos los componentes del zinc, y puede alcanzar a contener un 0,1 a 0,3 % de
cadmio, incluso es encontrado en minerales de plomo y cobre en concentraciones
mucho mas bajas (Agency For Toxic Substances And Disease Registry [ATSDR],
2012; Londofio et al., 2016; Ramirez, 2002).

El cadmio es un elemento que se encuentra en forma natural en la corteza terrestre,
regularmente formando parte de las menas de zinc, plomo y cobre, este metal
puede viajar largas distancias a través de la atmosfera para luego depositarse sobre
suelo y agua (Diaz, 2014. Pag. 14,18). Se aplica en diversas actividades dentro de
la industria como la galvanoplastia, galvanizacidn, pigmentos para crear tintes,
pinturas, ceramica de color amarillo brillante, en bateria de niquel, como
estabilizador en plastico, fotoceldas, componentes electrénicos, radiadores para
automoviles y elementos de calefactores (Peréz & Azcona, 2012, pag. 200).

Al cadmio se le reconoce como uno de los metales pesados con mayor tendencia
a acumularse en las plantas. EI cadmio causa severos desequilibrios en los

procesos de nutricion y transporte de agua en las plantas (Singh & Tewari, 2003).

Las sales de cadmio son consideradas muy significativas en aguas contaminadas,
no solamente por su alta toxicidad, sino por su habilidad para incorporarse en los
alimentos, las plantas acuaticas y organismos mediante procesos naturales como
bioacumulacion y biomagnificacion (Borker et al., 2013). Asi mismo el
Departamento de Servicios de Salud Humana de Estados Unidos propone que el

cadmio sea considerado un compuesto carcinogénico (Waalkes, 2003).
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» Geénero Pseudomonas
El género Pseudomonas son bacterias Gram negativas, forma ovalada, poseen
pared y membrana celular. Son bacterias aerdbicas, en algunos casos usan el
nitrato para su crecimiento anaerobico.
Pertenecen a la subclase gamma de las Proteobacterias. Las cepas del género
Pseudomonas pueden crecer en un medio minimo, quimicamente definido con
iones de amonio o nitrato como fuente de nitrégeno y un solo compuesto como
unica fuente de carbono y energia. La temperatura éptima para su crecimiento de
la mayoria de las cepas es aproximadamente 28-30°C, algunas especies crecen a
una velocidad sustancial en 4°C. Para otras, la méxima temperatura es de 45°C,
por lo tanto, no pueden ser termofilas.
Pseudomonas estan presentes en la mayoria de los ecosistemas de suelo y agua,
estas son capaces de metabolizar una amplia variedad de compuestos organicos e
inorgénicos, ademas son bien conocidas por su capacidad de tolerar y resistir
moléculas toxicas, incluidos antibidticos, metales pesados, detergentes y
disolventes organicos (Chien et al., 2013). Ademas, poseen la habilidad para
utilizar diversos sustratos, incluyendo aquellos creados por el petroleo.
Entre los géneros bacterianos que han sido reportados, se encuentran bacterias
Gram positivas como: Bacillus cereus, Arthrobacter sp. y Corynebacterium sp. y
Gram negativos: Burkholderia sp., Pseudomonas spp. y Ralstonia sp.
(Jaroslawiecka & Piotrowska 2014; Oves et al., 2017).

» Pseudomonas putida
Pseudomonas putida es una bacteria aerobica, forma de bacilo corto, Gram
negativa muy importante en biotecnologia. Esto se debe, en parte, a su gran
versatilidad metabolica, que le permite crecer en ambientes muy diversos y
utilizar muchos compuestos diferentes como fuente de carbono y energia. Sin
embargo, la asimilacion de muchos de ellos esta sujeta a represién catabdlica, es
decir, la expresion de los genes implicados en el transporte y metabolismo de estos
sustratos esta reprimida cuando en el medio hay otro compuesto que permite a la
bacteria un crecimiento mas eficiente. Este proceso facilita una asimilacion
jerarquica y secuencial de las fuentes de carbono presentes en el medio,

utilizandose primero aquellas mas favorables. (Palomino & Gonzéles, 2014, p. 1).
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Esta bacteria desempefia un papel importante en los procesos de eliminacion
debido a su delgada pared celular, ya que contiene una cantidad méas pequefia de
peptidoglicano. Sin embargo, la presencia de una capa exterior adicional
compuesto por fosfolipidos y los lipopolisacaridos dan este tipo de bacterias una

carga negativa, lo que facilita la union de metales.

Como sefiala Hernandez Sofia (2014), menciona que: “entre las bacterias del
género Pseudomonas de importancia biotecnoldgica y medioambiental destaca
Pseudomonas putida, un microorganismo no patégeno capaz de vivir en suelos,

rizosfera y aguas dulces, que es un paradigma de versatilidad metabdlica”(p. 1).

Bioacumulacion

Las interacciones a nivel intracelular entre bacterias y metales pesados, se dan
inicio con un proceso activo conocido como bioacumulacion, seguido de
transformaciones enzimaéticas, y/o inducciones de la sintesis de proteinas
enlazadas. Aunque los niveles de cationes metalicos necesarios para el
crecimiento bacteriano son bajos, los mecanismos de acumulacién también
funcionan a altas concentraciones, y esto puede incidir en la toxicidad del metal
sobre el organismo que los acumula y la comunidad microbiana a la cual
pertenece. No resulta sencillo comprender la acumulacion de metales toxicos en
los microorganismos; sin embargo, parece que el almacenamiento intracelular de
estos compuestos confiere resistencia a metales pesados en algunas bacterias
(Kasan, 1993; Jackson et al., 2000) La mayoria de las especies metalicas que se
acumulan en las células bacterianas pueden ser transformadas a compuestos de
menor toxicidad por ciertos complejos enzimaticos. A nivel del microorganismo,
hay un limite para la cantidad de metal que se puede acumular sin perder la
viabilidad y, por lo general, antes de llegar a concentraciones letales se activan los
mecanismos de resistencia y se induce la sintesis de enzimas transformadoras o
de proteinas enlazadoras de los metales (Silver, 1994).

La bioacumulacion es el proceso celular que involucra a un sistema de transporte
de membrana que internaliza el metal pesado presente en el entorno celular con
gasto de energia, este consumo energético se realiza a través de la H+-ATPasa;
una vez incorporado el metal pesado al citoplasma este es secuestrado por

proteinas  ricas en grupos sulfhidrilos llamadas metalotioneinas (MT),
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fitoguelatinas (FQ) y algunos nuevos péptidos de union a metales, si se trata de

hongos este es compartimentalizado dentro de las vacuolas (Marrero et al, 2010).
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Figura 1: Resistencia al Cd2+ de bacterias. Entrada y salida de cadmio en una célula

Marreno & Coto. (2005) menciona que: “El cadmio atraviesa la membrana
citoplasmatica a través de una via de transporte de manganeso (MntH), que
depende del potencial de la membrana (ver estructura parpura). El cadmio
también puede ingresar a la célula a través del transportador de zinc ZntA o CadA
(ver flecha roja). El sistema de eflujo de cadmio (CzcCBA) excreta cadmio a

través de una proteina anti-puerto Cd2+ / 2H+ (ver estructura verde)” (p,23).

» Metalotioneinas

Las metalotioneinas (MT’s) fueron descubiertas hace 45 afios y juegan un rol
central en el metabolismo de metales pesados y en el manejo de varias formas de
estrés microbiano. Las MT’s son proteinas de bajo peso molecular (6-7 KDa) ricas
en cisteina que se dividen en tres clases de acuerdo al contenido de cisteina y a su

estructura; la primera clase son las que tienen dominios Cis-Cis, las segundas las
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que tienen dominios Cis-X-Cis y las terceras las que tienen dominios Cis-X-X-
Cis en donde X corresponde a cualquier aminoécido. Estas proteinas han sido
aisladas de especies bacterianas como Escherichia coli y Pseudomonas putida
y los géneros Cyanobacterium sp. y Syneococcus sp. (Rajendran et al, 2003).Las
metalotioneinas juegan un rol fundamental en la interaccion microorganismo-
metal, cuando el metal se une a ellas se facilita su absorcion y transformacion, en
la actualidad se han encontrado y manipulado genéticamente nuevos péptidos que
se unen a metales, estos contienen residuos de histidina o cisteina y muestran
afinidad, especificidad y selectividad por ciertos iones de metales (Wu et al,
2010).
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Figura 2: llustracion del mecanismo de Bioacumulacion.

“A el metal pesado presente en el entorno celular con gasto de energia. Este
consumo energetico se realiza a través de la H+-ATPasa (Figura 2); una vez
incorporado el metal pesado al citoplasma de la célula bacteriana, el cadmio es
secuestrado por Metaloil-proteinas o Metalotioneina (MT) del grupo tiol o
sulfhidrilos (-SH) (Son péptidos que se unen y forman complejos estables con el

Cd2+), neutralizando de esta forma la toxicidad del metal pesado”(Mejia,2006).

Regulacion de la expresion de los genes codificantes de MTs

La mayoria de los genes MTs presentan cierto nivel de expresion en condiciones
basales, en mayor o menor medida en funcion de cada organismo e isoforma
génica. La expresion de los genes MTs se induce por una gran variedad de
estimulos, tales como: metales pesados, agentes oxidantes y citotdxicos,

hormonas, agentes inflamatorios y citoquinas, factores de crecimiento,
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antibidticos, radiaciones y otros factores que son interpretados por la célula como
sefiales de estrés (Hag et al., 2003).

La regulacion de la expresion de las MTs ocurre principalmente a nivel
transcripcional mediante la presencia de elementos de respuesta o elementos cis
en laregion promotora, a los que se pueden unir distintos factores de transcripcion.
Ademés de las clasicas cajas TATA vy las regiones de iniciacion de la
transcripcion, los promotores de las MTs presentan, entre otros motivos
inductores de la expresion, los siguientes elementos: los elementos de respuesta a
metal (MRES), los elementos de respuesta antioxidante (ARES) y los elementos
de respuesta a glucocorticoides (GRESs) (Glnther et al., 2012)

Los MREs (elementos de respuesta a metal) se encuentran en multicopia y
presentan la siguiente secuencia consenso: TGC(G/A) CNC, siendo N cualquier
nucleotido (Stuart et al., 1985). Ademas, los MREs parecen estar implicados tanto
en la expresion basal como en la activacion de la transcripcion de los genes MTs
en respuesta a metales pesados y agentes causantes de estrés oxidativo (Haq et al.,
2003).

El gen MTF-1 se expresa de manera constitutiva y, ante una situacion de estrés,
la proteina se traslada del citoplasma al nucleo, activandose y uniéndose a los
motivos MREs de los promotores de los genes MTs, regulando su transcripcion
mediante interacciones directas o indirectas con distintos componentes de la

maquinaria transcripcional de la ARN polimerasa Il.

Impacto del cadmio en la salud

La industria que realizan actividades y produccion del cadmio tales como
fabricacion de baterias niquel-cadmio, quema de combustibles fésiles, generacion
de polvos por el proceso de fabricacion de cementos y fertilizantes fosfatados son
fuentes de emisiones de cd a la atmésfera y ademéas de contaminacion en los
recursos hidricos. Los rios contaminados forman parte de la irrigacion (agua
empleada para la agricultura) de los cultivos ademas este metal es capaz de formar
compuestos al combinarse otros elementos, y unirse fuertemente a las particulas
del suelo; las concentraciones del suelo también estan ligadas al uso de
fertilizantes quimicos y la deposicion atmosférica. EI cadmio esta presente en el
medio ambiente por erupciones volcanicas, incendios forestales y entre otros

fendmenos naturales. La concentracion en el suelo esta ligada a los distintos
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factores, principalmente por la adicion de fertilizantes a base de fosfatos. Debido
a la similitud del metal con el zinc, provoca que la planta absorba el cadmio en
vez del zinc. La concentracion de la biodisponibilidad del cadmio aumenta en el
suelo cuando el pH del suelo disminuye (Martinez, Souza, Bucio, Gémez &
Gutiérrez, 2013).

La adsorcion gastrointestinal del cd ingerido en condiciones normales es de 2 a 6
% aproximadamente. Las personas que presentan una reduccion de concentracion
de ferritina, debido a que poseen a escasas reservas de hierro en su organismo,
presentan una absorcion de cd de hasta 20 %. La exposicion de este metal por via
respiratoria puede absorber concentraciones significativas, a consecuencia de
inhalar el humo de tabaco y al polvo de cadmio por exposicion laboral. Se calcula
que la absorcion pulmonar de polvo de cd inhalado es del 20 % al 50 %. EIl metal
se traslada por el torrente sanguineo, ligado con las células hematicas y albdmina,
hasta llegar al higado. Desde ahi inicia la produccion de la proteina metalotioneina
con bajo peso molecular que se une al cadmio; el 80 % al 90 % se considera que
se une con el metal, evitando la aparicion del efecto tdxico de los iones de cadmio
libres. Por ultimo, es expulsado por la orina al filtrarse a través de los glomérulos.
El proceso de la eliminacion es muy lento, y por esa razén se acumula en el
organismo, se calcula que este proceso puede durar entre los 7 y 30 afios (OIT,
1998; Pérez & Azcona, 2012).

Los principales 6rganos que afecta el cadmio son los rifiones, huesos y los
pulmones. El higado y rifiones son donde el metal se almacena, uno de los
primeros indicios mas comunes, debido a la exposicidon por mucho tiempo, es el
dafo que sufre la funcion renal y también de tubulointersticial. Los efectos que se
producen por inhalacion no son muy bien definidos desde el comienzo, pero
después se distingue manifestandose por fiebre, alteraciones digestivas, dolor
toréaxico, disnea edema agudo de pulmon, lo cual lograria causar fallecimiento por
la insuficiencia respiratoria. Ademas, puede ocasionar anemia, albuminuria,
hepatitis y anuria, ocasionando hepatonecrosis llevando a la persona a la muerte.
El caso por ingestion los sintomas se manifiestan con nauseas, vomito, dolores
abdominales y cefalea, también es muy frecuente la diarrea intensa mas colapso.
Se estima que los sintomas surgen al ingerir los alimentos o bebidas con cadmio
mayor a 15 ppm (Pérez & Azcona, 2012). Los efectos cronicos en trabajadores

por la exposicion del cadmio, conlleva a un sindrome con enfermedad de los
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tubulos renales y enfisema pulmonar; ademas de otros efectos, como anemia,
cambios en el metabolismo de los minerales y alteraciones hepéticas. Al cadmio
se ha asociado el aumento de incidencias de cancer de pulmén y prostatico, por
consecuencia a la inhalacion de cadmio por exposicion laboral (Pérez & Azcona,
2012).

1. MATERIALES Y METODOS
3.1. Medios de cultivo

Para el mantenimiento y replicacion de Pseudomonas putida, para los ensayos,

pruebas y tratamientos, se us6 medio de cultivo Agar y caldo nutritivo.

Para la preparacion del Agar nutritivo se empleo pluripeptona 5 g/L, Extracto de
carne 3 g/L, Cloruro de sodio 8 g/L, Agar 15 g/L. Se ajustdé a un pH de 7,
posteriormente se llevo a ebullicion hasta el primer hervor, y finalmente fue

llevado a autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Para la preparacion del Caldo nutritivo se emple6 pluripeptona 5 g/L y Extracto

de carne 3 g/L, posteriormente se llev6 a autoclave durante 15 min a 121°C.

Figura 3. Componentes para la preparacion
de caldo nutritivo

3.2.Prueba de resistencia al cadmio usando Cloruro de Cadmio (CdCl2)

Para la prueba de resistencia de cadmio se emple6 dos matraces Erlenmeyer con
200 ml de caldo nutritivo cada uno, suplementado con concentraciones de
CdCl2: 0.05 gy 0.15 g en cada matraz. En la camara de Flujo Laminar, se afiadi
1 ml del in6culo a cada matraz, se coloco los matraces a temperatura ambiente

en agitacion a 100 rpm durante 7 dias.
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Pasado los 7 dias, se realiz6 un aislamiento bacteriano de cada matraz en viales

con medio agar nutritivo inclinado se prepar6 30 ml de agar nutritivo. Los viales

fueron llevados a estufa a 30°C durante 48 hrs.

ol
Figura 4. Proceso de inoculacion aséptico del microorganismo al caldo nutritivo
3.3. Prueba de bioacumulacion (células vivas) vs bioadsorcién (células muertas)

con Pseudomonas putida.

3.3.1. Bioacumulacién (células vivas)

La prueba de bioacumulacidn, se preparé 300 ml de caldo cultivo suplementado
con 3.80 ppm de CdCI2, a continuacion, se tomd una muestra de 100 ml e
inoculé 1 ml de biomasa microbiana. Se colocé el matraz en agitacién a 100 rpm
a temperatura ambiente. Luego de 5 dias, se tomd una muestra final de 100 ml.
La muestra inicial y final fueron analizadas en espectrofotometria de adsorcion
atémica en el laboratorio de LASACI — Truijillo, cabe resaltar que son 100ml de

muestra para el analisis.

3.3.2. Bioadsorcion (Células muertas)
La prueba de bioadsorcion se utilizd 300 ml de caldo nutritivo, se inoculd 1 ml
de biomasa microbiana inactiva, luego se llevd a agitacion 100 rpm a

temperatura ambiente durante dos dias.

Se realiz6 peso seco para determinar g/L del cultivo.
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Después de los dos dias de incubacion se tom6 1 ml del caldo y se colocé en
centrifuga a 5000 rpm durante 5 min. Luego se desecho el sobrenadante y se
agreg6 1 ml de agua destilada y se volvid a centrifugar a 5000 rpm durante 5
minutos. Nuevamente se desecha el sobrenadante y se agregé 1 ml de agua
destilada. Se llevo a un vortex a 1500 rpm durante 30 segundo. El pellet diluido
en agua destilada se vierte en un capachito, luego se llevo a estufa a 80°C durante
12 horas. Posteriormente, se peso en la balanza digital con ayuda de la campana

desecadora y una pinza.

Se prepar6 300 ml de caldo nutritivo suplementado con CdCl2 a una
concentracion de 3.80 ppm de Cd, se tom6 una muestra de 100 ml y se vierte las
células secas dentro de una cadmara de flujo laminar, de manera estéril.
Finalmente, se llevo a shaker a 100 rpm durante 5 dias, y se toma una muestra
final de 100 ml, proceder hacer la lectura en espectrofotometro de adsorcion
atomica. Cabe mencionar que el laboratorio de LASACI, pide 100 ml de muestra

para el espectrofotometro de absorcion atomica.

L ieesmmm W e d——

Figura 5. Caldo nutritivo con el pre indculo en agitacién a 150
rpm a temperatura ambiente.

3.4.Toma de muestra del rio
Para la recoleccion de muestra de agua del rio, se consider6 los siguientes criterios
para la ubicacién de los puntos de control en cuerpos loticos (rios o similares) en el
capitulo 5.1.1. de la guia de Protocolo Nacional para el monitoreo de la calidad de

recursos hidricos superficiales.
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Los puntos de control en el cuerpo receptor I6tico se ubican fuera de la zona de
mezcla: un punto aguas arriba a una distancia de 50 metros del vertimiento y un
punto de aguas abajo a una distancia de 200 metros en la misma orilla donde se
realiza el vertimiento. La distancia de 50 metros del punto de control de aguas arriba
del vertimiento corresponde a una distancia referencial; la ubicacion exacta

dependio de las condiciones naturales del cauce del rio o quebrada.

Las muestras se tomaron lo mas lejos de la orilla, sujetando el frasco por el fondo
en posicion invertida, sumergiéndolo completamente y en sentido contrario a la
corriente, sin remover el fondo del rio, una vez que se tuvo el volumen adecuado
aproximadamente 200 ml. Las muestras fueron rotuladas y trasladadas a la
Universidad Nacional de Trujillo, donde fueron analizados en el laboratorio

LASACI por el equipo de espectrofotometria de absorcion atomica.

3.5. La muestra
De la misma forma para los ensayos a realizar durante el proyecto, se recolect6 5
litros de muestra, 2.5 litros a 50 metros del punto de control de aguas arriba 'y 2.5
litros a una distancia de 200 metros en la misma orilla donde se realiza el
vertimiento. La muestra, previamente fue homogenizada y se llevo a analizar a
laboratorio LASACI, en la Universidad Nacional de Trujillo. Para determinar la

concentracion inicial total de cadmio previo a los ensayos.

3.6. Tratamiento de bioacumulacion a 25°C
Para el tratamiento de bioacumulacion a 25°C, se inocul6 1 ml P. putida en 30 ml
de caldo nutritivo. Este pre-indculo, se llevd a agitacion 150 rpm a temperatura

ambiente durante 24 horas

Después del tiempo establecido, el pre-indculo fue aforado a 300 ml con el mismo
medio de cultivo, este nuevo indculo se llevo a agitacion 150 rpm a temperatura
ambiente durante 24 horas. (10% del volumen total) (Becerra C., 2007).

Pasado este periodo, el in6culo fue vertido en un matraz que contenia 700 ml de
agua de rio contaminado a un pH de 7. Esta fermentacion, se mantuvo a una

temperatura de 25°C y fue puesto en agitacion constante a 150 rpm durante 10 dias.

Se tomé muestras de 5ml para datos cinéticos cada 12 horas durante el tiempo que

duro el proceso.

20



Se hizo un muestro cada 36 horas y se tomo en cada tiempo 100 ml de muestra. La
muestra se llevé a centrifugar a 5000 rpm por 15 min. El sobrenadante obtenido se
filtré dos veces con papel filtro simple y se llevo a leer en el espectrofotometro de
absorcion atomica en la Universidad Nacional de Trujillo. Para determinar la

reduccion de cadmio. Este tratamiento de 25°C se realizo 3 réplicas.

3.7. Tratamiento de bioacumulacion a 30°C
Para el tratamiento de bioacumulacion a 30°C, se inoculé 1 ml P. putida en 30 ml
de caldo nutritivo. Este pre-inoculo, se llevd a agitacion 150 rpm a temperatura

ambiente durante 24 horas.

Después del tiempo establecido, el pre-indculo fue aforado a 300 ml con el mismo
medio de cultivo, este nuevo inoculo estuvo en agitacion 150 rpm a temperatura
ambiente durante 24 horas. (10% del volumen total) (Becerra C., 2007).

Pasado este periodo, el indculo fue vertido en un matraz que contenia 700 ml de
agua de rio negro a un pH de 7. Esta fermentacion, se mantuvo a una temperatura

de 30°C y fue puesto en agitacion constante a 150 rpm durante 10 dias.
Se tomaron muestras de 5ml para datos cinéticos cada 12 horas durante los 10 dias.

Se hizo un muestreo cada 36 horas y se tomo en cada tiempo 100 ml del caldo
nutritivo. La muestra se llevd a centrifugar a 5000 rpm por 15 min, el sobrenadante
obtenido se filtr6 dos veces con papel filtro simple y se llevd a leer en el
espectrofotometro de absorcion atomica en la Universidad Nacional de Truijillo.
Para determinar la reduccion de cadmio. Este tratamiento de 30°C se realizd 3

réplicas.

3.8. Método de peso seco
La cantidad total de biomasa presente en una muestra puede medirse en termino de
peso seco por unidad de volumen, ya sea como sélidos en suspension totales (SST)
0 s6lidos en suspension volatiles (SSV). Las células se separan del liquido bien por

centrifugacion bien por filtracion (Arnaiz C., Isac L. & Lebrato J., 2000).

Se tom6 una muestra de 2.5 ml de cada tratamiento (25°C y 30°C) cada 24 horas,
durante 10 dias. Obteniendo 10 muestras por cada tratamiento y cada réplica. Cada

muestra fue realizado shock térmico (3 min caliente y 3 min frio) a 85°C y 0°C,
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respectivamente, posteriormente las muestras fueron guardadas en refrigeracion,

previamente rotulados.

Posteriormente se prepararon 10 capachitos con papel aluminio y se secaron en el
horno a 105°C durante 4 horas, para cada muestra. Se procedié a transportar los
capachos secos en la campana desecadora hacia la balanza digital para pesarlas con

ayuda de una pinza esteéril.

Las muestras tomadas fueron centrifugadas a 5000 rpm durante 5 min. Desechando
el sobrenadante y quedando con el pellet. Posteriormente se agregé 1 ml de agua
destilada y se centrifugo a 5000 rpm durante 5 minutos. Se desech6 nuevamente el
agua o sobrenadante. Se vertio 1 ml de agua destilada al pellet nuevamente y se llevd

a vortex 1500 rpm durante 30 segundos.

Finalmente se agreg6 el contenido a cada capacho respectivamente y se llevo al
horno durante 12 horas a 105°C, y se pes6 cada capacho con ayuda de la campana
desecadora y una pinza para no alterar el % bajo de humedad. Se tomaron datos de
los pesos.

3.9.Curva de calibrado para DNS

Con el objetivo de tener una curva de calibracion para determinar la concentracion de
glucosa se procedio a preparar una solucién madre de la solucion de dextrosa al 10%.
La concentracion total del medio quimicamente definido es de 12g/L de dextrosa, al
ser una concentracion alta se procedid diluir hasta una concentracion de 2g/L.

Tomando como solucion madre 0.1ml de dextrosa al 10% en 49 ml de H2O destilada.

Para la curva de calibracion se prepararon diluciones a partir de la solucién madre:
0/0.5ml, 0.1/0.5ml, 0.2/0.5ml, 0.3/0.5ml, 0.4/0.5ml y 0.5/0.5ml. con agua destilada.
En cada tubo de ensayo se afiadio 0.5 ml de reactivo DNS a cada dilucién. Los tubos

se llevaron a shock térmico a 85 °C y 0 °C (3 min. Caliente y 3 min. Frio).

Posteriormente, se agregd 5ml de agua destilada en cada tubo de ensayo. Cada
dilucion se llevé a un vértex a 1500 rpm durante 30 segundos. Se dejo reposar 10

minutos. Finalmente, se procedio a leer en espectrofotémetro de luz visible a 540 nm.
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3.10. Determinacién de azUcares reductores

Para determinar el consumo de sustrato en Pseudomonas putida se procedio a realizar

un muestreo de cada 12 horas de cada tratamiento, durante 10 dias.

Se tomo6 muestras de 5 ml cada 12 horas, inmediatamente se aplico shock térmico.
Debido a la alta concentracion inicial de dextrosa, se procedio a hacer diluciones 1/6

ml. Quedando como factor multiplicativo 6.

Posteriormente se procedio a tomar 0.5 ml de las diluciones y se agreg6 0.5 ml. de
reactivo DNS y se realiz6 shock térmico a 85°C y 0°C. Se agregé 5 ml de agua

destilada y se agito en un vortex durante 30 segundos a 1500 rpm.
Finalmente se hizo lectura en espectrofotometro a 540 nm.

3.11. Curva de calibrado para concentracion proteica (Bradford)

Para la curva de calibrado se utilizé el reactivo BSA (Albumina Sérica Bovina)

Se colorean las muestras con el método colorimétrico de Bradford, con Azul de
Coomassie. El color de las muestras es azul, pero de distintos tonos, ya que el color
varia segun la concentracion de las proteinas, a medida que ésta sea mayor, el tono de
azul aumenta. La muestra es homogenizada con la maquina de Vortex y luego se lleva
al espectofotometro. En dicho instrumento se miden las absorbancias de las muestras
a 595nm

La concentracion de la muestra incognita de BSA, se determina obteniendo el valor
de la absorbancia en el espectrofotometro y dicho valor, es extrapolado en el gréfico

de la curva de calibrado. De esta manera se obtiene la concentracion de la muestra.

La solucion madre serd el reactivo BSA a 10 ug/ml, posteriormente se haran
diluciones de 0/500 uL, 25/500 uL, 50/500uL, 125/500 uL, 250/500 uL, 375/500 uL,
500/500.

3.12. Determinacion de concentracion proteica (Bradford)

3.12.1. Ruptura celular (Choque Osmotico)

“Para la determinacion de proteinas fue necesario usar una concentracion celular.
La extraccién de las proteinas celular se realizd6 mediante hidrolisis basica con
NaOH al 20% y se cuantificaron las proteinas solubles” (Bradford M., 1976).
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3.13.

Para realizar la ruptura celular, se tom6 5 ml de muestra de cada tratamiento cada
24 horas. Luego, se realizé el procedimiento de shock térmico 3 minutos en

caliente a 85°C 3 minutos en frio a 0°C.

Cada muestra fue centrifugd a 5 000 rpm durante 5 minutos, se procedid a
desechar el sobrenadante. Se agregd 1 ml de agua destilada al pellet, se volvio a
centrifugar durante 5 minutos a 5 000 rpm. Nuevamente, se desecha el
sobrenadante y se agrega 1ml de NaOH al 20%. Se centrifugd a 5000 rpm

durante 5 min.
3.12.2. Método de Bradford

Para este método, se debe tomo en cuenta que luego de la ruptura celular, se
procedié a tomar 100 ul de cada muestra. Se agreg6 el reactivo de Bradford a

cada muestra. Finalmente, se llevo a vortex a 1500 rpm durante 30 segundos.
Cada muestra fue llevado al espectrofotdmetro a 595 nm.

Método de modelamiento matematico con Monod

Modelo matematico para la determinacion de parametros de la cinética de

crecimiento microbiano.

S
H= ”maxm

Donde:

u es la tasa de crecimiento especifico de los microorganismos

M max €S la tasa mé&xima de crecimiento especifico de los microorganismos,
h—l

S es la concentracion del sustrato limitante, g/L

Kses la "constante de media velocidad™ -el valor de S cuando u / t max
-0,5

1 maxy K s son coeficientes empiricos a la ecuacion de Monod. Ellos seran

diferentes entre las especies y sobre la base de las condiciones ambientales.
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3.14.

Metodo para neutralizar el Cadmio

Los factores que influyen en la neutralizacion son: naturaleza de las particulas
en el agua residual, pH, temperatura y balance ionico. La cal hidratada o
hidroxido de calcio es una sustancia usada comunmente como coagulantes
ayudan a la precipitacion de metales elevando su pH, obteniendo hasta un 90%

de remocion.

El uso de cal hidratada es cominmente usado en la industria minera para
neutralizar agentes quimicos toxicos, cambiando el estado fisico de los sélidos
disueltos. Ademas de ser un compuesto economico y de facil encontrar en el

mercado.

Por lo tanto; la suspension microbiana obtenida de cada réplica se llevo a
centrifugar a 5000 rpm por 3 min, se desecho el sobrenadante y se utilizo el
pellet, posteriormente se agreg6 2ml de agua destilada y se volvio a centrifugar,
se desecho el sobrenadante y se agregd 1 ml de agua destilada y se llevé a vortex
a 1500 rpm durante 30 segundos. se obtuvo 50 ml de biomasa de las tres réplicas

y los tres tratamientos, luego se llevé a neutralizar con cal hidratada.

La biomasa contenida con cadmio se agreg6 en un frasco de 500 mi
aproximadamente, se utiliz6 un pH-metro, en cual arrojé como resultado un pH
6.1 (pH neutro) del sobrenadante, luego se agregdé 50 gr de cal hidratada y
nuevamente se midio su pH en cual obtuvo un pH 11, a continuacion, se agito
durante 5 minutos para que la cal tenga contacto con todo el medio y
posteriormente se deja reposar por 5 dias aproximadamente, hasta que se

precipite los solidos disueltos.
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V. RESULTADOS Y DISCUSIONES
4.1.Prueba de Resistencia al Cadmio

La prueba de resistencia al cadmio en P. putida se hicieron en soluciones
suplementadas con concentraciones 144ppm y 445 ppm de cloruro de cadmio

con la finalidad de obtener cepas resistentes al cadmio.

El mecanismo de resistencia de los microorganismos involucra el flujo de salida
de iones de metales pesados hacia el exterior de la célula, la acumulacién y la
complejacién de los iones metalicos dentro de la célula; también la disminucién
de la toxicidad mediante la reduccion de los iones de metales pesados. La
toxicidad del metal esta relacionado a la biodisponibilidad, es cuya capacidad
para transferir un elemento ambiental a los organismos vivos; dependera de la
concentracion total del metal, los factores fisicoquimicos y factores bioldgicos
tales como la biosorcion, bioacumulacion y solubilizacion (Beltran & Gomez,
2015).

Figura 6. Medio de cultivo con diferentes concentraciones
de cadmio, inoculado con Pseudomonas putida a los 7 dias.

Se observa en la figura 6, el cambio de color se mostrd en el matraz N°1 que
contenia una concentracion 445 ppm de cadmio a diferencia del matraz N°2
con concentracion 144 ppm que no presentd cambio en el color del medio de
cultivo. Posteriormente, se hizo un aislamiento bacteriano en viales inclinado

gue contenian medio agar nutritivo.
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Figura 7. Viales con medio agar nutritivo N°1 a 445ppmy N° 2 a 144
ppm cadmio inoculados con Pseudomonas putida.

Se realizd un aislamiento de la bacteria del matraz 1 y 2 de las concentraciones
445 ppm y 144 ppm cadmio. Cada matraz fue sembrado en un vial, con tres

repeticiones cada uno.

Después de 24 horas, como se observa en la figura 7; los viales N° 1 no
presentaron cambio de color en el medio de cultivo. Los viales N° 2, presentaron
una variacion en el color del medio, un color azul verdoso. Este color es

caracteristico de Pseudomonas sobre el medio.

Se conocen algunas cepas de Pseudomonas capaces de producir pigmentos con
cualidades antibacterianas sobre otras bacterias, algunos de estos pigmentos son
la pioverdina (amarillo verdoso), la piocianina (azul verdoso), la fluoresceina

(amarillo) y la piorrubina (rojo-pardo) (Moore y col., 2006)
Naik & Dubei (2011), mencionan que:

“se ha informado que, bajo condiciones de estrés por la presencia de
altas concentraciones de contaminantes como metales pesados, se
puede inducir la produccion de pigmentos al medio en respuesta a
estos elementos tdxico. Esto se debe a que los siderdforos presentes
en los pigmentos pueden formar complejos estables con los metales
como el Cd+2, Zn+2, Pb+2 y Cu+2, lo cual influye en la movilidad
del metal en el medio y por lo tanto se considera una estrategia
importante de la célula para secuestrar el metal toxico y sobrevivir sin
que su presencia afecte su crecimiento” (p. 410).
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Figura 8. P. putida vista del microscopio a 100x, luego de coloracion Gram.

Al realizar la tincion Gram de las colonias de los viales N° 2 (ver figura 7) como
se observa en la figura 6, la muestra tefiida se visualiza de color rosado
evidenciando ser una bacteria gramnegativa y en forma de bacilos a una vista 100x

en microscopio 6ptimo.

“El género Pseudonomas constituye uno de los mayores grupos de bacterias
aerdbicas estrictas, quimioherétrofas, gram-negativas. Sus células son bastones
rectos o0 curvos que no sobrepasan 0.8 um de ancho y que se mueven mediante

uno o varios flagelos polares” (Stanier et al., 1981).

4.1.1. Prueba de bioacumulacién vs adsorcion

4.1.1.1. Bioacumulacion (Células vivas)
Datos obtenidos de un batch de 30 horas de fermentacion.

Tabla 1: Cinética de crecimiento microbiano de P. putida durante las primeras 30 h

Tiempo  Absorbancia  Tiempo  Absorbancia

(h) (h)

0 0.108 16 0.281
2 0.118 18 0.309
4 0.124 20 0.402
6 0.144 22 0.531
8 0.163 24 0.665
10 0.187 26 0.776
12 0.201 28 0.832
14 0.245 30 0.976
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Cinetica de crecimiento

biomasa

y=0,0561x - 0,0422
R?=0,8682

0,2 0 2 4 6 8 10 12 14 16
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—@— Biomasa  ceeeeeees Lineal (Biomasa)
Figura 9. Datos de absorbancia de espectrometria de luz visible, del crecimiento
microbiano de P. putida durante 30 horas. Lectura a 560 nm

4.1.1.2.Adsorcién

Tabla 2: Datos de biomasa seca para la prueba de adsorcion.

N° Pesode biomasa biomasa
capacho  capacho + seca
capacho

1 0.0919 0.098 0.0061
2 0.1019 0.1083 0.0064
3 0.0822 0.0891 0.0069
4 0.0855 0.0927 0.0072
5 0.0964 0.1042 0.0078
6 0.0876 0.0961 0.0085
7 0.0871 0.0956 0.0085
8 0.0997 0.1088 0.0091
9 0.0891 0.0999 0.0108
10 0.087 0.098 0.011
11 0.0947 0.1058 0.0111
12 0.0883 0.0995 0.0112
13 0.0908 0.1024 0.0116
14 0.0731 0.0819 0.0148

15 0.0912 0.1071 0.0159
La biomasa seca total afiadida es de : 0.1384 g
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Tabla 3: Datos de concentracion de cadmio del tratamiento de Bioacumulacién vs Adsorcion

Células Vivas | mg Cd/L Células Secas mg Cd/L
(MV) (MS)

Muestra 3.81 ppm Muestra Inicial 3.80 ppm
Inicial

Muestra Final | 1.76 ppm Muestra Final 3.77 ppm

Después de pasar 5 dias, la muestra inicial que fue de 3.80 ppm llegé a

disminuir a 3,77 ppm, no se considera una disminucion significativa.

Como se puede apreciar en el ensayo de bioacumulacion con células vivas
en caldo nutritivo con cloruro de cadmio, se logr6é una disminucion de
cadmio de 2.05 ppm en 5 dias de tratamiento a temperatura ambiente. En
términos de eficiencia en el ensayo de bioacumulacion de cadmio con
células vivas, se logré una eficiencia de bioacumulacion de 53,6% en un
tratamiento de 5 dias a una temperatura ambiente. Un punto que debemos
tomar en cuenta es que el cadmio siempre esta asociado a metales como el
zinc o plomo y raras veces cobre. Es una posibilidad que Pseudomonas
putida también bioacumulé un porcentaje de estos otros metales. Bajo esta
premisa, podria dar paso a otro tipo de investigaciones con el
microorganismo en mencioén. No obstante, no se puede descartar la
probabilidad que a los aislados ante la presencia del metal se les haya
inducido la produccion de proteinas de unién a metales, conocidas como
metalotioneinas, las cuales permiten que se dé la bioacumulaciéon de

metales toxicos dentro de la bacteria (Bedoya et al, 2019)
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4.1.2. Toma de muestra para tratamientos.

Recoleccion de muestra de agua en el Rio Santa km 76.

S —

Figura 10. Puntos de muestreo y muestra (1) Rio santa

negro km 74. (2) Rio negro kilometro 76

-~

Se analizaron los parametros de las muestras puntuales, por medio de

temperatura, pH en la cual representara la composicion del agua, el tiempo

y las circunstancias que fue encontrado. (Tabla 4)

Tabla 4: Informacién relevante del muestreo de agua del rio en los puntos N° 1y 2

Punto N°1 Punto N°2
Tiempo de
extraccion de 11:00 am 2:00 pm
muestra
Temperatura  del
agua 10- 13 °C 10- 13 °C
Temperatura
ambiente 16°C 15°C
Distancia kilometro 74 kilometro 76
(Panamericana norte)
Lugar Rio Negro Rio negro
Profundidad 5cmdela 5cmdela

superficie del rio superficie del rio
pH 7 7
Cantidad 3000 ml 3000 mi
100 mi 100ml

Color del agua Gris Marron oscuro
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4.1.3. Tratamiento de bioacumulacion 25°C

El tratamiento fue realizado en un caldo nutritivo con un indculo de P. putida,

fueron sometido a agitacion de 150 rpm, pH 7, y a temperatura de 25°C. Se tomo

muestras cada 12 horas, durante 10 dias.

Tiempo = tiempo
(Hora)

en el tratamiento a 25°C

Tratamiento 25°C

Tabla 5: Datos de biomasa y sustrato del caldo nutritivo que contiene P. putida durante 312 h,

Desv. Estandar

X(g/L) S(g/L) Ln (x) X(g/L) S(g/L)
0 12 0.077 11.865  -2.56394986  0.00556776  0.09605309
2 24 0.149 11.413 | -1.90380897  0.00264575  0.10478519
4 48 0.566 10.156 -0.5697503 | 0.01903506 = 0.15455815
6 72 1.289 9.115 0.25386672 | 0.04026164 | 0.16678309
8 96 2.272 6.549 0.8208072 | 0.04010403 = 0.13447433
10 120 3571 4.291 1.27284567 | 0.03269557 | 0.08732099
12 144 4.559 3.739 15171033  0.04493328 = 0.02444988
14 168 4.733 3.524 155448882  0.04473626  0.2113168
16 192 4.882 3.078 158548669 | 0.04735328 @ 0.25585051
18 216 4.332 2.410 146595238  0.03153305  0.34928397
24 312 1.719 0.701 0.5415488 | 0.09916821  0.17574485

La tabla 5, presenta el peso en gramos de biomasa y sustrato a diversos tiempos
durante 312 horas del tratamiento de 25°C. Asimismo, datos de desviacién
25°C.

Se grafico Ln (x) vs tiempo, con la finalidad de obtener el Umax o velocidad de

estandar de las tres réplicas de

crecimiento maxima en la cinética de crecimiento de Pseudomona putida,

Posteriormente se determind el Rendimiento sobre el sustrato o Y x/s, con los

datos obtenidos de biomasa y sustrato en g/L.

32



Biomasa de P. putida a 25°C

y=0,3525x-1,7534
R2=0,647 .+

—@— Ln (x)

Biomasa Ln(x)
o

......... Lineal (Ln (x))

Tiempo (h)

Figura 11. Cinética de crecimiento de Pseudomona putida de tratamiento 25°C,
Biomasa Ln(x) vs t(h)

De tal manera se presentan a continuacion una pequefia tabla con los datos obtenidos,
datos que se van a plasmar el Software Wolfram Mathematica 10.4, ademas de otros datos

necesarios como concentracion sustrato, biomasa inicial y tiempo.

Tabla 6: Datos obtenidos para la cinética de Monod del tratamiento a 25°C

Umax= 0.3525 h1
Yx/s= 0.147051775  glgh
ks= 5 g/L

Usando el software Mathematica se pudo determinar la cinética de crecimiento
vs consumo de sustrato a través del tiempo, donde se puede apreciar que la

biomasa tiene un ascenso hasta un promedio de 4.5 a5 g/L. (Ver anexo 12)
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4.1.4. Tratamiento de bioacumulacion a 30°C

El tratamiento fue realizado en un caldo nutritivo con un inoculo de P. putida,

fueron sometido a agitacion de 150 rpm, pH 7, y a temperatura de 25°C. Se tomo

muestras cada 12 horas, durante 10 dias.

Las tres réplicas del tratamiento de 30 °C fueron promediadas, y se grafico la

cinética de crecimiento de la bacteria.

Tabla 7: Datos de biomasa y sustrato del caldo nutritivo que contiene P. putida durante 312 h,
en el tratamiento a 30°C

Tiempo = tiempo

(Hora)
12
24
48
72
96

120
144
168
192
216
312

Tratamiento 30°C

Desv. Estandar

X(glL)
0.091
0.173
0.676
1.586
2.721
3.853
5.016
5.504
5.751
5.449
2.019

S(g/L)
11.784
11.321
10.055
8.775
6.038
3.803
2.514
1.974
1.546
1.043
0.253

Ln(x)
-2.4005655
-1.75253876
-0.39205542
0.46142527
1.00099946
1.34893857
1.6126328
1.7054751
1.74931579
1.69543211
0.70243723

X(g/L)
0.0015
0.0091
0.0361
0.0571
0.1057
0.0508
0.0311
0.0165
0.0461
0.0342
0.1046

S(g/L)
0.0341
0.1406
0.5859
0.3152
0.2559
0.1214
0.1301
0.0271
0.0533
0.0306
0.0590

De igual maneraen la tabla 7 se presenta el peso en gramos de biomasa y sustrato

a diversos tiempos durante 312 horas del tratamiento de 25°C. Asimismo, datos

de desviacién estandar de las tres réplicas de 30°C.

Tabla 8: Datos obtenidos para la cinética de Monod a 30°C

umax 0.353 h-1
YXS 0.16720446 g/gh
Ks 5 g/L

Se grafico Ln (X) vs tiempo, con la finalidad de obtener el Umax o velocidad de

crecimiento maxima en la cinética de crecimiento de P. putida, Posteriormente

se determiné el Rendimiento sobre el sustrato o Y x/s, con los datos obtenidos

de biomasa y sustrato en g/L.
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Biomasa de P. putida a 30°C

y=0,353x-1,597
2 R2=0,6536_.""

—@— Ln(x)

Biomasa Ln(x)

......... Lineal (Ln(x))

tiempo (h)

Figura 12. Cinética de crecimiento de Pseudomona putida 30°C, Biomasa Ln(x) vs t(h)

La velocidad de crecimiento méxima de la réplica 30°C presenta una minima

diferencia a comparacion de la velocidad de crecimiento en el tratamiento de

25°C. Asi mismo el rendimiento de sustrato se vio acelerado en el tratamiento

de 30°C con una diferencia significativa de 0.2 h™ sobre el rendimiento de

sustrato en el tratamiento de 25°C

Usando el software Mathematica se pudo determinar la cinética de crecimiento

vs consumo de sustrato a través del tiempo, donde se puede apreciar que la

biomasa tiene un ascenso hasta un promedio de 5 a 5.8 g/L. (Ver anexo 13).

La biomasa esperada era de 6 g/L, a una temperatura de 25°C del cual se obtuvo

un promedio de 4.5 g/L, mientras que a una temperatura de 30°C se obtuvo un

promedio de biomasa de 5.6 g/L, siendo esta temperatura la Optima para

bioacumulacion y para crecimiento microbiano. El Y x/s en el tratamiento de

30°C es mayor con 0.16 g/gh a diferencia del tratamiento de 25°C que presenta

0.14 g/gh, debido al mayor crecimiento microbiano presente en la muestra.

Segun Harikrishna y Narasimhulu, A condiciones de 25°C durante 7 dias logré

una bioacumulacion de un 93% en agua sintetica a una concentracion de 10mg/I

Cd. En los ensayos de esta investigacion, a una concentracion de 3.80 ppm, se

logré una reduccion de cadmio de hasta un 76% a una temperatura de 25°C

durante 10 dias.
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4.1.5. Resultados de andlisis de bioacumulacién

Tabla 9: Resultados obtenidos de la bioacumulacion de cadmio de ambos tratamientos.

. Desv. o Desv. o Desv.
Tiempo  control Estandar 25°C Estandar 30°C Estandar
0 38ppm  5.43896E-16 o0 | 0011547005 /9 001154701
ppm ppm
48 | 35lppm 0005773503 oS0 | 005033223 @ 2% | 005507571
ppm ppm
9%  32ppm 0011547005 282 | ooa163332 @ 273 0.07
ppm ppm
144 279ppm 0035118846 2% 002081666 @ >2° | 0.0057735
ppm ppm
192 2.3ppm 0.01 189 g oa7a58156 | 140 006506407
ppm ppm
240 | 1.54 ppm 0.01 0.93 1 4005773503 94 00057735
ppm ppm
288 | 153ppm 002081666  °9% | 0005773503 04t 00057735
ppm ppm

En el estudio comparativo de realizado por Saba shammin , Adbul Rehman Y
Mahomoon. Entre Pseudomona putida y Cuaprividus metallidurans, realizaron
un tratamiento en agua sintética y en agua de residuo industrial con una
concentracion de cadmio, logrando en Pseudomonas putida, una mayor
eficiencia en la reduccion de cadmio de hasta 93 g mg/L ™%, después de un proceso
de 4 dias en biorreactores a una temperatura de 30°C. En el presente estudio se
demostré un porcentaje de bioacumulacion de 80% a una temperatura de 30°C
logrando reducir un promedio de 3.2 ppm, durante un proceso de 10 dias.

Tabla 10: Concentracidn inicial y final de cadmio en cada tratamiento, mas el porcentaje de
eficiencia de bioacumulacién de cadmio en cada tratamiento.

Blanco 25°C 30°C
Inicial 3.8 3.79 3.79
Final 1.53 0.91 0.41
% Eficiencia 59.7 % 76 % 89.2 %

Como resultado final de los tratamientos podemos decir que nuestro tratamiento
blanco tuvo una eficiencia de 59.7% a una temperatura ambiente 17+3, como se
logra visualizar en la tabla 10, nuestro tratamiento a 25°C se obtuvo una

eficiencia de bioacumulacién de 76% y finalmente nuestra temperatura éptima
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para la bioacumulacion de cadmio fue de 30°C, logrando una bioacumulacién
promedio de 89.2%

Analizaremos a continuacion la variacion de los resultados en la hora 288 de los

tratamientos de bioacumulacion de cadmio. Que es la hora final del proceso de los

tratamientos de bioacumulacion de cadmio. Cabe mencionar que N= nimero de

repeticiones del tratamiento, en los 3 tratamientos suman un total de 9

repeticiones.

4.1.6. Andlisis Estadistico

Tabla 11. Datos estadisticos del analisis de resultados de la bioacumulacion de cadmio de los

tratamientos: control, 25°C y 30 °C a la hora 288 de los tratamientos

959% del intervalo de

Desv. Desv. confianza para la media
N Media Desviaci _ .

n Error Limite Limite

inferior superior

Control 3 1,5367 ,02082 ,01202 1,4850 1,5884
25°C 3 ,9133 ,00577 ,00333 ,8990 9277
30°C 3 4133 ,00577 ,00333 ,3990 4277
Total 9 ,9544 ,48752 ,16251 ,5797 1,3292
A continuacion, haremos el analisis ANOVA de los tratamientos de

bioacumulacion de cadmio y sus réplicas en la hora 288.

Tabla 12. Datos de maximos y minimos de concentracion de cadmio, de los tratamientos de

bioacumulacion de cadmio a 252C, 30%C y control a la hora 288

Minimo Maximo
Control 1,52 1,56
25°C 91 92
30°C A1 A2
Total A1 1,56

En la tabla 16, se muestran los datos de maximos y minimos de concentracion de

cadmio en la hora 288 del tratamiento de bioacumulacién de cadmio, tal como se

ve el dato minimo de concentracion de cadmio lo tiene la temperatura 30°C.

Corroborando asi con el andlisis de maximos y minimos, que la temperatura

Optima para la bioacumulacion de cadmio es el tratamiento de bioacumulacién a

30°C.
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Tabla 13. ANOVA del disefio factorial de los tratamientos de bioacumulacion de cadmio:
temperatura ambiente, 25°C y 30 °C, a la hora 288

Suma de al Media F Sig.
cuadrados cuadratica
Entre grupos 1,900 2 ,950 5701,2 ,000
67
Dentro de ,001 6 ,000
grupos
Total 1,901 8

En la tabla 13, se muestra el analisis de varianza (ANOVA) de los tratamientos de

bioacumulacion en entre grupos y dentro de grupos, con un nivel de significancia

del 5%.

El valor P, resulto estar dentro de la significancia estadistica, (valor p=0.000 <
0.05). Esto significa que los tratamientos de bioacumulacion de cadmio en la hora

288 tienen diferencias significativas en la concentracién de cadmio.
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3,00

2,50

2,00

1,50

1,00

concentracion de cadmio (ppm)

0,50

0,00
-50

Figura 13. Curva de reduccion de cadmio en los distintos tratamientos realizados. Grafica de

Utilizando el programa SPSS 25 y el programa Excel 2019 se obtuvo como
resultado al 95% que el tratamiento a temperatura de 30°C es capaz de

bioacumular cadmio a un 80.2%, después de 10 dias de tratamiento, en cual se
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llegd a reducir a 0.41 mgCd/L(ppm) de una muestra inicial de 3.8 mgCd/L(ppm),
por lo tanto, en el tratamiento de una temperatura de 25°C, se encontré en un

segundo subconjunto que llego a reducir a 0.91 mgCd/L (ppm) por 10 dias.

4.1.7. Determinacién de concentracion proteica
Para la curva de calibrado se realizaron las siguientes diluciones
Tabla 14: Solucién de Bradford para la curva de calibrado de concentracion proteica.

Tubo BSA 10mg/ml (ul) H.0 (ul) Concentracion

(mg/ml)
Blanco 0 500 0
Tubo 1 25 475 0.5
Tubo 2 50 450 1
Tubo 3 75 375 2.5
Tubo 4 125 250 5
Tubo 5 375 125 7.5
Tubo 6 500 0 10

Se procedio a leer en espectrofotometro a 595 nm. Después de 30 min
4.1.7.1. Método de Bradford
Se presenta los datos de la proteina que se expresa ante la presencia del cadmio
para atraparlo dentro de la bacteria. A continuacion, en la Tabla 15 se visualiza la

concentracion de la proteina en los tratamientos de 25°C y 30°C.

Tabla 15: Concentracion de proteina en los tratamientos de 25° y 30°C.

25°C 30°C
Tubo | Proteina (mg/ml) | Desv. Estandar = Proteina (mg/ml) Desv. Estandar
1 0.44 0.069935685 0.71 0.112583302
2 0.76 0.101908456 0.95 0.077783889
3 1.63 0.256678788 2.15 0.120253898
4 2.53 0.165506294 3.52 0.450526729
5 3.99 0.103452082 4.99 0.273119632
6 7.17 0.386797535 8.04 0.071923571

4.1.7.2.Concentracion de Proteina vs Bioacumulacién 25°C

Teniendo en cuenta que la bioacumulacion es un mecanismo de resistencia a
Cadmio, por medio de las proteinas. Se pretende determina la correlacion que

hay entre la reduccion de cadmio y la concentracion de proteinas.
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GRADO DE CORRELACION DE
BIOACUMULACION Y PROTEINA

3,5 y =-0,4732x + 3,5873
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Figura 14. Grafica de Correlacion de bioacumulacion vs proteina a 25°C

4.1.7.3. Concentracién proteica vs bioacumulacién a 30°C
Con los datos obtenidos en el tratamiento de 30°C se procedié a
realizar la grafica concentracion de cadmio (ppm) con la

concentracion de proteina (gm/ml)

GRADO DE CORRELACION DE
BIOACUMULACION Y PROTEINA

3,5 y =-0,4335x + 3,7564
3 R?=0,9713
£
a 2,5
o
o
e 2
=
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(@]
1
0,5

0
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00 8,00 9,00

PROTEINA mg/ml

Figura 15. Gréfica de Correlacion de bioacumulacion vs proteina a 30°C

Se puede observar una mayor correlacion de Proteina — bioacumulacion, en la
réplica de 30°C. Determinando asi que, a mas concentracion de proteina, hay un

mayor porcentaje de reduccién de Cadmio.
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La concentracion de proteinas esta correlacionado con el porcentaje de
bioacumulacion a 30°C, llegando a una correlacion de hasta 0.98 a diferencia de
la correlacion hasta 0.95 en 25°C. Se puede decir ademas que la concentracion de
proteinas esta estrechamente relacionada con el porcentaje de bioacumulacién de

cadmio, este a su vez relacion con la cantidad de biomasa microbiana producida.
4.1.8. Neutralizacion de cadmio

La cal hidratada es uno de los componentes mas comunes usados para
neutralizar los contaminantes producto de las mineras, son muchos los
factores que influyeron para un correcto resultado de neutralizacion.
Como temperatura, concentracion de la cal, la agitacion, el pH, el tiempo
de exposicién a la cal. Considerando estos factores importantes se puede

lograr una neutralizacion de hasta un 98%.

Se filtra el sobrenadante con papel filtro simple, y la cal s6lida que contiene
los solidos disueltos de la muestra seré llevada al PROMAS, una entidad

encargada de brindar servicios ambientales.

Figura 16. Proceso de Neutralizacion con Cal Hidratada

La cal hidratada es una base fuerte, considerada uno de los alcalinizantes
mas econdmicos, de facil adquisicion (Lozano, 2006; Torres et al. 2008) y
mas utilizado para neutralizar los contaminantes libres, elevando la
alcalinidad para ajustar el pH de agua adecuado. Con el método de

bioacumulacion se logré concentrar el cadmio presente en muestras de
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agua de rio, para posteriormente neutralizarla con cal hidratada,
reduciendo asi el gasto de cal hidratada y reduciendo la contaminacion,

que haciéndolo directamente.

V. CONCLUSIONES

Segun los analisis realizados en la Universidad Nacional de Trujillo en las
instalaciones del Laboratorio LASACI, la muestra recolectada de efluentes
mineros vertidos en el valle de Chuquicara, llega a una concentracién de 3.80 ppm
de cd, siendo altamente tdxicos para la poblacion de la zona. Segln la Autoridad
Nacional del Agua, la concentracion permisible en rios y lagos es de 0.003ppm de
cd.

La prueba de resistencia de cd con concentraciones de 144 ppm y 445ppm en P.
putida aislada de efluentes mineros vertidos en el valle de Chuquicara, se
demostro que la concentracion de 144 ppm es tolerable para la bacteria, mientras
que la concentracion de 445 ppm, no se evidenci6 resistencia. Concluyendo asi
que la concentracion de 445 ppm de cadmio es toxica para P. putida.

En el ensayo de bioacumulacion con células vivas y bioadsorcion con células
secas, se demostrd que en el proceso de bioacumulacion P. putida se logré una
reduccion de cadmio acabo de 5 dias de 2.05 ppm, mientras que el proceso de
bioadsorcion se obtuvo una concentracion 0.03 ppm de cadmio. Demostrando asi
que el proceso de bioacumulacién con P. putida es Unicamente viable como
células vivas. Segun la teoria, se puede concluir ademas que el proceso de
bioacumulacion actia como un mecanismo de resistencia a los metales pesados,
es un proceso propio de P. putida.

Los datos obtenidos de los tratamientos de 25°C y 30°C del rendimiento biomasa
obtenida fue de 0.147 y 0.167 respectivamente para cada tratamiento. En ambos
casos de evidencio un crecimiento bacteriano pero el que destaco es el tratamiento
de 30°C.

Realizados los ensayos en P. putida a temperaturas de 25°C y 30°C, se muestra
como resultado una mayor bioacumulacion de cadmio a 30°C, siendo una
temperatura Optima de P. putida logrando una reduccién promedio del metal

pesado en 0.5 ppm adicional, a diferencia del tratamiento a 25°C.
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Se concluye a traves del trabajo de investigacion que la temperatura Optima para
lograr un mayor porcentaje de bioacumulacién de 30°C, logrando bioacumular un
total de 80%.

VI. RECOMENDACIONES

Para la toma de muestra del agua de rio contaminado, se recomienda tomar las
medidas adecuadas de seguridad, como guantes, zapatos antideslizantes, ademas
un brazo muestreador para zonas empinadas en el rio, un GPS para la
identificacion exacta del lugar a muestrear y frascos de polipropileno.

Se recomienda realizar técnicas de biologia molecular en un laboratorio
certificado, para su identificacion y codificacion de la bacteria P. putida para darle
mayor fiabilidad al proyecto de investigacion.

Se sugiere realizar la prueba de resistencia de la bacteria con el cloruro de cadmio
con diferentes concentraciones superiores a 140ppm en un rango de 10 a 20ppm
de diferencia. Para determinar la capacidad maxima de resistencia de cloruro de
cadmio. Asi mismo evaluar su cinética de crecimiento en las distintas
concentraciones para evaluar la reaccion de P. putida ante elevadas
concentraciones.

Para las proximas investigaciones en este campo, se recomienda realizar el ensayo
in situ, para determinar la eficiencia de P. putida en condiciones climéticas
variadas. Utilizando metodologias como la inmovilizacion de bacterias

empleando esferas de alginato.
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VIIl. ANEXOS
Anexo 1: 7.1.1. Datos de Absorbancia Cinética de crecimiento de Replicas I, 1y ll1 de 25y
30°C
REPLICA [REPLICA
riempo. | Horas[REPLICA|REPLICA|REPLICAII REFLICA\ ™ 3y T

30°C 30°C
0 0 0 0 0 0 0 0
1 12 0.054 0.056 0.061 0.061 0.069 0.067
2 24 0.149 0.147 0.152 0.163 0.165 0.183
3 36 0.259 0.254 0.264 0.356 0.341 0.365
4 48 0.562 0.546 0.567 0.631 0.635 0.704
5 60 0.968 0.945 1.012 1.31 1.235 1.345
6 72 1.256 1.245 1.324 1.547 1.523 1.634
7 84 1.546 1.534 1.615 1.881 1.835 1.923
8 96 2.256 2.234 2.314 2.73 2.605 2.812
9 108 2.884 2.876 2.912 3.313 3.124 3.456
10 120 3.546 3.596 3.534 3.856 3.824 3.912
11 132 4.335 4.342 4.332 4.14 4.62 4.52
12 144 4.602 4.596 4572 4,933 5.023 5.043
13 156 4.682 4.694 4.612 5.102 5.363 5.253
14 168 4,712 4,702 4,712 5.35 5.523 5.496
15 180 4.731 4,71 4.842 5.503 5.613 5.621
16 192 4.85 4.83 4.923 5.713 5.701 5.792
17 204 4,981 4.94 5.123 5.799 5.812 5.912
18 216 431 4.304 4.296 5.483 5.423 5.492
19 228 3.823 3.95 3.735 4.915 4.912 4.902
20 240 3.123 3.234 2.958 4.32 4.572 4.103
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Anexo 2: Datos de biomasa y sustrato expresado en g/L de Replicas I, 1l y 111 de 25°C

Tiempo tiempo 25°C Replica | 25°C Replica ll 25°C Replica Il
(Hora) X(g/L) S(g/L) X(g/L) S(g/L) X(g/L) S(g/L)
0 12 0.082 11.865 0.078 11.961 0.071 11.769
2 24 0.148 11.413 0.147 11.517 0.152 11.308
4 48 0.584 10.156 0.546 10.311 0.567 10.002
6 72 1.298 9.115 1.245 9.282 1.324 8.948
8 96 2.269 6.549 2.234 6.414 2.314 6.683
10 120 3.583 4.291 3.596 4.378 3.534 4.203
12 144 4.509 3.739 4.596 3.763 4.572 3.714
14 168 4.784 3.524 4,702 3.735 4,712 3.313
16 192 4.892 3.078 4.83 3.334 4,923 2.822
18 216 4.366 2.410 4,304 2.759 4.325 2.061
24 312 1.821 0.859 1.623 0.732 1.712 0.512
Anexo 3: Datos de biomasa y sustrato expresado en g/L de Replica |, 11 y 111 de 30°C
Tiempo tiempo 30°C Replica | 30°C Replica ll 30°C Replica lll
(Hora) X(g/L) S(g/L) X(g/L) S(g/L) X(g/L) S(g/L)
0 12 0.092 11.784 0.089 11.750 0.091 11.818
2 24 0.172 11.321 0.165 11.462 0.183 11.180
4 48 0.688 10.055 0.635 10.641 0.704 9.469
6 72 1.602 8.775 1.523 9.090 1.634 8.459
8 96 2.746 6.038 2.605 6.294 2.812 5.782
10 120 3.824 3.803 3.824 3.681 3.912 3.924
12 144 4.982 2.514 5.023 2.384 5.043 2.644
14 168 5.493 1.974 5.523 1.947 5.496 2.001
16 192 5.759 1.546 5.701 1.600 5.792 1.493
18 216 5.445 1.043 5.485 1.013 5.417 1.074
24 312 2.121 0.253 2.023 0.194 1.912 0.312

Anexo 4: Datos de concentracion proteica del tratamiento a 25°C

1 Replica 25°C 2 Replica 25°C 3 Replica 25°C
Tub | Absorban | Concentraci | Absorban | Concentraci | Absorban | Concentraci
0 |[cia on (mg/ml) |cia on (mg/ml) |cia on (mg/ml)
1 0.018 0.5 0.013 0.361 0.016 0.444
2 0.035 0.778 0.029 0.644 0.038 0.844
3 0.053 1.577 0.047 1.399 0.064 1.905
4 0.091 2.708 0.08 2.381 0.084 2.5
5 0.143 4.109 0.138 3.966 0.136 3.908
6 0.252 7.2 0.237 6.771 0.264 7.543
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Anexo 5: Datos de concentracion proteica del tratamiento a 30°C

1 Réplica 30°C 2 Réplica 30°C 3 Reéplica 30°C
Tubo | Absorbancia Concentracion Absorbancia Concentracion Absorbancia Concentracion

(mg/ml) (mg/ml) (mg/ml)

1 0.021 0.583 0.028 0.778 0.028 0.778

2 0.039 0.867 0.043 0.956 0.046 1.022

3 0.068 2.024 0.073 2.173 0.076 2.262

4 0.101 3.006 0.125 3.72 0.129 3.839

5 0.164 4,713 0.174 5 0.183 5.259

6 0.284 8.114 0.279 7.971 0.281 8.029

Anexo 6: Preparacion del Reactivo BRADFORD

Disolver 5mg de azul comassie en 2,5 ml de etanol 96%.

Afadir 5 ml de acido ortofosforico 85%.

Diluir hasta 50 ml con H20 destilada

Dejar reposar 24 horas en oscuridad y filtrar dos veces con papel

de filtro “conservar en botella oscura no mas de 15 dias”

Anexo 7: Preparacion del Reactivo DNS

Agregar 30 gr de tartrato de sodio y 35 ml H20 destilada en un

vaso de precipitacion
Agregar el agitador magnético al vaso precipitado
Agregar 1 gr de DNS y 20 ml de H20
Llevar a una fiola y aforar a 100 ml
El frasco se guarda en refrigeracion.

Anexo 8: Preparacion de caldo Nutritivo

Pesar 1gr de pluripeptona y 0.6 gr de extracto de carne
Suspender los componentes en 200 ml de H2O destilada
Esterilizar en la autoclave 118-121°C durante 15 min.
El medio es ajustado a un pH7

Anexo 9: Preparacion de NaOH 20%

Segun la concentracion 10 gr de NaOH por cada 100 ml de solucion
NaOH =100 ml *(10 gr NaOH/ 100 ml) = 10 gr NaOH
20 gr NaOH disolver en 20 ml de H20O destilada

Aforar a 100 ml con un pH 7

Anexo 10: Preparacion de agar nutritivo

Pesar 0.12 gr de extracto de carne, 0.4 gr peptona, 0.16 gr agar y 0.2

cloruro de sodio.

Suspender los componentes en 40 ml de H20.
Reposar 5 min y calentar con agitacion frecuente.
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e Esterilizar en la autoclave 118-121°C durante 15 min.

Anexo 11: Muestras para el analisis de absorcion atémica y para lectura en espectrometria de
luz visible en muestras de 30°C

Anexo 12: Simulacién de Cinética de crecimiento vs consumo de sustrato en Software
Mathematica del tratamiento 25°C
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Anexo 12: Simulacién de Cinética de crecimiento vs consumo de sustrato en Software
Mathematica, tratamiento 30°C
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Anexo 13: Curva de calibrado DNS, absorbancia vs concentracion g/L

Curva de Calibrado DNS

y =0,5726x - 0,0895
R*=0,9965
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Anexo 14: Datos de absorbancia para determinar curva de calibracion para DNS

Tubo N° Sol. H20 DNS concentracion = concentracion Absorbancia
Madre g/ml g/L
1 0 0.5 0.5 0 0 0
2 0.1 0.4 0.5 0.0024 2.4 1.392
3 0.2 0.3 0.5 0.0048 4.8 2.436
4 0.3 0.2 0.5 0.0072 7.2 3.93
5 0.5 0 0.5 0.012 12 6.912

Anexo 15:Datos de absorbancia obtenidos de espectrofotémetro de luz visible, para curva de

calibrado.

Tubo Concentracién Absorbancia
(mg/ ml)

Blanco 0 0

Tubo 1 0.5 0.018
Tubo 2 1 0.045
Tubo 3 2.5 0.084
Tubo 4 5 0.168
Tubo 5 75 0.261
Tubo 6 10 0.350

Anexo 16: Curva de calibrado para método Bradford, absorbancia vs concentracion mg/ml.
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Anexo 17: Reporte de analisis de Replica I, tratamiento a 25°C y 30°C

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
LABORATORIO DE SERVICIOS A LA COMUNIDAD E INVESTIGACION

LASACI
REPORTE DE ANALISIS

SOLICITANTE : DURAND MORENO RUTH JACQUELINE

MUESTRA : AGUA DE Rio

PROCEDENCIA : CHIMBOTE - RfO SANTA

INGRESO DE MUESTRA : 06 DE AGOSTO DEL 2018

MUESTRA (REPLICA I) METODO mg Cd/L

M1 25°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA 3.78 ppm
M2 25°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA 3.42 ppm
M3 25°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA 2.87 ppm
M4 25°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA 2.32 ppm
M5 25°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA 1.94 ppm A
M6 25°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA 092 ppm |
M7 25°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA 0.91 ppm

| MUESTRA (REPLICA I) METODO mg Cd/L
M1 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA 3.78 ppm
M2 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA 3.18 ppm
M3 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA 2.65 ppm
M4 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA 2.06 ppm
M5 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA 1.52 ppm
M6 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA 0.45 ppm
M7 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA 0.41 ppm

Trujillo 11 de Agosto del 2018

AGUAS - SUELOS - ALIMENTOS - MINERALES - ACEITE - CARBON - CAL
FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA
A 949959632 - RPM: *0056432 - RPC: 949119298
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Anexo 18: Reporte de anlisis de la réplica 1, del tratamiento de 25y 30°C

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
LABORATORIO DE SERVICIOS A LA COMUNIDAD E INVESTIGACION

LASACI
REPORTE DE ANALISIS

SOLICITANTE : DURAND MORENO RUTH JACQUELINE

MUESTRA : AGUA DE Rio

PROCEDENCIA : CHIMBOTE - RiO SANTA

INGRESO DE MUESTRA : 23 DE NOVIEMBRE DEL 2018

MUESTRA (REPLICA II) METODO | mg Cd/L
M1 25°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 3.80 ppm
M2 25°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 3.36 ppm
M3 25°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 2.81 ppm
M4 25°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 2.36 ppm
M5 25°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 1.85 ppm
M6 25°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 0.93 ppm
M7 25°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 0.92 ppm
MUESTRA (REPLICA III) METODO | mg Cd/L

M1 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 3.80 ppm
M2 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 3.32 ppm
M3 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 2.79 ppm
M4 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 2.35 ppm
M5 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 1.87 ppm
M6 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 0.93 ppm
M7 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 0.91 ppm

Trujillo 28 de noviembre del 2018

AGUAS - SUELOS - ALIMENTOS - MINERALES - ACEITE - CARBON - CAL
FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA
R 049959632 - RPM: *0056432 - RPC: 949119298
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Anexo 19: Reporte de analisis de la réplica lll, del tratamiento de 25°Cy 30°C

UNIVERSIDAD NACIONAL DE TRUJILLO
LABORATORIO DE SERVICIOS A LA COMUNIDAD E INVESTIGACION

LASACI

REPORTE DE ANALISIS

SOLICITANTE : DURAND MORENO RUTH JACQUELINE

MUESTRA : AGUA DE Rio

PROCEDENCIA : CHIMBOTE - RiO SANTA

INGRESO DE MUESTRA : 23 DE NOVIEMBRE DEL 2018

MUESTRA (REPLICA II) METODO ' mg Cd/L
M1 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 3.80 ppm
M2 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 3.24 ppm
M3 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 2.78 ppm
M4 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 2.05 ppm
M5 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 1.39 ppm
M6 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 0.44 ppm
M7 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 0.42 ppm
MUESTRA (REPLICA III) METODO | mg Cd/L

M1 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 3.80 ppm
M2 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 3.29 ppm
M3 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 2.76 ppm
M4 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 2.05 ppm
M5 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 1.46 ppm
M6 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 0.44 ppm
M7 30°C ABSORCION ATOMICA- LLAMA | 0.41 ppm

Trujillo 28 de noviembre del 2018

AGUAS - SUELOS - ALIMENTOS - MINERALES - ACEITE - CARBON - CAL
FACULTAD DE INGENIERIA QUIMICA
R 949959632 - RPM: *0056432 - RPC: 949119298
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