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RESUMEN

El arsénico es un metaloide presente en el agua y estd asociado a la acti-
vidad de extraccién de metales preciosos como residuo, que puede migrar
facilmente al medio ambiente y representar un riesgo para la salud humana.
La exposicién prolongada al arsénico en el agua potable y fuentes de agua se
ha vinculado con canceres y enfermedades no cancerosas. Por otro lado, la
Pseudomona aeruginosa es una bacteria que ha demostrado adaptarse a di-
ferentes condiciones ambientales y puede utilizar una amplia gama de com-
puestos organicos como fuente de carbono y energia. El estudio se enfoca en
la capacidad de una solucion de P. aeruginosa para eliminar arsénico en so-
luciones de agua sintética. Los resultados indican que, después de tres dias
de exposicion, este tratamiento logroé reducir la concentracion de arsénico de
0.1ppm a 0.05ppm lo que sugiere un potencial efectivo para la eliminacién de
arsénico en aplicaciones practicas futuras.
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ABSTRACT

Arsenic is a metalloid found in water and is associated with precious metal
extraction activities as a residue, which can easily migrate to the environ-
ment and pose a risk to human health. Prolonged exposure to arsenic in drin-
king water and water sources has been linked to cancers and non-cancerous
diseases. On the other hand, Pseudomonas aeruginosa is a bacterium that
has demonstrated its ability to adapt to various environmental conditions
and can utilize a wide range of organic compounds as a source of carbon
and energy. The study focuses on the capability of a P. aeruginosa solution
to remove arsenic from synthetic water solutions. The results indicate that,
after three days of exposure, this treatment successfully reduced the arsenic
concentration from 0.1 ppm to 0.05 ppm, suggesting effective potential for
arsenic removal in future practical applications.

Keywords: Bioremediation, arsenic, Pseudomonas, contamination.
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INTRODUCCION

Arsénico

El arsénico es un metaloide que se encuentra en promedio entre 2 y 5 mg/kg
en el suelo y estd asociado principalmente con rocas volcanicas y sedimen-
tarias en forma de compuestos inorganicos, es un elemento altamente toxico
que causa diferentes enfermedades (Salas et al, 2020). Se combina con otros
elementos como el oxigeno, el cloro o el azufre para formar compuestos de
As inorgénico y organico con hidrégeno o carbono. Asi, los compuestos de As
se pueden clasificar en 3 grupos: inorganicos, organicos y gas arsina. (Mag-
dalena Montalva Redon, 2016).

La distribucién y contaminacion del arsénico son causadas por procesos
naturales y provocados por el hombre, el problema es que migra facilmente
al medio ambiente. (Baird, C. 2018). Las altas concentraciones de arsénico
en el agua y el suelo se han convertido en un problema mundial porque la
exposicién prolongada a este tipo de metal puede causar severos dafios a la
salud. (Edelweiss Rangel Montoya, 2015).

La disponibilidad de metales pesados en el suelo y a los ecosistemas acua-
ticos y en relativamente menor medida a la atmdsfera en forma de particulas
o vapores. Un aumento en su uso en en la industria y la agricultura, asi como
en tecnologia e incluso en compuestos para uso doméstico resulté en una ma-
yor exposicién humana este elemento. (de la Torre et al, 2021). Actualmente
se acepta generalmente que la distribucién, movilidad, biodisponibilidad y
toxicidad de los elementos quimicos no dependen de su concentracién total,
sino mas bien de su forma quimica. (Juan José Vicente, 2010).

La exposicion al arsénico en el agua potable se ha relacionado con cance-
res de piel y viscerales, asi como con efectos no cancerosos como diabetes,
neuropatia periférica y enfermedades cardiovasculares (Barrera et al, 2020).
Las personas pueden estar expuestas al arsénico a través de: Inhalacidn, in-
gesta de alimentos y bebida de agua, especialmente en algunos lugares don-
de el agua contiene minerales que contienen arsénico. (Herrera et al, 2014).
Pseudomonas

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gramnegativa que causa mu-
chas infecciones se asocian principalmente con el entorno hospitalario, el
potencial patogénico proviene de su produccion, una serie de factores de
virulencia, formacién de biopeliculas y resistencia antibiéticos; vive en una
variedad de ambientes, incluidos terrestres, acuaticos y animales, humano y
relacionados con las plantas. (Zurita, 2018).

Schroeter aislé por primera vez Pseudomonas aeruginosa de muestras
ambientales en 1872. Dado que las colonias de P. aeruginosa estan pigmenta-
das, el nombre de la especie proviene de la palabra (aeruginosa), que signi-
fica "color cobre oxidado", refleja el caracteristico color azul verdoso de las
colonias debido a produccién de pigmentos, este bacilo aerébico gramnegati-
vo es metabdlicamente muy versatil, capaz de utilizar més de 80 compuestos
organicos como fuente de carbono y energia. Es oxidasa positiva y puede
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crecer por encima de los 42°C, aunque las cepas se clasifican como estricta-
mente aerdbicas, algunas pueden crecer anaerébicamente desnitrificando o
fermentando compuestos como la arginina o el piruvato. (Lidia Ruiz Marti-
nez, 2007).

Segun Yosuke Tashiro et al (2013) P. aeruginosa causa enfermedades en
plantas y animales. Por lo tanto, se sabe que esta bacteria es muy adaptable
y tiene diferentes caracteristicas fenotipicas que le permiten vivir en dife-
rentes condiciones ambientales".

Segun Wibowo et al (2020) Pseudomonas aeruginosa es un patégeno hu-
mano oportunista que causa infecciones agudas y cronicas devastadoras en
personas inmunodeprimidas. Su notable persistencia en entornos clinicos se
debe a su capacidad para formar biopeliculas resistentes a los antibioticos.

En cuanto al tratamiento de este metal pesado, existen estudios globales
donde los microorganismos juegan un papel fundamental. Debido a su expo-
sicién y a los compuestos derivados de Arsénico hay una presion selectiva
para que los microorganismos adquieran diversos sistemas de tolerancia al
metal. (Serrato y Cervantes, 2017). Dentro de los estudios de remocién de
metales pesados se encontré que la P. aeruginosa puede remover en su tota-
lidad y tolerar As en altas concentraciones. (Layza & Polo, 2018).

El objetivo de esta investigacion es determinar los niveles de remocion
de arsénico en solucién acuosa sintética mediante el tratamiento con una
solucién bacteriana de Pseudomonas Aeruginosa a condiciones controladas
de laboratorio para establecer un precedente en investigaciones con aplica-
ciones practicas a futuro.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de Pseudomonas aeruginosa

Se tomd muestras de lodo del estero El Macho, ubicado en la cuidad de Ma-
chala, Ecuador. Se us6 el lodo como indculo para cultivar en agar cetrimide
como medio de cultivo selectivo. Los indculos fueron preparados diluyendo
un gramo de muestra de lodo en 100 ml de agua destilada y agitados a 100
rpm durante 30 minutos para homogeneizar la soluciéon. Luego de agitar se
tomé 1ml de la solucion y se diluyé en 9 ml de agua destilada. Se homogenizé
la solucion de 10ml y se toma 1ml para inocular en una caja Petri preparada
con agar cetrimide, se realiza la siembra en 3 cajas Petri en total. Se incubd
en una estufa las cajas a 45°C durante 3 dias hasta observar un crecimiento
bacteriano notable.
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Figura 1 Aislamiento e incubacion de Pseudomonas Aeruginosa

Incubacion en caldo enriquecido

Se prepar¢ el caldo enriquecido en un matraz esterilizado de 500 ml y se
mezcla 2g de polvo de caldo de gallina con 200 ml de agua destilada. Se lleva
a ebullicién al caldo durante 5 minutos y se vierten en recipientes estériles
de vidrio de 15 ml.

Luego, con un ansa se realizé la siembra en el caldo enriquecido de las
cajas con agar selectivo, se realiza un raspado superficial en un ambiente es-
téril y se siembra en el medio liquido. Los recipientes que contienen el caldo
enriquecido y el indculo se conservo a 45 °C durante 3 dias.

Mezcla con arsénico
A partir de una solucién patréon de 10 ppm de As se prepara una solucion de
0.2 ppm de As con agua destilada.

Después se toman 15 ml de la solucién de As a 0.2 ppm y se mezcla con 15
ml del cultivo enriquecido en recipientes estériles. Se toma en cuenta que al
diluir 15 ml de la solucién 0.2 ppm de As con 15 ml de caldo enriquecido la
concentracién de arsénico baja a la mitad teniendo una concentracidén inicial
nueva de 0.1 ppm.

Se incuba la mezcla en la estufa a 45 grados Celsius durante 3 dias.
Determinacion de arsénico

Se utilizé un test de arsénico MQuant® siguiendo las especificaciones y pro-
cedimiento recomendado por el fabricante.
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Figura 2 Test de arsénico MQuant®

RESULTADO Y DISCUSION

Se diluy6 la muestra inicial de As 0.2 ppm a una concentraciéon de 0.1 ppm y
se midio con el test de As, corroborandose que efectivamente se encontraba
a esa concentracion mediante la colorimetria del test. Mientras que, al medir
los niveles de arsénico del agua con el tratamiento de pseudomonas se obtu-
vo una lectura de 0.05 ppm.

Figura 3 Determinacion de arsénico en muestra usando el test de arsénico

Figura 4 Resultados del test de arsénico del patrén inicial y el agua tratada respectivamente.
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Teniendo en cuenta que la concentracion total de As en el agua antes del
tratamiento fue de 0.1 ppm y que la concentracién final de As después del
tratamiento fue de 0.05 ppm se puede inferir que el tratamiento tiene una
efectividad del 50% de reduccién de As después de 72 horas de accion de las
pseudomonas.

iy Co— G
%Remocion = C - 100%
0

0.1ppm — 0.05ppm
%Remocion = ppOTZWPP 100%

%Remocion = 50%

Es importante saber también que existe un error de medicién implicito en la
medicion de arsénico, sin embargo, no es tomado en cuanta debido a la falta
de esta informacién proporcionada por el fabricante del test de arsénico.

Mientras que otros estudios muestran una capacidad de remocién de
As del 60% (Pellizari et al., 2015) despues de largos tiempos de aplicacién,
mientras que el actual estudio muestra un tiempo de aplicaciéon de 3 dias y
muestra rsultados cercanos al obtenido por los autores anteriormente cita-
dos. Esto puede deberse a que la carga bacteriana inoculada dentro del agua
sintética fue alta en relacion a la cantidad de arsénico que se utilizé como
inicio de experimentacion que fue de 0.1 ppm.

CONCLUSION

El tratamiento de una solucién acuosa de arsénico con una soluciéon bacte-
riana de Pseudomonas aeruginosa es posible y muestra una reduccién en la
concentracién del metal pesado en condiciones controladas de temperatura
y tiempo de accion.

El potencial oxidativo del tratamiento con Pseudomonas de arsénico en
agua es grande y ha demostrado tener una eficiencia de al menos el 50% de
remocion de As durante tres dias de tratamiento demostrando la posibilidad
de dar paso a la experimentacion local en muestras de agua de cuerpos hi-
dricos con altas concentraciones de arsénico y poder estudiar métodos de
biorremediacién con Pseudomonas Aeroginosa aplicables a escala real.
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