CAPITULO 1: INTRODUCCION

1.1Formulacion del problema:

El arsénico (As) es un elemento quimico que est4 en la naturaleza en
distintas formas; muy pocas veces se lo encuentra en forma sélida y se lo puede
hallar en plantas y animales en su forma organica que es la menos téxica. La
mayoria de las veces el arsénico se combina con el oxigeno, cloro y azufre para
formar compuestos inorganicos de arsénico que son mucho mas toxicos. Cuando
nos enfocamos principalmente en las aguas destinadas para el consumo humano,
el arsénico generalmente proviene de pozos profundos donde existe pirita o
arsenopirita (combinacion de hierro, azufre y arsénico), aunque muchas veces
también proviene de fuentes de agua geotermal como sucede en la laguna de
Papallacta, Ecuador. En el mundo actualmente existen muchas poblaciones que
consumen agua contaminada con arsénico que proviene de acuiferos que
generalmente se encuentran en su camino con pirita 0 arsenopirita como se indica

en la figura 1.1.
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Figura 1.1: Distribucion mundial del Arsénico en Acuiferos (Lillo, 2003).




En Ecuador se han realizado estudios a lo largo de varios rios y acuiferos
gue muestran la presencia de arsénico en sus aguas. Cumbal, Aguirre, Murgueitio,
Tipan, Chavez, y Poma, 2006; dentro del proyecto Origen del Arsénico en las
Aguas y Sedimentos de la Laguna de Papallacta, Estudio Preliminar indican que
en la laguna de Papallacta se encuentran concentraciones de Arsénico entre 390 y
10560 pg/L. En los rios que desembocan en la laguna de Papallacta, como por
ejemplo, el rio Sucus, se encuentran concentraciones de hasta 25 pg/L mientras
que en el rio Tambo se encontraron concentraciones de hasta 149 ug/L en la
cuenca baja y, en la cuenca alta, concentraciones de hasta 698 pg/L. Se han
propuesto varias técnicas para reducir el arsénico del agua tanto de origen natural
como antropogénico, no obstante, la inmensa mayoria suponen un alto coste a la
vez que un complicado uso Yy mantenimiento como por ejemplo
coagulacionf/filtracion, que necesita de algunos pasos antes de lograr remover la
totalidad del arsénico (V) presente en el agua; el tipo, la dosis del coagulante y el
pH influyen en la eficiencia del proceso; los precios de las resinas de intercambio
i6nico son muy elevados en Ecuador dado que los precios de importacion son
altos. Una solucion al problema es crear biofiltros con materiales baratos y que se
puedan conseguir dentro del pais facilmente y mejor aun si son materiales de
desecho de algun proceso. Las cianobacterias son una opcion ya que son faciles
de cultivar porque no necesitan de gran cuidado sino solamente de un fotoperiodo
gque puede ser la luz diaria y la noche ademas de cantidades pequefias de

nutrientes.

La norma de la Organizacion Mundial de la Salud permite una
concentracion maxima de Arsénico en aguas destinadas para el consumo humano
de 10 pg/L, lo cual confirma que existe un grave problema en el agua que se toma
de la laguna de Papallacta para la potabilizacion y posterior distribucién en la
ciudad de Quito, lo mismo ocurre en distintos sitios del mundo donde las Unicas
fuentes de agua se encuentran contaminadas con este metaloide como se

muestra en la figura 1.1.



1.2 Justificacion del problema

El arsénico (As) es un metaloide muy comldn en rocas y suelos, en la
hidrosfera y la bi6sfera. Es transportado al medio ambiente a través de distintos
procesos naturales como meteorizacion, actividad biolégica, emisiones volcénicas,
asi como procesos antropogénicos, actividad minera, uso de combustibles fésiles,
uso de pesticidas, herbicidas, desecantes, conservadores de la madera y uso
como aditivos de piensos por lo que en muchas ocasiones es inevitable interactuar
con él (Lillo, 2003).

El arsénico es un elemento extremadamente toxico para el organismo
humano. La exposicion a concentraciones altas causa efectos agudos que pueden
llegar a ser letales, por otro lado, la exposicion durante un largo periodo a bajas
concentraciones relativas de arsénico (por ejemplo, por ingestion de agua) tiene
efectos negativos cronicos para la salud, tal como ocurre con el problema del agua
en las poblaciones de Tumbaco y Guayllabamba, las cuales toman agua para su
consumo a partir de un acuifero contaminado con arsénico. La cantidad de
arsénico encontrada en la laguna Papallacta supera largamente lo permitido por
las normas internacionales para fuentes de agua de uso doméstico. En Ecuador
existe una norma sobre la calidad de agua de bebida adoptada en el afio de 1992,
en la que la concentracion permisible de arsénico es de 0.05 mg/L (BVSA, 2004),
pero actualmente la norma se encuentra en 0.01 mg/L segun el Instituto

Ecuatoriano de Normalizacion (INEN, 2009).

La utilizacién de agentes quimicos (6xidos de hierro, sulfato de aluminio)
para la remocion de arsénico de origen natural o antropogénico puede llegar a
contaminar en mayor proporcion existiendo problemas de lixiviacién en sitios

donde son utilizados y causar una desestabilizacion en el ecosistema circundante.



El arsénico, dependiendo de la forma en la que se encuentre, puede tardar
varios afios en degradarse y su presencia en el agua se da en forma de arsénico
pentavalente [As (V)] y, arsénico trivalente [As (IIl)] principalmente. Al tener un
elevado punto de ebullicion (sobre los 600 °C) es imposible que se pueda
evaporar del agua y al momento en que existan elevadas temperaturas, lo que
puede suceder es que el agua se evapore y el arsénico se concentre mas. La
Unica forma de eliminarlo es mediante adsorcion con ciertos materiales producidos
guimicamente y que demandan costos elevados y mucho tiempo al momento de

elaborarlos.

El contar con biosorbentes para arsénico como lo son algunas
cianobacterias abarataria costos de remediacion y en caso de que se contase con
nuevas cepas que tengan una capacidad de adsorcion mucho mas elevada al que
se han conocido en estudios anteriores, sera un aporte cientifico para solucionar
problemas ambientales. El crecimiento de cianobacterias en reactores no
demanda de mucha inversion dado que se pueden usar recipientes de gran
tamafo para el crecimiento masivo de cianobacterias y, ademas, las cantidades
de reactivos utilizadas para la elaboracion de medio de cultivo son minimas. La
energia necesaria para la produccion de cianobacterias es pequefiisima y
equivalente a la de 5 aireadores para pecera que son utilizados para airear un
reactor de 50 L, la energia luminica puede ser aprovechada a partir del sol con un

fotoperiodo luz/oscuridad de 12/12.

Las cianobacterias que no producen toxinas, afectan en forma minima a un
ecosistema en el cual sean aplicadas, ademas ayudan en la oxigenacién de aguas
y a lo largo de donde fluyen aguas con estas cianobacterias la fijacion del
nitrogeno en el suelo serd& mucho mayor permitiendo en ciertos casos el

crecimiento rapido de las plantas (Fay, 1992).



Al probar las cianobacterias seleccionadas para este estudio, con el fin de
disminuir el arsénico de aguas contaminadas, es importante tomar en cuenta que
el proceso puede ser parcial. Si se lograra remover completamente el arsénico o
en una alta proporcion, se podria continuar con una linea. Caso contrario, se
podrian probar otras cianobacterias con el mismo fin tomando en cuenta que en
paises como Japon se han obtenido resultados positivos en la remocion del
arsénico con cianobacterias (Riffat, Mahmun, Sen, 2007). Se podria crear un
biofiltro con cianobacterias ya tratadas para remocion de arsénico e inmovilizadas
en alginato de calcio para asi poder contar con una columna que pueda
regenerarse con acidos y/o bases de acuerdo a la forma de arsénico que se esté

removiendo.

Con esta investigacion se pretende dar el primer paso para el uso de
cianobacterias en el campo de la microbiologia ambiental en los laboratorios de

Biotecnologia y Microbiologia de la Escuela Politécnica del Ejército.

Esta técnica desarrollada a nivel de laboratorio con cianobacterias, podria
ser escalada a una planta piloto, para posteriormente poder ser utilizada en las
plantas potabilizadoras de agua que tengan problemas de contaminacion de agua

con arsénico como es el caso particular de la poblacion de Tumbaco.

Muchos de los ecosistemas son fragiles porque existen especies en peligro
de extincion. Cuando existe contaminacion por arsénico, el consumo del agua se
vuelve muy toxica para las especies, para evitar la intoxicacion de especies en
peligro de extincién se podria disminuir el arsénico presente en el agua que beben

hasta menos de 10 pg/L, con cianobacterias debidamente estudiadas.



Segun Devercelli y Garcia, 2001, se debe considerar tdxicas a todas las
cianobacterias inicialmente aisladas de algun ecosistema, hasta que no se
demuestre lo contrario, dado que un 50% de las cianobacterias identificadas hasta
la actualidad tienen toxinas que pueden causar dafios a seres vivos (Roset |,
Aguayo, Mufioz, 2001), de alli la importancia de realizar pruebas de toxicidad con
distintos organismos hasta llegar a pruebas con humanos, ya que, algunas toxinas

pueden causar dafios en algunos organismos mientras que en otros no.

Las pruebas de toxicidad universal realizadas con Daphnia pulex ayudaran
a conocer si el agua que fue tratada con las cianobacterias contiene toxinas

posiblemente producidas por las mismas cianobacterias.

1.3 Objetivos de la investigacion
1.3.1 Objetivo General

Evaluar la capacidad de un consorcio y de una cepa axénica de
cianobacterias aisladas de las hojas de Polylepis pauta en los bosques
nativos de Papallacta, Ecuador, para remover arsénico de un medio

acuoso a nivel de laboratorio.

1.3.2 Objetivos Especificos

1.3.2.1 Manejar cianobacterias a partir de cultivos axénicos y en consorcios
suspendidos en medio acuoso a nivel de laboratorio para la remocién de

arsénico.

1.3.2.2 Producir biomasa suficiente tanto del consorcio como de la cepa axénica
de cianobacterias para los ensayos de remocion de arsénico a nivel de

laboratorio.



1.3.2.3 Evaluar la remocion de arsénico de un medio acuoso mediada por

cianobacterias tratadas con Calor.

1.3.2.4 Evaluar la remocién de arsénico de un medio acuoso mediada por una

cepa axénica y un consorcio de cianobacterias sometidas a autoclave.

1.3.2.5 Medir la cantidad de arsénico removido de un medio acuoso mediado

por una cepa axénica y un cosorcio de cianobacterias vivas.

1.3.2.6 Evaluar la posible presencia de toxinas en el agua tratada con las
cianobacterias a nivel de laboratorio mediante bioandlisis con Daphnia

pulex.

1.4 Marco Teorico
1.4.1 Caracteristicas generales de las cianobacterias

Los procariotes oxigénicos fotosintéticos comprenden una rama filogenética
simple dentro de las bacterias (Eubacterias). Segun las bases del andlisis de la
secuencia mas reciente del rDNA 16S, esta rama o0 grupo esta mas cercanamente
relacionado con las bacterias Gram-positivas, particularmente en el grupo que
tiene bajas cantidades de C+G, el cual incluye a: Clostridium innocuum y Bacillus
subtilis (Boune, and Castenholz, 2001).

En el afio de 1989, se pensaba que el orden Prochlorales, incluido en el
phylum “Prochlorophyta” (la bacteria oxigénica fotosintética carecia de
ficobilisomas y poseia clorofila b ademas de clorofila a) constituia una rama
evolucionaria distinta de otras cianobacterias. Esta hipotesis ahora se sabe que
fue incorrecta, y ha sido negada. Los tres géneros descritos que formaban parte
de las procariotas oxigénicas que contenia clorofla a y b (Prochloron,
Prochlorothrix, y Prochlorococcus) cayeron dentro de tres ramas polifiléticas del
arbol cianobacterial de acuerdo al analisis de la secuencia de rDNA 16S, y estan,

por consiguiente, mas cercanamente relacionadas con un numero de



cianobacterias tipicas que con otras. Todo esto es corroborado por la identificacion
de genes funcionales para las subunidades a y b de un tipo de ficoeritrina en una
cepa de Prochlorococcus y la aparicion de una pequefa cantidad de un pigmento
PE-like en algunas poblaciones de agua profunda de este género (Boune and
Castenholz, 2001).

La pared celular en las cianobacterias es de tipo Gram-negativo, pero la
capa estructural de peptidoglicano es a menudo considerablemente gruesa que en
las proteobacterias Gram-negativas. Esta capa tiene usualmente 1-10 nm de
grosor, pero llega a 200 nm en el caso de Oscilatoria princeps. Las paredes
gruesas, como son encontradas en las especies, son a menudo perforadas
parcialmente por numerosos huecos o poros incompletos extendiéndose desde el
interior de la célula y llevando la membrana del citoplasma hacia afuera para
contactar los lipopolisacaridos (LPS) afuera de la membrana. Poros de pequefio
tamano (5-13 nm) estan presentes regularmente o dispersos en las paredes de las
cianobacterias, pero la colocacion varia grandemente. Muchas cianobacterias
unicelulares, coloniales y filamentosas poseen una “envoltura” afuera de la
membrana exterior. Esta es llamada vaina, glycocalix o capsula, o dependiendo de
la consistencia puede parecer un gel, mucilago o baba. Las vainas de las
cianobacterias estdn a menudo compuestas de polisacéaridos, pero en algunas
cepas mas del 20% del peso puede ser polipéptidos. En las vainas estables de
algunas cianobacterias filamentosas y coloniales, los pigmentos azul, rojo o
amarillo pueden acumularse y opacar el color de las células (Boune and
Castenholz, 2001).

La mayoria de cianobacterias unicelulares o coloniales y algunas formas
filamentosas sufren fision binaria mediante un tipo de division constrictiva en la
cual todas las capas superficiales (a menudo incluye la vaina) crecen hacia el

interior hasta que la separacién de la célula sea completa o casi completa. En



otras, particularmente los tipos “oscilatorianas”, las cuales al carecer de severas
constricciones en las paredes-cruzadas, la membrana exterior (y la vaina si esta
presente), es continua y no se involucra en la division. En lugar de aquello, la
membrana citoplasmatica se invagina y una capa de peptidoglicano es sintetizada
entre las dos membranas (Boune and Castenholz, 2001).

De la fisién binaria en las cianobacterias tiene como resultado poblaciones
unicelulares cuando la separacién constrictiva es completa y cuando las vainas no
sujetan a las células hijas. Cuando la regulacion de la fision alterna el plano de la
division en dos o en tres planos, y cuando una vaina o gel retiene a las células
juntas, resultan colonias ordenadas o desordenadas de muchas células. Cuando
la fisibn se da a cabo en un solo plano y la separacion es incompleta, se forman
cadenas largas o cortas de células (tricomas). En los tricomas envainados
(tricoma+vaina=filamento), la debilidad local en la vaina puede permitir el
hinchamiento hacia afuera de un tricoma similar a un lazo el cual eventualmente
se rompe, o también el estallo de un tricoma simple roto a partir de una vaina
(Boune and Castenholz, 2001).

Aunque no todos los tilacoides en las cianobacterias parecen ser
invaginaciones de la membrana citoplasmatica, hay “puntos accesorios” o “centros
tilacoides” ordenados, asociados con la periferia del citoplasma o la membrana

citoplasmatica.

En el citoplasma de la cianobacteria hay muchos otros componentes e
inclusiones, la mayoria de las cuales pueden ser visualizadas rapidamente usando
varias técnicas preparativas de microscopia de transmisién de electrones. Estos
componentes incluyen: Glicégeno, Granulos de cianoficina, Carboxisomas

Polifosfato, Vacuolas de gas y la region del nucleoide.



La creciente eutrofizacion de los ambientes acuaticos favorece el
crecimiento masivo (blooms) de algas, y poblaciones de cianobacterias, capaces
de producir potentes toxinas con graves repercusiones en la salud publica y en la
sanidad animal (Roset , Aguayo, Muioz, 2001).

Mas del 50% de las proliferaciones masivas de cianobacterias son toxicas.
Dentro de una misma especie de cianobacteria, existen cepas que producen
toxinas y otras que no las producen. Se hace necesario disponer de métodos que
permitan detectar y cuantificar cianobacterias y sus toxinas. Los tradicionales
bioensayos en ratdén para conocer la toxicidad de una muestra sospechosa, se van
sustituyendo por otros bioensayos y diversos metodos in vitro que estan
demostrando ser eficaces. El avance experimentado en las técnicas
inmunoldgicas y enzimaticas ha facilitado la deteccion rapida de toxinas mediante

el empleo de kits comerciales y no comerciales (Roset et al, 2001).

Uno de los campos mas prometedores de investigacion, consiste en la
determinacién de las secuencias genéticas que diferencian géneros incluso cepas
toxicas, asi como otras que codifican para la sintesis de toxinas; métodos que
permitiran prever el desarrollo de cianobacterias o sus toxinas. El control y
seguimiento de los desarrollos masivos de cianobacterias, es muy importante para
garantizar la calidad del agua. El reconocimiento de los factores ambientales que
influyen o desencadenan la aparicion de blooms, es otro factor fundamental para

la prevencién y el control (Roset et al, 2001).

Las neurotoxinas pueden actuar en cuestion de horas, pero no se ha
probado que existan efectos a largo plazo, al contrario con las hepatotoxinas que

pueden causar dafios hepaticos a largo plazo.
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La OMS (Organizacion Mundial de la Salud) recientemente ha realizado
evaluaciones con respecto al impacto de las microcistinas sobre la salud humana.
Se ha concluido en que no hay suficiente informacion para realizar normas que
establezcan limites aceptables para microcistinas que no sean Microcystin-LR. El
limite establecido por la OMS para agua potable es de 1ug/l de Microcystin-LR
(Braga, 2002). Este valor es provisional, debido a la poca informacién disponible.
Algunas de las toxinas y sus dosis letales en ratones son presentadas en el
cuadro 1.1.

Cuadro 1.1: Comparacion de toxicidad de toxinas
biologicas producidas por cianobacterias, dosis letal

oral en raton (Brena, 2005).

Organismo

Toxina (ug/Kg) Productor DL50
Anatoxina-a(s) Cianobacteria 20-40
Nodularina Cianobacteria 30-50
Microcystina-LR Cianobacteria 50
Homoanatoxina-a Cianobacteria 2000
Saxitoxina Cianobacteria 260

4400-
Cilindroespermopsina | Cianobacteria 6900

1.4.2 Caracteristicas generales del arsénico, forma de ocurrencia en el agua

El arsénico se halla en las aguas naturales como especie disuelta, la cual

se presenta por lo comin como oxianiones con arsénico en dos estados de
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oxidacién, arsénico trivalente [As(lIl)] y arsénico pentavelente [As(V)], y con menos

frecuencia como As(0), As(-I) y As(-ll). El As(V) aparece como H3AsO4 y sus
- 2- 3-

correspondientes productos de disociacion (HZAsO4, HAsO4 y As,O4 ). El As(llI)

aparece como H3AsO3 y sus correspondientes productos de disociacion (H4AsO3 :

- 2- 3-
H2AsO3, HAsO3 y AsO3 ). Aunque tanto el As(V) como el As(lll) son moviles en

el medio, es precisamente el As(lll) el estado més labil y biotoxico (Lillo, 2003).
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Figura 1.2: Diagrama Eh-pH de especies
acuosas de arsénico en el sistema As—OZ—

HZO a 25°C y 1 bar de presion total (Lillo,
2003).

El estado de oxidacion del arsénico, y por tanto su movilidad, estan
controlados fundamentalmente por las condiciones redox (potencial redox, Eh) y el
pH (figura 1.2). El arsénico es un elemento singular entre los metaloides pesados
y elementos formadores de oxianiones por su sensibilidad a movilizarse en los
valores de pH tipicos de las aguas subterraneas (pH 6,5-8,5). Como aproximacion,
y sin tener en cuenta otros factores como contenido en materia organica, en

condiciones oxidantes, el estado As(V) predomina sobre As(lll). El arsénico se
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encuentra fundamentalmente como HZAsO4 a valores de pH bajos (inferiores a

6,9), mientras que a pH mas alto, la especie dominante es HAsO,*. En

0
condiciones de extrema acidez, la especie dominante sera H3AsO4 , mientras que

3-
en condiciones de extrema basicidad, la especie dominante sera AsO4 , COMo se

observa en las figuras 1.3 y 1.4. En condiciones reductoras a pH inferior a 9.2,
predominara la especie neutra (Lillo, 2003).

Otros factores, como la concentracién de determinados elementos, también
controlan la especiacion de arsénico y por tanto su movilidad. Por ejemplo, en
presencia de concentraciones altas de azufre, predominan las especies acuosas
de azufre y arsénico. Si en ese caso se establecen condiciones reductoras y

acidas, precipitaran sulfuros de arsénico oropimente, Aszsg, y realgar, AsS (Lillo,

2003).
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Figura 1.3: Especies de Arsénico V

Figura 1.4: Especies de Arsénico Il
como funcién del pH (Lillo, 2003).

como funcion del pH (Lillo, 2003).

Las formas organicas de arsénico suelen aparecer en concentraciones

menores que las especies inorganicas, aunque pueden incrementar su proporciéon
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como resultado de reacciones de metilacion catalizadas por actividad microbiana
(bacterias, algas). Las formas organicas dominantes son el acido dimetilarsinico
{DMAA, (CH3)2AsO(OH)} y el &cido monometilarsénico {MMAA, CH3AsO(OH),},
donde el arsénico esta presente en ambos casos como As(V) (Torralba, 1996), en
la figura 1.5 se pueden observar algunas especies de arsénico que se encuentran

en bacterias y algas.

| OH OH CH,
HO—I-!\s—OH HO—As—OH O=As—CH
| OH .
Acido Arsenioso Acido Arsénico Acido Metilarsénico
CH, CH, CH,
O=—As—OH  H,C—As"CH,—COO H,C—As*—CH,—CH,—OH
CH, ('.|:H, H,
Acido Dimetilarsinico Arsenobetaina Arsenccolina

Figura  1.5: Estructura de los compuestos de arsénico
identificados en muestras medioambientales (Torralba, 1996).

1.4.3 Problematica del arsénico como contaminante del agua

El arsénico se encuentra naturalmente en el suelo y en algunos minerales,
como la pirita o arsenopirita. Puede incorporarse al aire, al agua y a los suelos de
otras areas, como polvo que levanta el viento o como efluente de lluvia o

filtraciones de agua a través del suelo (Junta de Castilla y Ledn, 2005).

Se han citado contenidos altos de arsénico en aguas haturales en diversos
ambientes, aunque se encuentran las mayores concentraciones en las aguas

subterraneas. Las concentraciones altas en los acuiferos no se restringen a

14



determinadas condiciones o &mbitos, apareciendo en acuiferos en condiciones
oxidantes y de pH alto, acuiferos en condiciones reductoras, acuiferos con
circulacion geotermal, acuiferos afectados por procesos ligados a la actividad
minera o relacionados con depdsitos minerales, y acuiferos ligados a otros
procesos antropogénicos (actividad industrial, asentamientos urbanos, actividad
agropecuaria y otros). Sin embargo, la mayor parte de los acuiferos con
contenidos altos de arsénico tienen un origen ligado a procesos geoquimicos
naturales (Lillo, 2003).

1.4.3.1 Presencia de arsénico en paises de Sudamérica

En América del Sur, la presencia de volcanes y de una topografia en la cual
abundan acuiferos permite que muchas de las fuentes de agua que son
destinadas para el consumo humano se encuentren contaminadas con Arsénico,
un ejemplo claro es el de Argentina. El origen del arsénico en las aguas de
Argentina es atribuido principalmente a la actividad volcanica ocurrida en los
Andes. Segun Curto, Mendiburo, Plastina, Boffi, 2002, las concentraciones de
arseénico en ciertos rios de Argentina son sumamente elevadas como por ejemplo:
los rios Rosario, Pastos Chicos, Chorrillos (3.5 mg/L) y San Antonio (0.7 mg/L)
cercanos a San Antonio de los Cobres, Salta; en el rio Jachal, San Juan (0.10 a
0.15 mg/L) y el San Antonio (0.15 a 0.8 mg/L), es importante tomar en cuenta que
la concentracion mas elevada es la de 3500 ug/L en los rios Rosario, Pastos
Chicos y Chorrillos, lo cual indica que seguramente existe un aporte elevado de

arsénico a partir de arsenopirita o pirita.

En Ecuador no existen estudios en varios lugares donde se presume que
existe presencia de arsénico en sus aguas, el estudio mas importante fue el
realizado en los rios que fluyen a la laguna de Papallacta y en la misma laguna,
mostrando concentraciones sumamente elevadas de arsénico. Cerca de la laguna

cruza el oleoducto de crudos pesados que pertenecen a la reserva Cayambe-
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Coca, un derrame de crudo causo una elevada contaminacion de la laguna
cubriéndola casi en su totalidad y permitiendo que metales pesados y metaloides
contaminen toda el agua presente alli, presumiblemente, gran parte del arsénico
gue se encuentra en la laguna de Papallacta fue insertado alli por dicho derrame
(Cumbal et al, 2006).

En la laguna de Papallacta (figura 1.6), se encuentran concentraciones de
Arsénico entre 390 y 10560 pg/L; el rio Tambo, principal influente de la laguna de
Papallacta cuenta con concentraciones de Arsénico desde su cuenca alta hasta su
cuenca baja de entre 149 y 698 ug/L, estas elevadas concentraciones de arsénico
en el rio se asume que son a causa de fuentes de agua geotermal que fluyen
hacia él, también existen estudios en los cuales las concentraciones de arsénico
en dichas fuentes de agua geotermal sobrepasan los limites permitidos que son de
10 pg/L, las concentraciones en estas aguas van desde 1090 hasta 7852 ug/L.
(Cumbal et al, 2006).

Jamanco
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Figura 1.6: Arsénico en vertientes de la Laguna de
Papallacta, distintos puntos de muestreo (Cumbal, et al .
2006).
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El origen del Arsénico en las aguas subterraneas del Ecuador es atribuido a
la actividad volcanica ocurrida en los Andes. Esa actividad fue muy intensa en el
Altiplano y a ella se deberian las altas concentraciones de Arsénico que poseen
los rios cercanos. Como consecuencia de ese vulcanismo, se habrian acumulado
grandes depdsitos de vidrios volcanicos que contienen Arsénico. La solubilidad del
Arsénico depende de la alcalinidad del agua, especialmente aquellas ricas en
bicarbonato de sodio. En cambio es escaso 0 no se encuentra en aguas ricas en
sales de calcio o magnesio aunque sean bicarbonatadas o sulfatadas. Las aguas
subterraneas que contienen mayor concentraciones de arsénico son las muy

alcalinas (Puga et al, 1973).

Tomando en cuenta que las concentraciones de arsénico en las fuentes de
agua termal son extremadamente elevadas, al entrar en contacto con el rio Tambo
existe una gran dilucion del arsénico presente, pero aun asi no se logran
concentraciones lo suficientemente bajas como para permitir la utilizacion de esta

agua para el consumo humano.

1.4.3.2 Distribucion del arsénico en el mundo y su capacidad de
contaminacion

La presencia de Arsénico en rios generalmente es bastante baja, alrededor
de 0,8 pg/L segun Lillo 2003. La concentracion maxima de arsénico permitida
por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en las aguas destinadas para el
consumo humano es de 10 pg/L, considerandose asi dichas concentraciones
encontradas en la mayoria de los rios por debajo del limite permitido. Los valores
de arsénico pueden variar (figura 1.7) de acuerdo a la carga de agua que exista en
dichos rios, es decir, si se encuentran en una época lluviosa, las concentraciones
seran mucho mas bajas por el exceso de agua que permitira una dilucion del
arsénico, mientras que en épocas secas existira pérdida de agua por evaporacion

y asi se concentra mucho mas el arsénico.
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Las concentraciones de arsénico elevadas en ciertos rios se deben a la
influencia de fuentes geotermales, litologia de la cuenca, drenaje de zonas
mineralizadas, actividad minera, clima y vertidos urbanos o industriales que

generalmente aportan con elevadas concentraciones del metaloide pesado.

Aguas continentales con
evaporacion: ~ 21800 pg/L.

Aguas Subterrdneas:
< 0.5y 5000 pg/L.

Estuarios: < 4 pg/L

Figura 1.7: Distribucion del Arsénico en las Aguas del mundo (Lillo 2003).

El arsénico en aguas lacustres fluctia con valores muy similares a los
valores de concentracion presentes en los rios, tomando en cuenta que se
encuentran afectados por factores similares, es decir por lluvias o por distintas
descargas que pueden favorecer a una mayor o menos concentracién de arseénico.
La principal diferencia entre lagos y rios es que en los lagos el agua se encuentra
estancada en dicho lugar impidiendo que el arsénico pueda migrar a otros lugares
y asi aumentando cada vez mas sus concentraciones por descargas 0 por
evaporacion del agua presente en el mismo; ademas que si existe presencia de

ciertos minerales o rocas con arsénico pueden permitir la desorcion del metaloide
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al agua por la circulacion restringida de agua que existe en los lagos como ya se

menciond anteriormente.

Los estuarios son la parte mas ancha y profunda de las desembocaduras
de los rios en los mares en aquellos sitios donde las mareas tienen mayor
amplitud y oscilacion. Las concentraciones de arsénico en dichos lugares pueden
ser muy variables dado que pueden existir aportes tanto del rio como de los
océanos en los que desembocan. Segun Lillo, 2003; las concentraciones de

arsénico en los estuarios se encuentran en un promedio de 1.5 pg/L.

Las aguas continentales subterraneas en muchos de los paises es utilizada
para el consumo humano, en literatura existen datos que demuestran que los
valores para aguas en condiciones naturales se encuentran en un rango entre 0.5
y 5000 pg/L. Las concentraciones que son altas no se restringen a determinadas
condiciones o ambitos, apareciendo en acuiferos en condiciones oxidantes y de
pH elevado, acuiferos en condiciones reductoras, acuiferos con circulacion
geotermal, acuiferos afectados por procesos ligados a la actividad minera o
relacionados con depdésitos minerales, y acuiferos ligados a otros procesos

antropogeénicos.

Los problemas mas importantes de contaminacion por arsénico citados por
Curto, Mendiburo, Plastina, Boffi, 2002 se sitian en Argentina, Bangladesh, Nepal,
Chile, China, Hungria, india, México, Rumania, Taiwan, Vietnam y Estados
Unidos. No existe un modelo hidrogeologico que relacione las concentraciones de
arsénico en las aguas subterraneas con la presencia de arsénico en los materiales
gue constituyen el acuifero, es decir que se pueden encontrar aguas con arsénico
en distintas situaciones, tanto en condiciones reductoras como en condiciones

oxidantes, o en acuiferos sobreexplotados, tanto en zonas aridas como en zonas
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himedas o tanto en acuiferos superficiales libres como en acuiferos profundos

confinados.

Las aguas subterrdneas contaminadas con arsénico generalmente
provienen de acuiferos que tienen minerales como la arsenopirita (FeS,.FeAs;), el
rejalgar (AsS) y oropimente (As,Ss) entre otros, estos Ultimos cuentan con
solubilidades apreciables en solucién acuosa que dependen del pH, del ambiente
ionico y de las condiciones existentes en el suelo y subsuelo como acidez,
temperatura, ambientes oxidantes y/o reductores. La transformacién de los
minerales arsenopiriticos se debe, principalmente, a las condiciones oxidantes del
medio ambiente que les rodea, en respuesta natural a los cambios ambientales
originados por la explotacion de los minerales, asi como al sistema de bombeo en
la extraccion del agua subterrdnea y a la presencia de aire y agua con oxigeno
disuelto que penetra al subsuelo. El equilibrio mostrado en la figura 1.8, es un
ejemplo de la oxidacion de estos minerales que hace, también, que se incremente
la concentracion de As(V) en sus diferentes especies en el agua, ademas de
incrementarse las concentraciones de los iones SO,%, Fe?* y HiO". En

consecuencia, también habra una disminucioén del pH en el agua.

2(FeS,.FeAs;) + 130, + 10H,0

4FeSQ,4 + 4H,AsO4 + 4H30°

Figura 1.8: Equilibrio Quimico vy
Oxidacion de la Arsenopirita en aguas

subterraneas.

El arsénico que se encuentra en las aguas subterraneas, esta
principalmente como As(V), en las formas de H,AsO, y HAsO,* cuyas especies

son menos toéxicas que las que corresponden al As(lIl).
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1.4.4 Limites de concentracion de arsénico en aguas de bebida establecido

en las normas de diversos paises

El arsénico en las aguas superficiales (rios, lagos, embalses) y
subterraneas (acuiferos) susceptibles de ser utilizadas para consumo, constituye
una gran amenaza para la salud. Organismos como la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), la Union Europea (Directiva 98/83) o la Agencia de Proteccién
Ambiental estadounidense (USEPA) han establecido la reduccion del limite del
contenido de arsénico en agua de consumo de 50 a 10 pg/L (Lillo, 2003). A
continuacién se presentan las normas para concentracion de arsénico a nivel

mundial en agua de bebida:

Norma de la U. S. Public Health Service . 0,05 mg/L

Norma internacional de la Organizacion Mundial de la Salud (afio 1958)
0,20 mg/L

Norma Inglesa 0,20 mg/L
Norma Argentina 0,12 mg/L
Norma Chilena 0,05 mg/L

Norma Ecuatoriana 0,01 mg/L (INEN, 2009)

Diversos autores han determinado el Arsénico en la orina de individuos
expuestos y no expuestos al riesgo de contaminacién. Varios de ellos estan de
acuerdo en gque cifras superiores a 0,1 mg/L de orina y 0,1 mg. por 100 g de pelo

son peligrosas (Puga et al,1973).
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Segun la OMS (Organizacibn Mundial de la Salud) recomiendan como
maximo una concentracion de arsénico en el agua de bebida de 0,01 mg/L.

1.4.5 Remocién de arsénico

El uso de la adsorcién selectiva, utilizando materiales biologicos, 6xidos
minerales, carbon activado o resinas poliméricas tiene un crecimiento acelerado.
La utilizacién de carbon se la hace desde hace mucho tiempo atras en la historia.
El carboncillo era utilizado para la filtracién de agua de bebida por los ancianos
hindies en la India, y la comida carbonizada era un absorbente médico y un
agente purificante en Egipto 1500 A.C (Mohan and Pittman, 2007).

La produccion industrial de carbon activado fue establecida en 1900-1901.
El carbdn activado comercial ha sido extensivamente usado para la adsorcion del
As(lll) y As(V) del agua. Se han realizado estudios de adsorcion del As(lll) y el
As(V) en el carbén activado versus pH y temperatura. La capacidad del As(lll) en
el carbono fue constante a pH 0,16-3,5. Sin embargo el As(V) exhibié una maxima
adsorcion a un pH de 2,35 dentro del rango de pH entre 0,86-6,33 (Mohan and
Pittman, 2007).

También existen desechos de la produccion agricola que han sido utilizados
como adsorbentes de Arsénico, como por ejemplo la cascarilla de arroz era usada
para la remocion de arsénico del agua. La remocién completa (usando una
columna de cascarilla de arroz) del As(lll) y el As(V) fue llevada a cabo bajo las
siguientes condiciones: Concentracion inicial de Arsénico 100 pg/L; cantidad de
cascarilla de arroz, 6 g; promedio del tamafio de la particula entre 780 y 510 um,
tasa de flujo, 6,7 y 1,7 mL/min; y pH 6,5 y 6,0 respectivamente. La desorcion
también fue llevada a cabo mediante la utilizacion de KOH 1M (Mohan and

Pittman, 2007). El biocarbono creado a partir de la comida rapida/pirdlisis de la
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corteza, fue investigado como adsorbente para la remocion de As**, Cd*, Pb?* del
agua. La corteza del roble, pino, madera del roble y la madera de pino
carbonizada fueron obtenidas por pirdlisis rapida a 400 y 450 °C. Los estudios de
adsorcion fueron llevados a cabo a diferentes temperaturas, pH y proporciones
solido liquido en modo batch. La maxima adsorcion ocurrio en el rango de pH de
3-4 para el arsénico y de 4-5 para el plomo y cadmio (Mohan and Pittman, 2007).

Pérez, Prieto, Rojas, Marmolejo, Salinas, Patifio, 2006, estudiaron distintas
resinas de intercambio aniénico con respecto a su capacidad para la eliminacion
de arsénico contenido en agua. Se utilizé6 agua del pozo V de Zimapéan, Hidalgo,
México, cuya concentracion promedio es de 480 + 11 pg-L™ de arsénico y es
utilizada para consumo humano. Se emplearon dos reinas anionicas fuertes; una,
de tipo macro reticular (IRA-900) y la otra de tipo gel (IRA-400), asi como una
tercera, anionica deébil, de tipo macro reticular (IRA-96). Los experimentos
realizados con estas resinas mostraron que la IRA-900 es la de mayor eficiencia
en la eliminacion de arsénico del agua potable, debido a que presentd una
capacidad de tratamiento de 700 Vagua:-Vres™, mientras que las capacidades de
las resinas IRA-400 e IRA-96 fueron de 320 y 52 Vagua-Vres™, respectivamente.
La concentracion promedio de arsénico remanente en el agua tratada fue de 24
ug-L™* y esta dentro del limite maximo permisible por la norma oficial mexicana

para agua potable.

1.4.5.1 Remocién de arsénico mediada por microorganismos

En investigaciones realizadas anteriormente se muestran resultados
positivos ante esta experimentacion, por ejemplo Riffat et al, 2007, utilizaron
cianobacterias aisladas de un suelo contaminado con arsénico en un area llamada
Gotera, en dicho estudio se probd la supervivencia inicial de las cianobacterias
utilizando concentraciones de hasta 10000 ppm de arsénico en medio sélido con

agar al 1.2%. Posteriormente se seleccionaron las cianobacterias vivas que
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removian la mayor cantidad de arsénico, estas pruebas se las realizaron durante
60 dias en condiciones de cultivo con 3000 luxes de intensidad de luz y con un
fotoperiodo luz/oscuridad de 16/8. Los resultados de supervivencia de diferentes
especies de cianobacterias en su medio de cultivo compuesto por distintas

concentraciones de arsénico en cultivo liquido son presentados en el cuadro 1.2.

Cuadro 1.2: Tolerancia a diferentes concentraciones de Arsénico en medio de cultivo liquido
por cianobacterias compuestas por varios géneros y especies del Area Gotera (Riffat et al,
2007).

Concentraciones de Arsénico en medio de cultivo | Composicién del genero o especie de la
conteniendo Nitrégeno cianobacteria dominante

Phormodium sp.

Nostoc sp.

Anabaena sp.

0 ppm :
Cylindrospermum sp.

Calothrix sp.

Aphanothece sp.

Nostoc sp.

1000 ppm Calothrix sp.

Nostoc sp-2

Phormodium sp.

Nostoc sp.

5000 ppm
Anabaena sp.

Nostoc sp-1

10000 ppm Phormodium sp.

Maeda, Kumeda, Maeda, Higashi, Takeshita, 1987, aislaron una
cianobacteria resistente a Arsénico de un ambiente contaminado, se investigaron
los efectos de las condiciones de cultivo en el crecimiento ademas de la
bioacumulacién de arsénico. Para realizar los ensayos de bioacumulacion, se
investigaron también los efectos de la concentracion de 5 nutrientes (Fosforo,

Cobalto, Hierro, Molibdeno y Nitrégeno), posteriormente los investigadores
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propusieron un medio en el cual la bioacumulacion de arsénico por las
cianobacterias era el maximo. Los efectos de las concentraciones de arsénico en
el medio de cultivo empezaron a afectar el crecimiento a partir de una
concentracion de 100 pg.g™ y las células no sobrevivieron a concetraciones de
5000 ug.g™, en el estudio se comprobé que Chlorella vulgaris fue mas resistente al
Arsénico que Nostoc sp.

Las cianobacterias también pueden ser inmovilizadas con el fin de obtener
una columna en donde se pueda tratar agua contaminada con arsénico o cualquier
metal pesado, las cianobacterias al tener un tamafio mucho méas pequefio que la
cascarilla de arroz tiene disponible mayor area superficial donde pueden
encontrarse varios grupos funcionales positivos como aminas que se hallan

principalmente en el material organico.

1.4.6 Pruebas de toxicidad universal de cianobacterias con Daphnia pulex

El género Daphnia son las mas utilizadas como organismos de prueba o de
referencia en pruebas de toxicidad universal. La amplia distribucién geografica, el
importante papel que cumplen al interior de la comunidad zooplanctonica, la
facilidad de cultivo en el laboratorio, la reproduccion partenogenética (lo cual
asegura una uniformidad de respuesta) y el corto ciclo de vida con la produccion
de un alto nimero de crias, han hecho de este grupo un ideal para la evaluacion

de toxicidad, de caracter universal (Diaz, Pica, Ronco, 2006).

El género Daphnia se ubica dentro del orden cladocera de la clase
crustacea, y especies como Daphnia magna, Daphnia pulex y Daphnia similis, son
utilizadas extensivamente en pruebas de toxicidad, por lo cual existe una extensa

informacion sobre las técnicas de cultivo, los requisitos de temperatura, luz y
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nutrientes, asi como su respuesta a muchos toxicos. Especificamente, los ensayos
de toxicidad con Daphnia pulex permiten determinar la letalidad potencial de
sustancias quimicas puras, aguas residuales domésticas e industriales, lixiviados,
aguas superficiales o subterrdneas, agua potable y agua de poro de sedimentos,
entre otros (Diaz et al, 2006).

Las cianobacterias al producir toxinas, pueden contaminar el agua que es
tratada por ellas, la OMS permite 1ug/L de microcistina, una toxina hepatotdxica
producida por algunas cianobacterias, por lo que se deben realizar ensayos de
toxicidad en el agua tratada o identificacibn mediante HPLC de las posibles
toxinas presentes en el agua, dado que ya se conoce que esta toxina afecta a
humanos y animales (Vela et al, 2007). Después de los ensayos de toxicidad con
Daphnia pulex en esta investigacion, es importante realizar las pruebas de
toxicidad con mamiferos como ratones, por tener un metabolismo muy similar al
de los humanos permite simular sintomatologia que podria presentar el ser
humano al ingerir estas toxinas. Ni la FDA (Food and Drug Administration de
Estados Unidos) tampoco la EPA (Environmental Protection Agency de Estados
Unidos) muestran como realizar pruebas de toxicidad para el agua que
posiblemente esté contaminada con toxinas producidas por cianobacterias, la FDA
muestra analisis de toxicidad para medicamentos nuevos, con mamiferos como

ratones.

1.5 Sistema de hipotesis

Las cianobacterias seleccionadas (cepa 15 y Consorcio) aisladas de las
hojas de Polylepis pauta en bosques nativos de Papallacta-Ecuador, remueven el

arsénico presente en el agua sintética a nivel de laboratorio.

26



CAPITULO 2: MATERIALES Y METODOS

2.1 Participantes:
2.1.1 Escuela Politécnica del Ejército

La Escuela Politécnica del Ejército participé de una manera activa en la
realizacion de este trabajo de investigacion mediante el financiamiento del
proyecto “Aislamiento, purificacion y caracterizacion de cianobacterias
procedentes de bosques nativos de Polylepis pauta para su aplicacion en
reforestacion, recuperacion de suelos y extraccion de metabolitos primarios y
secundarios (2007-2008)”; se concedio6 el uso de los Laboratorios de Biotecnologia
y de Microbiologia con el fin de utilizar los equipos con los que cuenta la Escuela.

El Centro de Investigaciones Cientificas de la ESPE (CEINCI); es el lugar
donde se realizaron todos los ensayos de remocion de arsénico con las

Cianobacterias.

2.1.2 Comisién Ecuatoriana de Energia Atdmica

La Comisién Ecuatoriana de Energia Atdmica cuenta con un Equipo de
Absorcion Atémica y Horno de Grafito, ambos de la marca Varian en los cuales se
midié las concentraciones de arsénico remanente en el agua tratada con las
Cianobacterias, se colaboré con el Gas Argon Extra Puro para el Horno de Grafito,
ademas con estandares de Arsénico, Lampara de catodo hueco para cuantificar
arsénico, Acido Clorhidrico y Acido Nitrico, todos los insumos fueron financiados

por la Escuela Politécnica del Ejército.
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2.1.3 Personas

El Ing. Enrique Arévalo, como Laboratorista de la Comisioén Ecuatoriana de
Energia Atdbmica cooperd y brindé su apoyo al momento de cuantificar el arsénico
de las muestras de agua que fueron tratadas con las cianobacterias, las técnicas
de cuatificacion se las realizaron con la técnica Zeeman en el horno de grafito

Varian, el ingeniero mostré su gran destreza al manejar dicho equipo.

La participacion de la Lic. Biol. Alma Koch MSc. como directora del proyecto
ha permitido el aporte de valiosas ideas de su parte ademas de la predisposicién
para facilitar el laboratorio de Microbiologia del que esta a cargo actualmente con
el fin de que el proyecto avance de acuerdo al cronograma establecido. La Dra.
Blanca Naranjo como codirectora del proyecto, al ayudar en la continua revision
del avance del proyecto y por su colaboracion al utlizar sus valiosos
conocimientos para permitir que esta tesis se lleve a cabo. Los ayudantes de
laboratorio en el proyecto de “Aislamiento, purificacion y caracterizacion de
cianobacterias procedentes de bosques nativos de Polylepis pauta para su
aplicacion en reforestacion, recuperacion de suelos y extraccion de metabolitos
primarios y secundarios (2007-2008)” Natalia Villacis, Andrés Factos y Mario
Garcia; dado que el avance exitoso que tuvo aquel proyecto permitio que se
continde con aplicaciones de las cianobacterias, y una aplicacion de ellas es esta

tesis.

El sefior Daniel Orrico, colabord al facilitar las pulgas de agua Daphnia
pulex para realizar los ensayos de toxicidad ademas que ayudd con su experiencia
sobre dichos organismos para que las pruebas de toxicidad sean un completo

éxito.
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2.2 Zonade estudio:

2.2.1 Campo: Las cianobacterias fueron aisladas de las hojas de Polylepis pauta

del paramo de Papallacta, provincia de Napo, Ecuador.

2.2.2 Laboratorio: Laboratorios de Biotecnologia y de Microbiologia de la

Escuela Politécnica del Ejército ubicada en Sangolqui, Pichincha, Ecuador.

Laboratorios de la Comision Ecuatoriana de energia Atémica ubicados en la
ESPE, Salgolqui, Pichincha, Ecuador.

2.3 Periodo de tiempo de investigacion:

2.3.1 Fechade Inicio del trabajo: Lunes 4 de Agosto de 2008.

2.3.2 Fecha de término del trabajo: Viernes 20 de Marzo de 2009.

2.4 Disefio

2.4.1 Disefio para la remocién de arsénico con cianobacterias

La investigacion que se llevd a cabo fue de tipo cuantitativo, tanto para la
remocion de arsénico en la cual se necesitdO conocer los valores de arsénico
remanentes en el agua tratada con las cianobacterias, como para las pruebas de
toxicidad con Daphnia pulex en las que fue necesario cuantificar la cantidad de
pulgas vivas con el fin de conocer si existe toxicidad causada por las
cianobacterias en los tratamientos realizados, los ensayos de toxicidad se los

realizaron de acuerdo al protocolo de Diaz et al, 2006.
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Disefio Experimental para la medicibn de Arsénico Adsorbido por las

Cianobacterias

Se utilizé un Arreglo con 3 factores TxCxS; dispuesto en un Disefio

Completamente al Azar. Los factores se muestran a continuacion:

T: Tratamientos
C: Cianobacterias

S: Concentraciones de Arsénico

Se va a determinar si existe alguna diferencia entre los diferentes
tratamientos del Modelo Factorial, estos tratamientos son formados por la
combinaciéon de los 3 factores principales utilizados que son: el tipo de
cianobacteria, el pretratamiento dado a la biomasa y las concentraciones iniciales

de arsénico.

Tabla 2.1: Descripcion de los tratamientos, las cianobacterias y las

concentraciones de arsénico.

CONCENTRACIONES (pg/L) TRATAMIENTOS CANOBACTERIAS
100 Autoclave Cepa 15
300 Calora92°C Consorcio
500 Sin Tratamiento
700

2.4.2 Disefio para las pruebas de toxicidad de cianobacterias

Se usoé el andlisis Probit, el cual es un método para analizar la relaciéon

entre un estimulo (dosis) y la cantidad de respuesta (todo o nada). Las respuestas

30



cuantitativas son preferidas casi siempre, pero en muchas situaciones no son
practicas. En estos casos, es posible determinar solo si una respuesta certera
(como muerte) ha ocurrido. En un tipico experimento de respuesta cuantitativo,
grupos de animales son sometidos a diferentes dosis de una droga, en este caso a
distintas dosis de agua tratada con cianobacterias. El porcentaje de muerte en
cada nivel de dosis es tomado.

El modelo Probit asume que el porcentaje de respuesta esta relacionado a
la dosis logaritmica como una distribucion normal acumulativa. Es decir el registro
de dosis pueden ser usados como variables para leer el porcentaje de muerte de
la acumulacion normal. El uso de la distribucion normal, en lugar de otras
distribuciones de probabilidad, influye en la tasa de respuesta prevista, en altas y
bajas concentraciones de posibles dosis, pero tiene una pequefa influencia en la
media. Por lo tanto muchas de las comparaciones de diferentes drogas son
hechas usando tasas de respuesta del 50%. En esta investigacion se utilizé el
programa StatPlus 2007 para realizar los analisis, y para cada concentracion del

probable téxico se utilizaron tres réplicas.

2.5 Procedimientos

2.5.1 Obtencién de las cianobacterias

Las cianobacterias utilizadas en este proyecto de investigacion fueron
obtenidas del cepario con el que cuenta la Escuela Politécnica del Ejército en el

Laboratorio de Microbiologia, Area de Cianobacterias.
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2.5.2 Cultivo de cianobacterias en medio liquido

Las cianobacterias fueron entregadas en medio BG11lo sélido en cajas
petri. A partir del cultivo sélido, se establecieron los cultivos liquidos en medio
BG11o liquido (Anexo A).

Para inocular las cianobacterias en medio liquido se realiz6 inicialmente un
raspado del cultivo en medio sélido con una asa bacteriologica esterilizada en un
mechero, posteriormente el raspado de cianobacterias se inoculé en el medio
liguido mediante la inmersién del asa y una leve agitacion de acuerdo al protocolo
de siembra de cianobacterias propuesto por Koch et al, 2007. Los frascos
inoculados se mantuvieron con aireacion constante a un fotoperiodo luz/oscuridad
de 16/8 con una temperatura de 22+2 °C y humedad de 36+5% durante 30 dias

hasta el momento de la cosecha.

2.5.3 Preparacion de agua contaminada con arsénico

La preparacion del agua contaminada con arsénico se la realizé con el
arseniato acido de sodio heptahidratado (Na,HAsO,4.7H,0). Se inicié con un stock
de 100 ppm de Arsénico diluido en agua destilada y se lo calculé de la siguiente

forma:

. 100mgAs 311,9mgNa,HAsO, - 7H,0
1L 74,92mgAs

1L

= 416,3107314mgNa,HAsO, - 7TH,0/ L

A partir de esa concentracion de arsénico, se realizaron diluciones para

poder conseguir concentraciones de: 900 ug/L, 700 pg/L, 500 pg/L, 300 pg/L y 100
ug/L.
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La férmula utilizada para dichos calculos es la siguiente:

C\V, =C,V,

Los volumenes que se tomaron del stock de 100 mg/L se muestran en la
tabla 2.2, todos estos volumenes fueron posteriormente disueltos en balones
aforados de 1000 mL con lo que se llega tedricamente a la concentracion
deseada.

Tabla 2.2: Concentraciones de arsénico con volimenes a tomar del

stock de 100 mg/L de arsénico.

Concentracion de As (ug/L)| Volumen atomar del stock de 100 mg/L
900 9mL
700 7mL
500 5mL
300 3mL
100 ImL

Las diluciones realizadas a estas concentraciones fueron hechas para
poder realizar las isotermas de adsorcion de las cianobacterias para el arsénico.
Para tomar tiempos de remocion, se utilizaron las mismas concentraciones, segun
un protocolo modificado propuesto por Maeda, Kumeda, Maeda, Higashi,
Takeshita, 1987 y reformado en los Laboratorios de Microbiologia de la ESPE de
acuerdo a los datos que se quieren obtener que son isotermas de adsorcidon

utilizando una concentracion maxima de 700 pg/L.
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2.5.4 Recuperacion de la biomasa
Para poder realizar los ensayos de adsorcion de arsénico es importante
contar con la biomasa limpia de medio de cultivo ademas de que se encuentre con
la menor cantidad de humedad posible para evitar interferencias en las

concentraciones de arsénico a las que seran sometidas.

La biomasa fue recuperada mediante centrifugaciéon a 4000 revoluciones
por minuto (rpm) en tubos falcon de 50 mL durante 15 min, posteriormente se la
enjuagd con agua destilada estéril durante 5 min para otra vez centrifugarla a 4000
rpm durante 15 min y poder obtener una biomasa libre de cualquier impureza
presente en el medio que pudiese alterar la sensibilidad del experimento con
arseénico (Arunakumara, Xuecheng, Song, 2007). Como la biomasa tomada de un
reactor no se encontraba con la misma densidad celular que la biomasa de otro
reactor, fue necesario hacer las diluciones necesarias para poder contar
exactamente con el mismo numero de cianobacterias en las diferentes
repeticiones y tratamientos del disefio experimental llevado a cabo en esta
investigacion. Las diluciones fueron realizadas al momento de iniciar los ensayos

con el agua contaminada con arsénico.

2.5.5 Tratamiento de la biomasa mediante autoclave

La biomasa fue resuspendida en agua destilada estéril para poder
autoclavarla a 121°C y 15 Psi de presion. El objetivo de este tratamiento fue el de
lisar a las células y obtener una mayor exposicién de grupos funcionales presentes
en las paredes celulares para que exista una mejor adsorcién del arsénico.
Después del autoclavado, se centrifugd la biomasa a 4000 rpm y se elimin6 el
sobrenadante para posteriormente la biomasa sobrante enjuagarla con agua
estéril durante 5 min y luego centrifugarla nuevamente para obtener biomasa
completamente limpia y lista para las pruebas de adsorcién (Ferrari, Guzman,

Silva, Alcaraz, Silva, Gonzalez, 2004).

34



2.5.6 Tratamiento de la biomasa mediante calor a 92°C durante una hora.

La biomasa fue resuspendida en agua destilada estéril para poder
someterla a calor, posteriormente se sumergieron los tubos falcon de 50 mL
conteniendo la biomasa en un vaso de precipitacion con agua destilada y nucleos
de ebullicion sobre una plancha de calentamiento y se mantuvieron alli 60 min a
partir de que el agua empezé a hervir. Posteriormente se centrifugd a 4000 rpm
para eliminar el sobrenadante y luego se enjuagdé la biomasa con agua destilada
estéril para que ésta quede lista para los ensayos con arsénico (modificado a
partir del protocolo de Ferrari et al, 2004).

2.5.7 Biomasa sin tratamiento

La biomasa en los tubos falcon fue centrifugada a 4000 rpm para
posteriormente ser resuspendida en agua estéril y enjuagada. Luego se elimino el
agua mediante centrifugaciéon a 4000 rpm para tener la biomasa libre para los

ensayos con arsénico.

2.5.8 Resuspension de la biomasa en agua contaminada con arsénico

Se vertido 100 mL de agua contaminada con arsénico en frascos Boeco de
500 mL, se resuspendié la biomasa de cianobacterias y se colocaron los frascos
en un agitador orbital SHO-2D de la marca WiseShake a 100 rpm (modificado a
partir de Ferrari, 2004).

2.5.9 Toma de muestras y cuantificacion de arsénico

Se tomé una muestra cada 3, 9, 15, 21 y 30 min de 5 mL, las cuales fueron
filtradas para contar con agua libre de cianobacterias. Las muestras fueron

preservadas con acido clorhidrico al 37% hasta alcanzar un pH de 2; para su
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posterior cuantificacion mediante generacion de hidruros acoplado a un

espectrofotometro de absorcion atbmica (Anexo B).

La cuantificacion de arsénico se la realizd6 mediante generacién de hidruros
con el equipo Vapor Generation Accessory marca varian modelo VGA 76 acoplado
a un equipo de absorcion atémica de marca varian modelo AA240FS segun la
metodologia descrita en el manual del equipo.

Las condiciones a las que se opero el equipo fueron las siguientes:

Flujo de Aire: 13.5 L/min

Flujo de Acetileno: 2.45 L/min
Réplicas de Estandar: 3

Réplicas de Muestra: 2

Longitud de Onda: 193.7 nm
Tiempo de Integracion: 45 segundos

Gas Transportador: Argén extra puro

Antes de realizar la medicion fue necesario reducir el arsénico que puede
encontrarse como As (V) a As (Ill) mediante la adicion de Yoduro de Potasio a una
concentracion de 1% w/v, la reduccion tomé 50 min a temperatura ambiente
(\Varian, 2004).

36



El agente reductor fue Borohidruro de Sodio (NaBH;) al 0.6 % con
Hidréxido de Sodio al 0.5%. El &cido contenedor fue Acido Clorhidrico 10 M
(Varian, 2004).

2.5.9.1 Elaboracién de estandares para generacion de hidruros

A partir de un estandar de arsénico de la marca Inorganic Ventures de 1000
mg/L se realizaron diluciones en balones aforados de 100 mL para contar con
estandares de 5, 10, 15, 25, 50 ug/L.

2.5.9.2 Curvas de calibracion para el generacién de hidruros

La curva de calibracion se la realizé con 3 réplicas para cada estandar y se

las ajusto a un modelo lineal (Varian, 2004).

2.5.9.3 Isotermas de adsorcion para arsénico

Para los ensayos de adsorcion se debe utilizar las isotermas de adsorcion,
con el fin de conocer qué cantidad de contaminante esta siendo adsorbido por
cada gramo de cianobacteria. En este caso es necesario conocer la cantidad en
peso de cianobacterias que fueron sometidas al agua contaminada con arsénico.
Para este estudio fue de 191.7 mg de cianobacterias tanto para la cepa 15 como

para el consorcio.

Adsorcion es la acumulacién preferencial de una substancia en una fase
liquida o0 gaseosa sobre la superficie de un sélido, en esta investigacion se lleva a
cabo una adsorcidn de arsénico que se encuentra en una fase liquida y se desea
pasar a una fase sélida que es la cianobacteria. Los procesos de adsorcion son

ampliamente usados en muchas aplicaciones, para este caso el adsorbente es la
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cianobacteria; un adsorbente debera tener una gran capacidad de adsorcion y
rapida velocidad de adsorcion. El adsorbente debe contar con una gran area

superficial o un gran volumen de microporos.

Una isoterma de adsorcion es la relacion matematica entre la masa de
soluto adsorbido y la concentraciéon del soluto en la solucién una vez que se ha
alcanzado el equilibrio. Los modelos de isotermas de adsorcion que se utilizaron

en esta investigacion son el lineal, Langmuir y Freundlich.

Lineal: g = K X Ce

. __ Qmax xXKxCe
LangmUIr. q= W

1
Freundlich: ¢ = K X Cen

2.5.10 Ensayo de toxicidad con Daphnia pulex

Las pulgas de agua fueron facilitadas por el sefior Daniel Orrico, estudiante

de la Carrera de Ingenieria en Biotecnologia de la Escuela Politécnica del Ejército.

2.5.10.1 Preparacién de agua reconstituida para Daphnia pulex

Su preparacion se la realizé en un garrafon de 19 L de capacidad en agua
destilada, para ello se adicion6 2,4 g de MgSQO,, 3,84 g de NaHCO3; y 0,16 g de
KCI. Se agité hasta disolver completamente las sales. Paralelamente se disolvio
2,4 g de CaS0,4.2H,0 en un litro de agua destilada; esta solucion se la tuvo que
agitar durante 24 h en un agitador orbital para que se disuelva completamente. Al
terminar de solubilizar el CaS04.2H,0 se lo incorpord a los 19 L de la solucién de

sales para completar un total de 20 L de agua reconstituida (Diaz et al, 2006).
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2.5.10.2 Manutencion de cultivos de Daphnia pulex

A las pulgas de agua se las mantuvo en peceras de vidrio de 3L de
capacidad durante todo el tiempo que se llevaron a cabo las pruebas de toxicidad.
Al agua reconstituida se la cambi6é cada semana tomando en cuenta de eliminar
las 2/3 partes del agua, de manera que 1/3 del agua anterior quede en la pecera
para evitar cambios bruscos de ambiente que pueda causarles la muerte a las
pulgas. Se elimin6 el agua mediante una bomba de vacio tomando el agua del
fondo de las peceras para eliminar las mudas y desechos de las Daphnia (Diaz et
al, 2006).

Se utilizd6 como alimento Spirulina, y los calculos para el alimento por cada

pecera de pulgas se la realizo de la siguiente manera: (Diaz et al, 2006).

V=A*B/C

Donde:

V = volumen a ser adicionado

A = numero de organismos

B = numero de células por Daphnia (1,5 x 106 células por Daphnia/dia)

C = densidad celular de la suspension algal

2.5.10.3 Separaciéon de pulgas por edad de Cultivo

Se recogi6 a los neonatos diariamente con una pipeta de 2500 uL con el fin
de crear nuevos cultivos en otras peceras, las pulgas fueron separadas por
semanas de edad en seis estanques 0 peceras diferentes como se muestra en la
figura 2.1 (Diaz et al, 2006).
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Inicio de partos
Madurez Sexual

v

0-24 h 1 semana 2 semanas 3 semanas 4 semanas 5 semanas

Neonatos con los que se reinicia un nuevo cultivo

y

Hembras que se descartan

Figura 2.1: Separacion de pulgas por edad (Diaz et al, 2006).

2.5.10.4 Neonatos utilizados para pruebas de toxicidad

El dia anterior a realizarse las pruebas de toxicidad, se extrajeron con una
pipeta de 2500 pL todos los neonatos presentes en los estanques de crecimiento,
para asi, al dia siguiente, poder contar con neonatos de entre 0 y 24 h que son los

utilizados para pruebas de toxicidad universal (Diaz, C et al, 2006).

2.5.10.5 Obtencién de agua tratada con cianobacterias para pruebas de

Toxicidad

Se recuperd biomasa como se explica en el apartado 2.5.4, posteriormente
se resuspendié a ésta biomasa en agua destilada estéril y se la agitdé durante 6
dias a 100 rpm en un agitador orbital para posteriormente recuperar el agua
tratada mediante centrifugacion a 4000 rpm vy utilizarla en los ensayos de

toxicidad. No solamente el agua tratada se utilizd6 en los ensayos de toxicidad,
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también el medio de cultivo de las cianobacterias fue utilizado para pruebas de
toxicidad con el fin de tener una mayor certeza de que las cianobacterias son

toxicas en un primer nivel de bioensayos (Diaz et al, 2006).

2.5.10.6 Prueba de sensibilidad de Daphnia pulex con dicromato de potasio

Las pruebas de sensibilidad en estos organismos son utilizadas con el fin de
conocer si pueden ser usadas para pruebas de toxicidad, dado que si no tienen
sensibilidad a los toxicos de referencia dificilmente tendran sensibilidad a posibles
toxicos en el agua tratada con las cianobacterias (Diaz et al, 2006).

Se realizé una solucion madre de Dicromato de Potasio de 100 mg/L en agua
destilada, a partir de la cual se realizaron diluciones en agua reconstituida para
obtener concentraciones de 10 mg/L, 1 mg/L 0,1 mg/L, 0,05 mg/L y 0.01 mg/L
(Diaz et al, 2006).

Se pusieron 10 neonatos de menos de 24 h en las diluciones de dicromato de
potasio con el fin de conocer la concentracion letal media para este toxico de
referencia. Se realizaron 2 repeticiones por cada concentracién y se mantuvo a los
neonatos por 48 h en dichas soluciones, ademas que se realizd un blanco solo
con agua reconstituida, posterior a las 48 h se contaron los neonatos muertos, a
los que se identifico por falta de movimiento y en casos de dificil observacion a
simple vista se observdé mediante el estereomicroscopio si existia ritmo cardiaco
(Diaz et al, 2006).
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Para las pruebas de toxicidad tanto con el agua tratada como con el medio de
cultivo de las dos cianobacterias se realizaron diluciones como se muestra en la
figura 2.2 en balones de 100 mL. De los 100 mL de cada dilucion se utilizaron 25
mL en cajas petri para cada repeticion con un total de 3 repeticiones por cada
dilucion. Por cada 25 mL de muestra se afadieron 10 neonatos menores a 24 h'y
se los mantuvo alli 48 h, después de las cuales se observaron al

estereomicroscopio para contar los neonatos vivos y muertos (Diaz C et al, 2006).

2.6 Andlisis de datos
2.6.1 Remocion de arsénico

Los datos de porcentaje de remocion de arsénico para los distintos
tratamientos utilizados en esta investigacion fueron analizados en el programa
SPSS version 15, mediante el cual se obtuvieron datos de estadisticos

descriptivos, ANOVA, y la prueba de Tukey.

2.6.2 Toxicidad de las cianobacterias

El andlisis de datos de toxicidad de cianobacterias usadas en este proyecto
es cualitativo y cuantitativo al tener que observar y contar pulgas muertas
sometidas a distintas concentraciones de agua tratada por las cianobacterias. Se
utilizd el programa Probit de Biostat para analizar dichos datos, el cual arroja
valores de Concentracion Letal Media de las sustancias analizadas con
organismos vivos al ingresar datos de los organismos muertos y organismos
utilizados en las pruebas de toxicidad, ademas de las concentraciones de la

sustancia que se sospecha que es téxica (Barrios et al, 2007).
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Hay que tener en cuenta que distintas especies tienen diferente sensibilidad a
distintas sustancias quimicas. Mas de 150 especies desde bacterias hasta
mamiferos se usaron como organismos para test, pero sélo unas 40 tuvieron cierta

aprobacion oficial.
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CAPITULO 3: RESULTADOS

3.1 Manejo de cultivos axénicos y en consorcios de cianobacterias
3.1.1 Cultivo de cianobacterias en reactores continuos

Se obtuvieron cultivos masivos de cianobacterias en frascos Boeco de 250
mL a partir del cepario del Laboratorio de Cianobacterias en el Centro de
Investigaciones Cientificas de la Escuela Politécnica del Ejército (figura 3.1).

Figura 3.1: Cultivo de Cepa 15 y Consorcio en Frascos
Boeco de 250 mL con medio BG11o (Espindola, 2008).

En los frascos de 250 mL se llegd a una DOv5o de 1 por lo que ya fue

posible escalar a reactores de mayor volimen como se aprecia en la figura 3.2.
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Al iniciarse los cultivos a partir de cultivos en cajas petri con medio BG11o
solido, el tiempo de obtencion de biomasa aumentd dado que el numero de
cianobacterias utilizadas para el indculo inicial fue poco a pesar de que los frascos
boeco de 250 mL fueron mantenidos con aireacion constante. Para llegar a tener
una densidad optica a 750 nm de 1, se tuvo que mantener el cultivo durante
aproximadamente 45 dias, para posteriormente pasarlo a reactores de 500 mL.
Finalmente se escalaron los cultivos a reactores de 5 L en donde al tener un
in6culo inicial bastante concentrado, el tiempo para obtener una densidad éptica a
750 nm (DO750 nm) de 1 fue de 15 y 18 dias tanto de consorcio como de la cepa 15

respectivamente.

Posteriormente fueron escaladas hasta llegar a un cultivo de 5 L tanto para
la cepa 15 como para el consorcio como se puede observar en los reactores de la

figura 3.2.

Figura 3.2: Reactores de 5 L donde se realizd la
obtencion masiva de biomasa cianobacteriana para los
Ensayos con Arsénico (Espindola, 2008).
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3.1.2 Morfologia de las cianobacterias a utilizarse en los ensayos de

remocion de arsénico

En la figura 3.3a se aprecia la morfologia de la cepa 15 a los 5 dias de
iniciado el cultivo en medio liquido, a los 10 dias se observa la morfologia de la
cepa 15 en la figura 3.3b, a los 15 dias la cianobacteria se ve plegada como se
aprecia en la figura 3.3c. La cepa 15 cuenta con gran cantidad de células fijadoras
de nitrégeno llamadas heterocistos, ademas en la figura 3.3d se puede ver que la
cepa 15 se encuentra enrrollada, mientras mas tiempo pasaba los cultivos.

Heterocistos

Figura 3.3: Imagenes a 40 aumentos en un microscopio de la Cepa 15 en

sus diferentes estadios de crecimiento: (a) 5 dias, (b) 10 dias, (c) 15 dias,
(d) 20 dias (Espindola, 2008).

El consorcio utilizado cuenta con diferentes tipos de cianobacterias,

principalmente del género Anabaena con distintas morfologias como se pueden
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observar en la figura 3.4, ademas cuentan con varias células fijadoras de

nitrégeno llamados heterocistos.

En cuanto a la cepa 15 toma distintas formas en sus etapas de crecimiento,
al momento de que fue cultivada para los ensayos de remocidn de arsénico tuvo la
forma que se muestra en la figura 3.3 en la parte (d), la cual es cerrada y sin
ninguna exposicion de sus paredes internas como en etapas iniciales de
crecimiento, pero cuando se les somete a calor, las células se abren y expondran
toda su pared celular ademas de que todos sus organelos exhibiran mayormente

sus grupos funcionales.

El consorcio utilizado estd conformado por 4 tipos de cianobacterias las
cuales se pueden apreciar en la figura 3.4, la cianobacteria (c) es la que podria
adsorber con mayor facilidad el arsénico dada su forma alargada ademas que
muestra mayor exposicion de su pared celular al medio circundante, el resto,
siempre sera necesario que se encuentren desplegadas para que tengan un
mayor porcentaje de adsorcion de arsénico. En el consorcio de cianobacterias
también se encuentra gran cantidad de otras bacterias que ayudan a que se de

mayor cantidad de adsorcién de arsénico.
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Figura 3.4: Cianobacterias que forman parte del Consorcio

utilizado en los ensayos de Remocién de Arsénico (Espindola,
2008).

3.2 Produccion de biomasa para los ensayos con arsénico

3.2.2 Cosecha de la biomasa obtenida en los reactores de5 L

Cuando se tuvo una DOz nm de 1 en los cultivos, se cosechd la biomasa
como se observa en la figura 3.5a, la biomasa ya recuperada se encuentra en el
fondo del tubo falcon de 50 mL (figura 3.5b).
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Figura 3.5: Recuperacion de la Biomasa mediante centrifugacion en
tubos Falcon de 50 mL (a) centrifuga, (b) tubo Falcon de 50 mL con
biomasa recuperada (Espindola, 2008).

Después de la recuperacion por centrifugacion, la biomasa fue sometida a
los tratamientos ya mencionados en el capitulo 2 en las secciones 2.5.5y 2.5.6
para obtener la biomasa ya lisada como se puede observar en la figura 3.6, la
biomasa lisada tiene un color marrén distinto al de las cianobacterias vivas.

Figura 3.6: Biomasa sometida a

tratamiento | y Il (Espindola, 2008).
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3.3 Evaluacion de laremocion de arsénico en medio liquido

3.3.1 Resuspension de la biomasay ensayos de remocion de arsénico

En la figura 3.7 de observa la resuspension de la biomasa para la maxima

adsorcion del arsénico en las cianobacterias.

Figura 3.7: Agitacién de los frascos
Boeco de 500 mL conteniendo
arsénico V y Cianobacterias en
agua (Espindola, 2008).

Las muestras tomadas (figura 3.8a) que se filtraron (figura 3.8b) ya no
fueron turbias como al momento del tratamiento con las cianobacterias, por lo que
ya fue posible cuantificar el arsénico sin que existan interferencias de arsénico

adsorbido en materia organica.
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Figura 3.8: Toma de muestras de agua tratada con cianobacterias: (a)
Toma de muestra con micropipeta de 2 mL, (b) Filtrado de muestras en
tubos falcon de 50 mL (Espindola, 2008).

3.3.2 Cuantificacion de arsénico remanente en el agua tratada con
cianobacterias

En la cuantificaciéon de arsénico remanente en el agua tratada se obtuvo el
porcentaje de remocion de arsénico para cada cianobacteria, pretratamiento de la
biomasa y concentracion de arsénico como se muestra a continuacion en las

siguientes figuras:

En la figura 3.9 se muestran los porcentajes de remocién de arsénico a
partir de una concentracion inicial de arsénico de 100 ug/L, el porcentaje mas alto
de remocion lo tiene el consorcio tratado con autoclave a 121°C para
posteriormente seguirle el consorcio tratado con calor a 92°C, las cianobacterias
gue no fueron sometidas a ningun tipo de tratamiento tienen porcentajes de

remocién de 3.07% y 4.39% para la cepa 15 y el consorcio respectivamente.
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70.00% |
60.00% |
50.00% |

40.00% |~
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20.00% |

10.00% |~

Porcentaje de remocion de Arsénico

0.00%

Sintrat, Sintrat,

Calor, Calor, Autoclave, Autoclave,

giiﬁ% 22.'73% (szfég% nglo% -5’-1057’% g.lssé%
100 pg/L
CALOR AUTOCLAVE SINTRATAMIENTO
C15 CN C15 CN C15 CN
REPLICA 1 53.95% 57.22% 53.01% 60.18% 3.22% 4.39%
REPLICA 2 54.88% 57.23% 51.09% 61.46% 3.42% 4.38%
REPLICA 3 55.90% 55.74% 51.55% 61.66% 2.57% 4.40%
PROMEDIO 54.91% 56.73% 51.88% 61.10% 3.07% 4.39%

Figura 3.9: Porcentajes de remocidon de Arsénico partiendo de una
concentracion de 100 ug/L (C15: cepa 15; CN: consorcio).

En la figura 3.10 se presentan los porcentajes de remocidén de arsénico
partiendo de una concentracion inicial de arsénico de 300 ug/L, donde el
porcentaje de remocion mas alto lo tiene el Consorcio tratado con el autoclave con
un porcentaje de remociéon de 59.46%, luego se encuentra la cepa 15 tratada con
el autoclave que tiene un porcentaje de remocion de arsénico de 53.38%,
partiendo de esta concentracion inicial de 300 pg/L también se aprecia que el
tratamiento con calor a 92°C ha logrado que la cepa 15 tenga un porcentaje de
remocidén mas alto que el consorcio con 49.24% para la cepa 15 y un 47.28% para

el consorcio, aunque la variacion es minima.
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300 pg/L

Porcentaje de remocién de Arsénico
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C1s5,
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c1s,
1.19%

Sin trat,
C15,
1.92%

300 ug/L
CALOR AUTOCLAVE SIN TRATAMIENTO
C15 CN C15 CN C15 CN
REPLICA 1 48.89% 47.01% 53.70% 59.05% 1.18% 1.92%
REPLICA 2 49.65% 48.37% 53.68% 59.52% 1.19% 1.89%
REPLICA 3 49.19% 46.46% 52.76% 59.81% 1.19% 1.96%
PROMEDIO 49.24% 47.28% 53.38% 59.46% 1.19% 1.92%

Figura 3.10: Porcentajes de remocién de Arsénico partiendo de una

concentracion de 300 ug/L (C15: cepa 15; CN: consorcio).

En la figura 3.11 se pueden apreciar los porcentajes de remocion de
arsénico partiendo de una concentraciéon inicial de arsénico de 500 ug/L, los
porcentajes de remociéon van disminuyendo conforme la concentracion inicial de
arsénico aumenta. Aqui se indica que el consorcio tratado con el autoclave vuelve
a ser el que ha removido mayor porcentaje de arsénico con 56.96% de remocién,

posteriormente le sigue el consorcio tratado con calor a 92°C con un 48.39% de

remocion.
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500 pg/L

60.00% |
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2121% 22539% g.ss'z% ggf%% 5-1153’% ;1656'%
500 pg/L
CALOR AUTOCLAVE SINTRATAMIENTO
C15 CN C15 CN C15 CN
REPLICA 1 44.46% 48.20% 43.19% 56.95% 1.17% 1.77%
REPLICA 2 44.53% 48.63% 43.43% 57.02% 1.15% 1.61%
REPLICA 3 44.25% 48.34% 43.32% 56.92% 1.09% 1.60%
PROMEDIO 44.41% 48.39% 43.32% 56.96% 1.13% 1.66%

Figura 3.11: Porcentajes de remocién de Arsénico partiendo de una

concentracion de 500 ug/L (C15: cepa 15; CN: consorcio).

La figura 3.12, presenta los porcentajes de remocion de arsénico partiendo
de una concentracion inicial de arsénico de 700 pg/L, en este punto los
porcentajes de remocién han disminuido drasticamente, el tratamiento que tuvo el
mayor porcentaje de remocion en este caso fue el consorcio tratado con autoclave
con un 38.85% de remocidn, siguiéndole el consorcio tratado con calor con un

33.13 % de remocion.
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700 pg/L

40.00% |~

15.00%

Porcentaje de remocion de Arsénico
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700 pg/L
CALOR AUTOCLAVE SIN TRATAMIENTO
C15 CN C15 CN C15 CN
REPLICA 1 30.85% 33.48% 29.90% 38.99% 0.80% 1.15%
REPLICA 2 30.03% 32.81% 29.87% 38.71% 0.77% 1.15%
REPLICA 3 29.74% 33.10% 30.00% 38.86% 0.72% 1.15%
PROMEDIO 30.21% 33.13% 29.92% 38.85% 0.76% 1.15%

Figura 3.12: Porcentajes de remocién de Arsénico partiendo de una

concentracion de 700 pg/L (C15: cepa 15; CN: consorcio).

Como ya se explicd en los procedimientos, se tomaron muestras de agua
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mientras el ensayo se llevaba a cabo a ciertos intervalos de tiempo. En la figura
3.13 se muestran los datos, cuando se partid de una concentracion inicial de
arsénico de 700 pg/L (a), de 500 pg/L (b), a partir de 300 pg/L (c) y a partir de 100
ug/L (d). La cepa 15y el consorcio que no fueron sometidos a ningun tratamiento,
mantienen casi constante la concentracion de arsénico en el agua, mientras que el
resto de tratamientos van reduciendo paulatinamente las concentraciones de

arsénico hasta que la concentracion de arsénico en el agua es constante. En




todas las figuras se puede apreciar el mismo patron de disminucion de la
concentracion. En la figura 3.13 d la concentracion de partida de arsénico es
menor, porque los experimentos fueron llevados a cabo partiendo de otra solucion
madre de arsénico ademas que la cuantificacion de arsénico se la realizd en

distintos dias.
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Figura 3.13: Presencia de Arsénico en el Agua durante los ensayos de adsorcion
con Cianobacterias a distintos intervalos de tiempo: (a) 700 pg/L, (b) 500 ug/L, (c)
300 pg/L (d) 100 ug/L.

Con los datos obtenidos de porcentajes de remocién y las concentraciones
a diferentes intervalos de tiempo, es posible analizar estadisticamente los
resultados, a continuacion se presenta el Modelo estadistico 3-factorial utilizado

para esta investigacion.
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3.3.3 Modelo 3 factorial dispuesto en un Disefio Completamente al Azar

utilizando como variable dependiente el porcentaje de remocidn de arsénico.

En el programa SPSS15 se obtuvieron los factores intersujetos (Anexo C)
gue muestran los factores del disefio, ademas de las etiquetas usadas en el
programa para poder entender las tablas que se mostraran posteriormente.

En la tabla 3.1, la media mas alta es la del tratamiento 100 ug/L-autoclave-
consorcio, con un porcentaje de 61.1 % de remocién de arsénico, mientras que el
mas bajo es el de 700 pg/L-sin tratamiento-cepa 15 con un porcentaje de remocion
de 0.7633 %. Con los datos de las medias de los porcentajes de remocion de

arseénico es posible identificar cual es el mejor tratamiento.

Para los datos que se agrupan en la tabla 3.1, la desviacion tipica muestra
gué tan alejados estan los datos de sus medias, las desviaciones tipicas mas altas
son las del total para cada concentracion, dado que dicho total es tomado a partir
de todos los datos de su respectiva concentracion y al ser datos muy dispersos se

obtiene esa desviacion tipica.

El valor de N en la tabla 3.1 nos muestra la cantidad de datos utilizados
para obtener la media y la desviacion tipica del tratamiento que se encuentre en

cada fila.
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Tabla 3.1: Estadisticos Descriptivos de las variables independientes con la media,
desviacion tipica y el nimero de datos por cada nivel

Cepa 15 54.91 0.98 3

Calor Consorcio 56.73 0.86 3

Total 55.82 1.29 6

Cepa 15 51.88 1.00 3

100 Autoclave Consorcio 61.10 0.80 3
Total 56.49 511 6

Cepa 15 3.07 0.44 3

Sin tratamiento Consorcio 4.39 0.01 3

Total 373 0.78 6

Cepa 15 49.24 0.38 3

Calor Consorcio 47.28 0.98 3

Total 48.26 127 6

Cepa 15 53.33 0.54 3

300 Autoclave Consorcio 59.46 0.38 3
Total 56.42 3.36 6

Cepa 15 119 0.01 3

Sin tratamiento Consorcio 192 0.04 3

Total 156 0.40 6

Cepa 15 44.41 0.15 3

Calor Consorcio 48.39 0.22 3

Total 46.40 218 6

Cepa 15 43.31 0.12 3

500 Autoclave Consorcio 56.9% 0.05 3
Total 50.14 748 6

Cepa 15 114 0.04 3

Sin tratamiento Consorcio 1.66 0.10 3

Total 140 0.29 6

Cepa 15 30.21 0.58 3

Calor Consorcio 33.13 0.34 3

Total 31.67 1.66 6

Cepa 15 29.92 0.07 3

700 Autoclave Consorcio 38.85 0.14 3
Total 34.39 489 6

Cepa 15 0.76 0.04 3

Sin tratamiento Consorcio 115 0.00 3

Total 0.96 0.21 6

Cepa 15 44.69 957 12

Calor Consorcio 46.38 8.87 12

Total 45.54 9.07 24

Cepa 15 44.63 9.74 12

Total Autoclave Consorcio 54.09 9.33 12
Total 49.36 10.51 24

Cepa 15 154 0.96 12

Sin tratamiento Consorcio 2.28 131 12

Total 191 1.18 24

3.3.3.1 Contraste de Levene de igualdad de varianza

Se contrasta la hipétesis nula de que la varianza (error de la variable

dependiente) es igual a lo largo de todos los grupos, es decir que la varianza entre
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las repeticiones realizadas para cada tratamiento, llamandose tratamientos a cada
combinacién de factores con sus niveles, es similar para todos los tratamientos o
grupos. En la tabla 3.2 se indica que la significacién es de 3.84152x107°<0.05, por
lo que se acepta la hipétesis nula que dice que todas las varianzas son iguales a
lo largo de todos los grupos. Ahora una vez que se conoce que los datos son
véalidos para realizar el disefio factorial, se calcula el ANOVA (tabla 3.3).

Tabla 3.2: Contraste de Levene sobre la

igualdad de las varianzas

4.6266038 23 48 3.84152E-06

3.3.3.2 Analisis de varianza del Modelo 3-factorial 4x3x2

En la tabla 3.3 del ANOVA, la fila del modelo corregido se refiere a todos
los efectos del modelo tomados juntos, (el efecto de los tres factores, de las
interacciones y de la constante o interseccion); el estadistico F (p=6.05x10-
77<0.05) indica que el modelo utilizado explica una parte significativa de la
variacion observada en el porcentaje de remocion. El valor de R2 (1) que se
obtuvo dividiendo la suma de cuadrados del modelo corregido entre la suma de
cuadrados Total corregida indica que los 7 efectos incluidos en el modelo estan
explicando el 100% de la varianza de la variable dependiente que en este caso es

el porcentaje de remocién de arsénico; los 7 efectos incluidos en el modelo son:

1. Concentracion inicial de arsénico
2. Tratamiento de la biomasa

3. Tipo de cianobacteria
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4. Concentracion inicial de arsénico x Tratamiento de la biomasa
5. Concentracion inicial de arsénico x Tipo de Cianobacteria
6. Tratamiento de la biomasa x Tipo de Cianobacteria

7. Concentracion inicial de arsénico x Tratamiento de la Biomasa x Tipo de

cianobacteria.

Tabla 3.3: ANOVA para el experimento 3-factorial realizado con los porcentajes de

remocion.

Modelo corregido 37806.95815 23 1643.780789 6980.948991| 6.0585E-77
Interseccién 74973.53645 1 74973.53645 318404.0336 2.1668E-93
Cianobacteria 283.22 1 283.22 1202.802945| 1.2147E-35
Pretratamiento de Biomasa 33355.70566 2 16677.85283 70828.93331| 5.2057E-84
Concentracién_de_As 2695.667006 3 898.5556685 3816.063145| 4.4145E-57
Cianobacteria * Pretratamiento de Biomasa 275.190825 2 137.5954125 584.3519783 2.02E-34
Cianobacteria * Concentracion_de_As 44.52107778 3 14.84035926 63.02530829| 1.1345E-16
Pretratamiento de Biomasa * Concentracion_de_As 1122.261419 6 187.0435699 794.3526468( 2.9711E-46
Cianobacteria * Pretratamiento_Biomasa * Concentracion_de_As 30.39216389 6 5.065360648 2151200728 4.4091E-12
Error 113024 48 0.235466667

Total 112791.797 72

Total corregida 37818.26055 71

Las filas donde se mencionan a los factores principales, es decir, los
efectos individuales de los tres factores incluidos en el modelo, los niveles criticos
(Sig) indican que los grupos contenidos en concentracion de arsénico (100, 300,
500 y 700 pg/L) son significativamente distintos en su variable porcentaje de
remocién. Asi mismo para el factor tratamiento de la biomasa los niveles criticos
muestran un valor de 5.20x10®* el cual es menor a 0.05 indicando que los grupos
gue conforman el factor tratamiento de la biomasa (calor, autoclave y sin
tratamiento) son significativamente distintos al medir el porcentaje de remocion de
arsénico cuando son aplicados en el agua contaminada. De la misma forma con el
factor tipo de cianobacteria, con un nivel critico de 1.21x107°<0.05 indica que los

efectos de los grupos que contiene este factor (cepa 15 y consorcio) son
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significativamente distintos al comparar sus porcentaje de remocién de arsénico

en el agua.

Dentro de esta tabla del ANOVA se tienen en cuenta las interacciones
entre los 3 factores ya mencionados anteriormente, el nivel critico para la
interaccién Concentracion inicial de arsénico x Tratamiento de la biomasa muestra
un valor de 2.97x10°<0.05 lo cual indica que la interaccién posee un efecto
significativo sobre el porcentaje de remocion de arsénico. Para la interaccion
Concentracion inicial de arsénico x Tipo de Cianobacteria el nivel critico mostrado
es de 1.13x10'°<0.05 indicando que también esta interaccion tiene un efecto
significativo sobre el porcentaje de remocion de arsénico. Para las interacciones
de Tratamiento de la biomasa x Tipo de Cianobacteria, Concentracion inicial de
arsénico x Tratamiento de la Biomasa x Tipo de cianobacteria también se
muestran niveles criticos inferiores a 0.05 por lo que asi mismo tienen un efecto

significativo en el porcentaje de remocion de arseénico.

El error de 11.302 es un estimador insesgado de la varianza de las 24
poblaciones estudiadas, y no esta por demas recalcar que dichas varianzas son

iguales por la prueba de Levene realizada inicialmente.

En la tabla 3.4 se puede ver la media de porcentaje de remocion de
arsénico para el tipo de cianobacteria solamente, el consorcio muestra un 30.25%
de remocién de arsénico en toda la investigacion, lo cual indica que es superior a

la cepa 15 que cuenta con un porcentaje de remocion de 30.28%.
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Tabla 3.4: Medias estimadas de porcentaje de remocion de arsénico para el
tipo de cianobacteria utilizada.

Cepa 15

Consorcio

30.29

0.08

30.12

q

3045

34.25

0.08

34.09 3442

La tabla 3.5 nos indica las medias de los porcentajes de remocion de
arsénico que produjo el pretratamiento dado a la biomasa, es decir existe una

media para cada pretratamiento, donde el mejor es el autoclave con un 49.36% de
remocion.

Tabla 3.5: Medias estimadas de porcentaje de remocién de arsénico para el tipo de
tratamiento dado a la biomasa

ﬁ

Calor

Autoclave

45.54

0.099

Sin tratamiento

49.36
1.91

0.099

45.34
49.16

45.74
49.56

0.099

1.71 2.11

Para cada concentracion inicial de arsénico, también es posible obtener
medias de porcentaje de remocion, en la tabla 3.6 se muestran dichas medias

donde la mejor es la de 100 ug/L con una media de porcentaje de remocion de
38.45.



Tabla 3.6: Medias estimadas de porcentaje de remocién de arsénico para la

concentracion inicial de arsénico.

100 38.68 0.11 38.45 38.91
300 35.41 0.11 35.18 35.64
500 32.65 0.11 32.42 32.88
700 22.34 0.11 22.11 22.57

Después de contar con las medias de porcentajes de remocién de arsénico
para los factores principales, también se presenta las interacciones de dichos
factores y sus medias de porcentajes de remocion estimadas; en la tabla 3.7, se
puede apreciar que la interaccion consorcio autoclave tiene el mejor porcentaje de
remocion de arsénico con 54.09%, pero también cabe destacar que el tratamiento
concalor a 92°C cuenta con porcentajes de remocion un poco alejados de las
medias de porcentajes de remocion de autoclave, por ejemplo el consorcio

sometido a calor a 92°C tiene una media de 46.38%.

Tabla 3.7: Medias estimadas de porcentaje de remocidon de arsénico para la

interaccion Tipo de cianobacteria x Tratamiento dado a la biomasa

ﬁ

Calor 44.693 |0.14 44.412 44.975

Cepa 15 Autoclave 44.625 0.14 44.343 44.907
Sin tratamiento 1.539 0.14 1258 1.821

Calor 46.383  |0.14 46.101 46.664

Consorcio Autoclave 54.094 [0.14 53.813 54.376
Sin tratamiento 2.281 0.14 1.999 2.562

En la tabla 3.8 se muestra la interaccion Tipo de cianobacteria x
Concentracion inicial de arsénico en ug/L, donde siempre va a tener un mas alto

porcentaje de remocion el consorcio sometido a una concentracion inicial de 100
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Hg/L, mientras que los porcentajes mas bajos estardn en los que fueron sometidos
a 700 pg/L como es el caso del consorcio y de la cepa 15 con medias de
porcentajes de remocion de 24.38% y 20.30% respectivamente.

Tabla 3.8: Medias estimadas de porcentaje de remocion de arsénico para la interaccion:

Tipo de cianobacteria x Concentracion inicial de arsénico en pg/L.

100 36.621 0.161749692 36.29589156 36.94633066
Cepals 300 34.603 0.161749692 34.27811378 34.92855289
500 29.621 0.161749692 29.29589156 29.94633066
700 20.298 0.161749692 19.97255822 20.62299733
100 40.74 0.161749692 40.41478045 41.06521955
Consordio 300 36.221 0.161749692 35.89589156 36.54633066
500 35.671 0.161749692 35.34589156 35.99633066
700 24.378 0.161749692 24.05255822 24.70299733

En la interaccion tratamiento dado a la biomasa x Concentracion inicial de
arseénico en pg/L, con datos anteriores ya conocemos que el mejor tratamiento es
el autoclave en lo que tiene que ver al porcentaje de remocion de arsénico, por lo
gue a 100 pg/L con el autoclave se tiene la media mas elevada del porcentaje de

remocion de arsénico con 56.49% como se muestra en la tabla 3.9.

Tabla 3.9: Medias estimadas de porcentaje de remocién de arsénico para la interaccion:

Tratamiento dado a la biomasa x Concentracion inicial de arsénico en ug/L.

q

100 55.82 0.1981 55.4217 56.2183

Calor 300 48.262 0.1981 47.8634 48.6600

500 46.402 0.1981 46.0034 46.8000

700 31.668 0.1981 31.2700 32.0666

100 56.492 0.1981 56.0934 56.8900

Autodave 300 56.42 0.1981 56.0217 56.8183

500 50.138 0.1981 49.7400 50.5366

700 34.388 0.1981 33.9900 34.7866

100 3.73 0.1981 3.3317 4.1283

. . 300 1.555 0.1981 1.1567 1.9533
Sin tratamiento

500 1.3983 0.1981 1.0000 1.7966

700 0.9567 0.1981 0.5584 1.3550
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Con la interaccion triple, Pretratamiento de la biomasa x Concentracion
inicial de arsénico en pg/L x Tipo de cianobacteria, es posible conocer qué
interaccion es la que presenta el mas alto porcentaje de remocién. En este caso la
interaccion Consorcio-Autoclave-100 pg/L con una media de porcentaje de
remocion de arsénico de 61.1% como se indica en la tabla 3.10, ademas que la
siguiente interaccion es Consorcio-Autoclave-300 pg/L con un porcentaje de
remocion de 59.46%.

Tabla 3.10: Medias estimadas de porcentaje de remocién de arsénico para la interaccion:
Tratamiento dado a la biomasa x Concentracion inicial de arsénico en pg/L x Tipo de

cianobacteria.

—

100 5491 0.28 54.35 55.47

calor 300 49.24 0.28 48.68 49.81

500 44.41 0.28 3.8 24.98

700 3021 0.28 29564 30.77

100 5188 0.28 51.32 52.45

300 5338 0.28 52.82 53.94

Cepals Autoclave 500 7331 0.28 275 73.88

700 29.92 0.28 2936 30.49

100 3.07 0.28 251 363

) ) 300 119 0.28 0.62 175
Sin tratamiento

500 114 0.28 0.57 1.70

700 0.76 0.28 0.20 133

100 56.73 0.28 56.17 57.29

alor 300 47.28 0.28 26.72 17.84

500 4839 0.28 47.83 18.95

700 3313 0.28 32.57 3.60

100 61.10 0.28 60.54 61.66

Consordo Autoclave 300 59.46 0.28 58.90 60.02

500 56.96 0.28 56.40 57.53

700 38.85 0.28 38.29 39.42

100 739 0.28 383 2.95

) ) 300 192 0.28 136 2.49
Sin tratamiento

500 1.66 0.28 1.10 2.22

700 115 0.28 0.59 171

Al haber encontrado que todos los estadisticos F correspondientes a los
efectos principales resultan significativos, es importante realizar comparaciones a
posteriori, con el fin de conocer qué media especifica difiere de otra. Para ello se
realizo la prueba de Tukey con 5% de confianza. En la tabla 3.11 se muestran los

resultados de la similitud de medias para el factor tratamiento dado a la biomasa,
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en el cual ninguna media se parece a otra, cada media se encuentra en un
subconjunto distinto.

Tabla 3.11: Prueba de Tukey para similitud de medias del factor Pretratamiento
de la Biomasa

1 2 3
Sin tratamiento 24 191
Calor 24 45.54
Autoclave 24 4936

Para el factor concentracién inicial de arsénico también se realizaron las
pruebas de similitud de medias de Tukey, en la tabla 3.12 se puede observar que
de acuerdo al porcentaje de remocién ninguna concentracion inicial es similar a

otra, todas han tenido un porcentaje de remocién distinto.

Tabla 3.12: Prueba de Tukey para similitud de medias del factor

Concentracion inicial de Arsénico.

1 2 3 4
700 18 22.34
500 18 32.65
300 18 35.41
100 18 38.68
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Las interacciones entre los distintos factores son presentadas a
continuacién mediante graficos de perfil. Para la interaccion entre calor-100 pg/L
se puede observar la media mas alta en la figura 3.14, en la misma figura la
interaccién sin tratamiento-700 pg/L tiene la media marginal mas baja, todo se
refiere a porcentajes de remocién como variable dependiente. Segun la figura
3.35, la interaccion calor-100 ug/L y la interaccion autoclave 100 ug/L tienen una

media marginal muy parecida.

Medias marginales estimadas de Porcentaje de remocion del As

Pretratamiento de la
biomasa
—— Calor
— Autoclave
50.00+ Sin tratamiento

60.00—

= 40.00+

30.00—

20.00—

Medias marginales estimadas

10.00—

0.00

1 1 Ll
100 300 500 700
Concentracion de As, en uglL

Figura 3.14: Grafico de perfil para la interaccion

Pretratamiento de la biomasa x Concentracion inicial de As.

En el grafico de perfil 3.15, el consorcio sometido a 100 ug/L de arsénico
tiene la media marginal mas alta, mientras que la media marginal mas baja la tiene

la cepa 15 sometida a 700 ug/L de arsénico.
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Medias marginales estimadas de Porcentaje de remocion del As

Tipo de cianobacteria

Cepa 15
Consorcio

45,00

=
=
=}
a
1

35.00+

30.004

25.00+

Medias marginales estimadas

20.00+

100 300 500 700
Concentracion de As, en ug/L

Figura 3.15: Gréfico de perfil para la interaccion Tipo de
Cianobacteria x Concentracion inicial de As.

Existe una tercera interaccibn que es Tipo de cianobacteria X
Pretratamiento de la biomasa, en el grafico 3.16 en el eje de las x se encuentran
los pretratamientos que se le realiz6 a la biomasa previo a los ensayos, y las
series son el tipo de cianobacteria. Cuando no fueron sometidas a ningun
tratamiento, las cianobacterias tanto de la cepa 15 como del consorcio tienen unas
medias marginales bastante bajas, se podria decir que parecidas, pero ya
anteriormente mediante las pruebas a posteriori se constaté que ninguna media se
parecia a ninguna otra. De igual manera en el mismo gréafico 3.16 se aprecia que
la interaccion autoclave-consorcio tiene la media marginal mas grande, seguida de

la cepa 15 también sometida al pretratamiento del autoclave.
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Medias marginales estimadas de Porcentaje de remocion del As

50.00- Tipo de cianobacteria

— Cepals
——— Consorcio

50.00—

40.00+

30.00+

20.00+

Medias marginales estimadas

10.00+

0.00

| 1 |
Calor Autaclave Sin tratamiento
Pretratamiento de la biomasa

Figura 3.16: Gréafico de perfil para la interacciobn Tipo de

Cianobacteria x Pretratamiento de la biomasa

3.3.4 Isotermas de adsorcidon para arsénico V con cianobacterias

Para cada tratamiento se tuvieron distintas isotermas de adsorcion, es
importante que dichas isotermas sean realizadas para cada tratamiento dado que
en el caso de que alguno de ellos sea efectivo, pueda ser utilizado posteriormente

en otras investigaciones a escala mucho mas grande.

En la figura 3.17a se muestra la isoterma de adsorcion lineal cuando es
utilizada en los ensayos de remocion la cepa 15 tratada con calor, la curva tiende
a hacerse lineal. La isoterma de Langmuir es la linealiazacion de los datos

obtenidos para q y Ce, en la figura 3.17b ésta isoterma de Langmuir para la cepa
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15 tratada con calor a 92°C, presenta un R? de 0.9774, mucho mas alto que el R?
de la isoterma de Freundlich (figura 3.17c) que es de 0.869, es por ello que los
calculos de Qmax se realizan de acuerdo a la isoterma de Langmuir que es la que
mas se ajusta a los datos obtenidos en el ensayo; se obtuvo un Qmax de 101.83

ugAs/gCianobacteria que adsorbe la Cepa 15 tratada con Calor a 92°C.
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Figura 3.17: Isotermas de adsorcién en la cepa 15 tratada con calor a 92°C: (a) Isoterma de
adsorcion (b) Isoterma de Langmuir. (c) Isoterma de Freundlich.
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Para el consorcio tratado con calor a 92°C se presentan los valores de g en
la figura 3.18a, donde cumple con la condicion de que cuando las concentraciones
iniciales de arsénico van aumentando, la curva se empieza a hacer lineal. La
isoterma de Langmuir en la figura 3.18b tiene un R? de 0.9802, mucho mas alto
que el de la isoterma de Freundlich en la figura 3.18c con un R? de 0.9001, por lo
gue Qmax calculado a partir de la isoterma de Langmuir es de 107.62
ugAs/gCianobacteria.
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Figura 3.18: Isotermas de adsorcidn en el consorcio tratado con calor a 92°C: (a) Isoterma
de adsorcion (b) Isoterma de Langmuir. (c) Isoterma de Freundlich.
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Para la cepa 15 tratada con autoclave en la isoterma de adsorcién de la
figura 3.19a el valor de g se vuelve constante mientras la concetracion inicial de
arsénico aumenta, la isoterma que se ajusta mejor es la de Langmuir de la figura
3.19b con un R? de 0.9299 en comparacion con el R? de Freundlich de la figura

3.19c que es de 0.7772, por lo que el Qmax es de 123.66 pgAs/gCianobacteria.
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Figura 3.19: Isotermas de adsorcién en la cepa 15 tratada con autoclave a 121°Cy 15 psi de
presion: (a) Isoterma de adsorcidn (b) Isoterma de Langmuir. (c) Isoterma de Freundlich.
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Con el consorcio tratado con autoclave, la isoterma de la figura 3.20a tiende
a ser lineal, la isoterma que mejor se ajusto fue la de Langmuir de la figura 3.20b
con un R? de 0.964, para la isoterma de Freundlich de la figura 3.20c el R? es de
0.8292. Entonces el Qmax calculado a partir de Langmuir es de 171.59

ugAs/gCianobacteria, este es el Qmax mas alto encontrado en esta investigacion.
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Figura 3.20: Isotermas de adsorcidn en el consorcio tratado con autoclave a 121°C y 15 psi
de presidn: (a) Isoterma de adsorcion (b) Isoterma de Langmuir. (c) Isoterma de Freundlich.
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Con la cepa 15 sin tratamiento, la variacion de la concentracion partiendo
de la inicial es minima, por lo que la isoterma lineal de la figura 3.21a se encuentra
a una escala pequefia, la isoterma de Langmuir de la figura 3.21b indica un R? de
0.9389, mucho més alto que el de la isoterma de Freundlich de la figura 3.21c con
un R? de 0.9101, por lo tanto Qmax calculada a partir de Langmuir es de 1.69

HgAs/gCianobacteria.
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Figura 3.21: Isotermas de adsorcidon en la cepa 15 sin tratamiento: (a) Isoterma de
adsorcion (b) Isoterma de Langmuir. (c) Isoterma de Freundlich.
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El consorcio sin tratamiento en la figura 3.22a indica que el Qmax no va a
ser tan alto por la pequefia escala del grafico, para la isoterma de Langmuir de la
figura 3.22b presenta un R? de 0.9903 en comparacion con el R? de la isoterma de
Freundlich de la figura 3.22¢ con un R? de 0.9761, por lo tanto el Qmax calculado

a partir de la isoterma de Langmuir es de 2.66 pgAs/gCianobacteria.
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Figura 3.22: Isotermas de adsorcidon en el consorcio sin tratamiento: (a) Isoterma de
adsorcion (b) Isoterma de Langmuir. (c) Isoterma de Freundlich.
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Finalmente los Qmax de adsorcion para arsénico para todos los

tratamientos del modelo factorial se encuentran en el Anexo D.

3.4 Andlisis de toxicidad aguda con Daphnia pulex

Las pulgas sobrevivieron al cambio de tipo de agua natural a agua sintética,
y también fue posible alimentarlas con Spirulina. Las pulgas fueron alimentadas
con Spirulina, en la figura 3.23 se observa una Daphnia pulex recién alimentada,
se aprecia su tracto digestivo lleno de Spirulina.

Antenas Ojo Corazon Intestino Bolsa Incubatriz

Figura 3.23: Daphnia pulex observada al

estereomicroscopio (Espindola, 2009).

3.4.1 Andlisis de sensibilidad de Daphnia pulex

El andlisis de sensibilidad fue realizado con dicromato de potasio, en cajas

petri con 25 mL de la muestra diluida como se muestra en la figura 3.24.
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Figura 3.24: Ensayos de Toxicidad y

sensibilidad realizados en cajas petri de
25mL con 10 Daphnias por cada caja

Mediante el analisis Finney se procedieron a analizar los datos obtenidos,
en el programa StatPlus2007 con Probit, se utilizé el método Finney por ser mucho
mas exacto. En la tabla 3.13, se presentan los calculos realizados para poder
obtener las dosis letales a distintas cantidades de poblaciones de pulgas, en este
caso se presentan las LD50: 0.604634 mg de Dicromato de Potasio/L, también el
LD100: 6.413 mg de Dicromato de Potasio/L que quiere decir que con una
concentracion de 6.413 mg de Dicromato de Potasio/L se puede matar al 100% de

las pulgas exponiéndolas durante 48 h.

Tabla 3.13: Percentiles de Dosis del Dicromato de Potasio (Estimulo)

1 2.673214667 -2.241613741 055461272 0.005733057 0.009480067
5 335478856 -1.648995007 040570245 0.022439077 0.024146375
10 3.718271243 -1.332952021 033431278 0.04645666 0.039399561
20 4.158543283 0.95014179 0.26382638 0.112165219 0.072407356
25 432581086 -0.804705028 0.24465395 0156781556 0.093066869
30 4.47599813 -0.674119349 0.23247229 0.211777907 0.11885375
40 4.747066732 -0.438429083 022493823 0364393748 0.19728613
50 5 -0.21850723 0.23570652 0.604634286 0.344505006
60 5.252933268 0.001414623 0.26155478 1.0032626 0.64141089
70 552400187 0237104889 030157586 1.72625476 1297404235
75 567418914 0367690568 032762423 2331796083 1930724407
80 5.841456717 0.51312733 0.35898027 3.259322468 3.011537377
90 6.281728757 0.895937561 044948323 7.869326431 9.678466883
% 6.64521144 1.211980547 052958365 16.29223054 2517013619
99 7.326785333 1.804509281 0.68663463 63.76748394 148.3939344
-0.21850723 0650978443
0.604634286 1.150105207
0.344505006 5.251306303
0.240829704 0262689011
2.021527237
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En el grafico 3.25 se indica la regresion lineal con el Log10 de la dosis vy el
porcentaje de respuesta de las pulgas, este grafico ayuda a encontrar los
percentiles que se muestran en la tabla 3.17, mientras mas se asemejen los
puntos a una curva lineal el analisis de supervivencia serd de mucha mejor

calidad.

Analisis Probit

100 Linea de Regresidn
/. —— Puntos Experimentales

a0 /

G0

40

Respuesta

20

U T T T
-2 -1 0 1
Log10(Estimulo (Dosis))

Figura 3.25: Grafico del Analisis Probit para el

Dicromato de Potasio con la regresion Log normal.

3.4.2 Analisis de toxicidad con Daphnia pulex para el agua tratada con

cianobacterias.

Las pulgas que fueron mantenidas durante 48 h en las diluciones de 100%,
50%, 25%, 12.5% y 6.25% del agua tratada con cianobacterias no murieron en
ninguna concentracién, por lo que no fue posible calcular la DL50 con estos datos.
Cuando ninguna Daphnia muere se puede verificar que no existe toxicidad para

ellas por parte de las cianobacterias (Tabla 3.14).
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Tabla 3.14: Cantidad de pulgas muertas a distintas concentraciones del agua tratada con

cianobacterias.
6.25% 12.50% 25% 50% 100% 6.25% 12.50% 25% 50% 100%|BLANCO
REPLICA1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
REPLICA2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
REPLICA3 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
PROMEDIO 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Los organismos empleados para los ensayos deben tener alta sensibilidad

a los téxicos, en este caso las Daphnia, ya que al establecer las concentraciones

seguras para ellos se espera proteger a todo el ecosistema.
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CAPITULO 4: DISCUSION

4.1 Manejo de cianobacterias a partir de cultivos axénicos y en consorcios

4.1.1 Cultivo de cianobacterias en reactores continuos

El lento crecimiento cianobacteriano al iniciar los cultivos a partir de cajas
petri se debié a que la cantidad de indculo inicial en el medio liquido fue muy poco,
pero todo aquello fue compensado por el fotoperiodo luz-oscuridad16/8, segun
Rosales, N. Bricefio, B y Morales, E. (2003), al aumentar el tiempo o la cantidad
de irradiancia, las cianobacterias crecen mas rapidamente, en aquella
investigacion se tratd con Synechocystis minuscula, afirmacién que se confirmo
en esta investigacion, dado que posteriormente la obtencion de biomasa aumento
porque existia 1000 luxes de irradiancia y el fotoperiodo mencionado
anteriormente. Es importante tomar en cuenta que al realizar el raspado de las
cajas petri las células se encontraban formando floculos lo cual también impidio

gue el cultivo aumente rapidamente.

Se debe tomar en cuenta que para poder producir biomasa en grandes
proporciones se debe tener un inoculo inicial bastante concentrado con el fin de no

perder mucho tiempo en su replicacion

4.1.2 Morfologia de las cianobacterias utilizadas en los ensayos de remocién

de arsénico

La morfologia con la que cuentan las cianobacterias es importantisima al
momento de querer realizar la adsorcién del arsénico en ellas, segun Leiva, 2003

cuando se va a llevar a cabo una adsorcidn es necesario que exista exposicion de
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grupos funcionales o poros en el adsorbente para que se lleve a cabo el
fendmeno, es por ello que mientras mayor cantidad de area superficial exista en la
cianobacteria para que se dé el contacto arsénico-cianobacteria la adsorcion se
dard de mejor manera y en mayor cantidad. En la figura 3.3 en la parte d se
aprecia la forma que tuvo la cianobacteria de la cepa 15 al momento de ser
cosechada, esa morfologia redondeada pudo haber permitido la poca adsorcién
gue se dio en esa cepa, pero cuando se la lisé la adsorcion mejord notablemente,
dado que la cianobacteria se desplegd, ademas que la pared celular se rompi6
abriéndose y exponiendo tanto poros como grupos funcionales positivos que
atrapen al arsénico V presente en el medio. En la figura 3.4 el consorcio también
tuvo dicha morfologia redondeada, pero al final cuando se lis6 la célula expuso
mayor cantidad de poros y grupos funcionales que la cepa 15 permitiendo una
remocion de arsénico mas alta en el medio acuoso. Es decir mientras mas pared
celular expuesta, mas arsénico se adsorbe como se muestra en la figura 4.1,
cuando la pared celular se satura el arsénico ya no tiene donde adsorberse. Los
organelos de las cianobacterias aportan en la adsorcion de arsénico cuando la
célula esta lisada, pero su aporte no es significativo cuando las cianobacterias no
han sido sometidas a ningun tratamiento como calor o autoclave para que la célula
se lise. En el consorcio también existen otras bacterias que ayudan a remover el
arsénico dado que también cuentan con la capa de peptidoglicano y sus organelos

internos que también aportaran con grupos funcionales.
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Figura 4.1: Fendmeno de Adsorcion de Arsénico sobre la pared celular
cianobacteriana lisada (Espindola, 2009).
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Si la cianobacteria se encuentra enrollada con se muestra en la figura 4.2,
es mucho mas dificil que el arsénico pueda adsorberse, dado que los grupos
funcionales o microporos son escasos, entonces la adsorcion del arsénico se da
en un menor porcentaje y gran cantidad quedara aun disponible en el agua.

Figura 4.2: Fenbmeno de adsorcién del arsénico sobre la pared celular

cianobacteriana no lisada (Espindola, 2009).

Otras bacterias que también estuvieron presentes en el consorcio, cuando
no fueron sometidas a ningun tratamiento mantuvieron solo el exterior de su pared
celular expuesta, sin permitir que el arsénico tome contacto con el interior y sus

organelos, evitando que el porcentaje de adsorcion aumente.

4.1.3 Cosecha dela biomasa

La cosecha de la biomasa se la realizé en tubos falcon de 50 mL bien
tapados con el fin de que no exista ninguna contaminacion externa que altere la
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capacidad de adsorcion de las cianobacterias, en la investigacion realizada por
Ferrari et al, 2004 cuando se exponen cianobacterias tratadas en autoclave a
121°C por 20 min al metal cadmio la remocion de éste mejora significativamente,
pero también se toma en cuenta que no haya contaminacion externa utilizando
agua destilada estéril para los enjuagues de la biomasa antes de utilizar en los
ensayos de adsorcion.

Durante la cosecha de la biomasa se debe tomar en cuenta que a pequeiia
escala es de gran ayuda la centrifuga de tubos falcon de 50 mL, pero que si se
deseara cosechar biomasa en mayor cantidad es necesario utilizar otros métodos
como cedazos gigantes. Es importante que todo se lo haga en condiciones
asépticas, los tubos falcon estuvieron estériles y siempre que la biomasa fue
enjuagada fue con agua destilada estéril, con el fin de evitar que exista
contaminacion por bacterias que podrian alterar la capacidad de adsorcion,

aumentandola o disminuyéndola.

4.2 Evaluacion de laremocién de arsénico en los distintos tratamientos
4.2.1 Tratamiento con calor a 92°C

En los resultados se obtuvo que el Qmax para la cepa 15 fue de 101.83
ugAs/gCianobacteria, mientras que para el consorcio fue de 107.62
ugAs/gCianobacteria, esta cantidad de arsénico adsorbido se da porque el calor a
92°C no permite una lisis completa de la célula, evitando que grupos funcionales
positivos como aminas primarias y secundarias en la estructura del péptidoglicano
gueden expuestos. En la investigacion de Ferrari et al, 2004 se realizé un
tratamiento a la biomasa con calor a 80 °C en estufa, aquel tratamiento permitié
una remocion de cadmio mucho menor que la remocion causada por la biomasa
sometida a autoclave durante 20 min. De la misma manera en esta investigacion

la biomasa tratada con calor a 92°C presenta una remocién mucho menor a la que
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fue tratada con autoclave, en el caso de Ferrari, al partir de una concentracion de
10 mg/L el porcentaje de remocion es del 60% cuando la biomasa es tratada con
estufa a 80°C, mientras que con el arsénico al partir de 100 ug/L se obtuvo una

remocion del 56%.

4.2.2 Tratamiento con autoclave a 121°C y 15 psi de presion

Este tratamiento arrojé los mejores resultados tanto para el consorcio como
para la cepa 15, el Qmax para la cepa 15 fue de 123.66 ugAs/g Cianobacteria y
para el consorcio fue de 171.59 ugAs/g Cianobacteria (Anexo D), a 121°C existe
una lisis completa de las células permitiendo la total exposicion de grupos
funcionales. Ferrari et al, (2004) utilizo el mismo tratamiento para la remocion de
cadmio con cianobacterias, removiendo casi el 80% del cadmio presente en el
agua a tratarse, mientras que en esta investigacion se logré remover hasta el
61.1% del arsénico partiendo de una concentracion de 100 pg/L. En la
investigacion de Cumbal et al, (2006) el Qmax de adsorcion obtenido para el
guitosano impregnado de particulas de oOxidos de hierro fue de 666.7 pAs/g
guitosano, lo cual indica una capacidad bastante alta de adsorcion, exactamente
3.88 veces mas que el consorcio de cianobacterias tratadas con el autoclave.
Segun Alvarez, 2003 en su investigacion de adsorcion de arsénico en suelos de
cultivo de Castilla y Ledn, Espafia, el suelo que mejor adsorcién de arsénico tuvo
fue el arcilloso, con 9,23 ug/g de suelo lo cual indica que las cianobacterias
adsorben gran cantidad de arsénico en comparaciéon con estos suelos, es
importante tomar en cuenta que lo que se pretendia probar era si el arsénico
puede quedarse retenido en aquellos suelos destinados para cultivo y la retencion

fue minima.
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4.2.3 Biomasa sin tratamiento

La remocioén de arsénico que se obtuvo con la biomasa sin tratamiento fue
baja, al tener porcentajes inferiores a 5% de remocién. Con Ferrari et al, 2004 la
biomasa que no fue sometida a ningun tratamiento también obtuvo los porcentajes
y Qmax de remocidn mas bajos, pues en este caso la lisis de la célula no permitié
la exposiciébn de mayor cantidad de grupos funcionales, todas se quedaron de
forma enrollada por lo que la interaccion cianobacteria-arsénico se dio solo con el

exterior de la célula como se puede ver en la figura 4.2.

Finalmente los distintos porcentajes de remocion se deben a que las
cianobacterias fueron sometidas a distintos tratamientos que alteraron su
capacidad de adsorcion, pero presumiblemente los grupos funcionales de
adsorcion se encuentran en la pared celular, de la cual una gran parte esta
formando el peptidoglicano, donde encontramos aminas secundarias con carga
positiva, un ejemplo de amina secundaria se puede apreciar en la figura 4.3 parte

¢, ademas de otras aminas que también tienen carga positiva.

H .. H R R
H—N H—N R3—N

\ \ \

H H R R2
Figura 4.3: Aminas (a) Amoniaco; (b) amina primaria; (c) amina

secundaria; (d) amina terciaria.

El arsénico a pH 7.1 esta en la forma de HAsO2-4 por lo que puede
facilmente tener una atraccion electrostatica con las aminas secundarias

presentes en la pared de peptidoglicano como se puede observar en la figura 4.2.
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En el trabajo propuesto por Cumbal et al, 2006 los grupos aminos del quitosano
ligan electrostaticamente los arseniatos presentes en el agua, pero la mayor parte
son ligados por los 6xidos de hierro.

CH,
T 07 NH
T7o O  Ho o
o 0

HO

Figura 4.4: Estructura del peptidoglicano

Cuando se grafican las isotermas de adsorcion, la isoterma principal se
empieza a hacer constante en g cuando los grupos funcionales positivos de las

cianobacterias se comienzan a saturar, y se paro el ensayo.

4.2.4 Modelo 3-Factorial dispuesto en un Disefio Completamente al Azar

utilizando como variable dependiente el porcentaje de remocion de arsénico

El contraste de Levene sobre igualdad de varianzas al mostrar una
significancia menor a 0.05 nos indica que existe igualdad de varianzas en todos

los grupos a estudiarse por lo que es posible utilizar el método factorial propuesto.
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En la tabla 3.8 el modelo corregido nos indica que el modelo utilizado
explica una parte significativa de los datos, lo cual es sumamente importante, dado
que asi se puede reafirmar que el modelo factorial usado brindara resultados
sumamente confiables en los andlisis posteriores, ademéas el R? de 1 obtenido
indica que los efectos de los factores y de las interacciones de dichos factores
explican el 100% de la varianza del porcentaje de remocion de arsénico, quiere
decir que no existen factores externos que puedan variar el porcentaje de
remocion de arsénico, sino que toda esa variacion del porcentaje de remocion

depende de los tratamiento utilizados.

Los porcentajes de remocion de arsénico obtenidos muestran que la
remocion va disminuyendo conforme la concentracion inicial de arsénico va
aumentando. De acuerdo a las isotermas de adsorcion, existe un punto en el cual
todos los sitios activos para arsénico se saturan, por lo que ya a elevadas
concentraciones de arsénico en el medio, las cianobacterias ya no adsorberan
mas el metaloide, es por ello que al partir de una concentracion inicial de 100 pg/L
de arsénico el porcentaje de remocion es mucho mas elevado que al partir de 700
ug/L. Partiendo de 100 pg/L aun quedan sitios disponibles para adsorber
arsénico, pero la disponibilidad del mismo disminuye al adsorberse, es por eso

gue ya no baja mas la concentracién de arsénico en el agua.

El hecho de que los factores interactien permite que exista un mejor
porcentaje de remocién, finalmente la mejor interaccién es consorcio-autoclave, el
consorcio por la diversidad de cianobacterias y otras bacterias que lo conforman
mientras que el autoclave porque permite una mejor lisis celular consintiendo una
mayor exposicion de aminas secundarias que se encuentran en la capa de
peptidoglicano principalmente. La interaccion cepal5-autoclave también adsorbe

un mayor porcentaje de arsénico debido al autoclave. En el consorcio al contar
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con otras bacterias hay una mayor aportacion de grupos funcionales con los que

pueden contar ellas y que permite un mayor porcentaje de remocion de arsénico.

En la interaccién tipo de cianobacteria-concentracién inicial de arsénico la
mejor media es la de la interaccién consorcio-100 ug/L, el consorcio porque
siempre va a tener mayor cantidad de grupos funcionales disponibles dado que
existe variedad de cianobacterias y otras bacterias mientras que 100 ug/L por ser
la concentracién mas baja y existen muchos grupos funcionales libres aun para
cuando se termina el ensayo, pero por la disponibilidad del arsénico en el medio,
no se pueden adsorber completamente.

Cuando se da la interaccion triple, la que mejor porcentaje de remocion
mostré fue la de consorcio-autoclave-100 pg/L, consolidando todo lo discutido
anteriormente en cuanto al consorcio, autoclave y concentracion de partida de 100

ug/L.

El porcentaje de remocion va disminuyendo conforme la concentracion
inicial de arsénico aumenta debido a que gran cantidad de grupos funcionales ya
se encuentran ocupados o tal vez ya saturados por lo que ya no se puede

adsorber mayor porcentaje de Arsénico.

Los datos obtenidos son validos en cuanto a adsorcion ya que el tiempo
gue se expusieron las cianobacterias al arsénico fue de 30 min, tiempo en que la
adsorcion es el unico fendmeno que puede llegar a darse con mayor rapidez,
mientras que bioabsorcion, cuando las cianobacterias no fueron tratadas también
pudo haber ocurrido, pero para darse la bioabsorcion primeramente debid haber

existido la adsorcion en la pared celular y para ello se necesita de grupos
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funcionales que mantengan el tiempo suficiente a la molécula de arsénico pegada
a la pared celular para que por algin mecanismo transportador que posea la
cianobacteria poder enviar al interior la molécula de arsénico con el fin de utilizarla
en su metabolismo. Ademas que los tratamientos de calor a 92°C y el autoclave

permiten un fenémeno de adsorcion.

Las cianobacterias utilizadas en esta investigacion (cepa 15 y consorcio),
pueden remover el arsénico, pero el hecho de que en concentraciones iniciales de
arsénico bajas, como las de 100 ug/L existan porcentajes de remocidn superiores
a 50% no quiere decir que la cianobacteria sea buena para adsorber el arsénico,
es importante fijarse en el Qmax de la cianobacterias para saber con qué cantidad
de arsénico saturan sus grupos funcionales y de acuerdo a ello poder utilizarlas a
escala mayor. De acuerdo a este estudio el Qmax del mejor tratamiento fue de
171.59 ugAs/gCianobacteria, inferior al de otros estudios con materiales
adsorbentes como el quitosano impregnado de particulas de hierro que propone
Cumbal et al 2003 con un Qmax de 666 pugAs/gQuitosano, la factibilidad de su uso
en este punto se encontraria dependiendo de otros factores como costos de
cultivo, facilidad de produccién, tiempo de obtencién del material adsorbente y

otros.

En este estudio no se realizaron andlisis de adsorcion con concentraciones
menores a 100 pg/L, concentraciones en las cuales las cianobacterias tal vez
pudieron adsorber el arsénico hasta dejar el agua en concentraciones inferiores a

10 pg/L, la minima concentracion obtenida fue de 50 ug/L.

Se valid6 la metodologia utilizando un metal positivo como es la plata en
forma de nitrato de plata, con el cual se obtuvo un 32.44% de remocion, es decir,

gue removié 32.44 mg de plata en 30 min partiendo de 100 mg/L de plata (Anexo
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E), con lo cual se puede constatar que las cianobacterias son altamente afines por
cationes ya que cuentan con gran cantidad de grupos funcionales aniénicos en su
estructura como pueden ser los hidroxilos presentes en polisacéridos presentes en

la pared celular de las cianobacterias.

4.3 Ensayo de toxicidad aguda con Daphnia pulex

Las respuestas cuantitativas son preferidas casi siempre, pero en muchas
situaciones no son practicas. En estos casos, es posible determinar solo si una
respuesta certera (como muerte) ha ocurrido. En un tipico experimento de
respuesta cuantitativo, grupos de animales son sometidos a diferentes dosis de
una droga, en este caso a distintas dosis de agua tratada con cianobacterias. El
porcentaje de muerte en cada nivel de dosis es tomado. Estos datos fueron

posteriormente analizados usando el Andlisis Probit.

Las pruebas de sensibilidad realizadas con Dicromato de potasio en
Daphnia pulex al mostrar una DL50 = 0.605, permiten constatar que las pulgas
pueden ser sometidas a pruebas de toxicidad con otros toxicos 0 supuestos
toxicos. En la investigacion de Nufiez y Hurtado, 2005 se analizo la sensibilidad de
Daphnia magna con dicromato de potasio en la que se obtuvo una DL50 a las 24
h entre 0.3632 y 0.4243 mg/L, muy similar al obtenido en la investigacion con
Daphnia pulex que posteriormente serian utilizadas en los ensayos de toxicidad

de cianobacterias.

En la tabla 3.18 se observan los datos obtenidos de los ensayos de
toxicidad realizados en las aguas tratadas con las cianobacterias, datos en los
cuales no se aprecia ningun tipo de mortandad en las pulgas, en ciertos casos al
parecer las pulgas se alimentaban de ciertos residuos de cianobacterias presentes

en el agua para sobrevivir y aun asi no hubo muerte. Con dichos datos es
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imposible poder obtener una DL50, por o que no se pudo realizar mediante el

programa Probit.

El ensayo de toxicidad agudo realizado con Daphnia pulex en esta
investigacion da el primer paso a realizar estudios con otros animales acuéticos
con el fin de conocer si las cianobacterias tienen toxinas que los afecten,
actualmente no existen ensayos de toxicidad de cianobacterias realizados con
Daphnia pulex ni Daphnia magna en bibliografia.

Finalmente las pruebas de toxicidad se podran realizar en mamiferos, las
agencias recomiendan que se utilicen las especies animales cuyo metabolismo
sea mas parecido al del ser humano. En general, los estudios de toxicidad aguda
se llevan a cabo en roedores (rata y raton), la toxicidad subaguda, subcroénica y
cronica en rata y perro (a veces el perro es sustituidos por el mono) y los estudios
de carcinogenesis en rata y raton. Los estudios de fertilidad y toxicidad peri- y
post-natal se suelen hacer en rata y la teratogenia en rata y conejo. Los estudios
de mutagénesis se hacen con sistemas celulares in vitro (bacterias en el test de
Ames, células de mamifero o de linfomas) o in vivo con en el ratén (test del

micronucleo).

En el caso de que las cianobacterias a utilizarse fuesen toxicas, existen
estudios en los que el cloro y el hipoclorito de calcio en una concentracion de 1
mg/L eliminaron cerca del 95% de las toxinas en 30 minutos. Por otro lado el
hipoclorito de sodio a la misma concentracién solo removio el 40% y con de 5
mg/L o mas, del 70 al 80%. El ozono es uno de los oxidantes mas poderosos que
se conocen y que se han utilizado efectivamente para la desinfeccién y oxidaciéon
de una amplia gama de compuestos en el tratamiento del agua. Se ha mostrado

gue la pre-ozonizacion a 1 mg/L fue suficiente para eliminar completamente la
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toxicidad causada tanto por las hepatotoxinas como por la anatoxina-a. La
eficiencia de eliminacion dependia de la concentracion de ozono. Las toxinas
cianobacterianas llegan a degradarse después de aproximadamente una semana
de encontrarse en el ambiente. El uso de calor en los pretratamientos realizados
en esta investigacion, podria desnaturalizar las toxinas producidas por las

cianobacterias.
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CAPITULO 5: CONCLUSIONES

5.1 En cuanto a porcentajes de remocion de arsénico:

5.1.1 Las cianobacterias tratadas con calor a 92°C pueden disminuir el
arsénico del agua sintética tratada.

5.1.2 Las cianobacterias tratadas con autoclave a 121°C remueven el

mayor porcentaje de arsenico en esta investigacion.

5.1.3 La interaccion triple: calor a 92°C-consorcio-100 pg/L con un 56.73%
de remocidén remueve mayor cantidad de arsénico que las interacciones

dobles consorcio-calor y cepa 15-calor.

5.1.4 La interaccion triple: consorcio-autoclave-100 pg/L con un 61.10%

tiene el porcentaje de remocion mas alto en esta investigacion.

5.2 En lo que se refiere a isotermas de adsorcion de arsénico:

5.2.1 Las isotermas de adsorcidon obtenidas para las cianobacterias
pretratadas con autoclave muestran la capacidad de adsorcion mas alta de

esta investigacion.
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5.3 En cuanto al posible uso practico de las cianobacterias para remover arsénico

del agua:

5.3.1 Tanto la cepa 15 como el consorcio, al ser pretratados con autoclave
o calor a 92°C, pueden ser utilizados en suspension para remover arsénico
a nivel de laboratorio; sin embargo, en el escalado se deberan estudiar las

nuevas condiciones para evitar la desorcion.

5.3.2 La utilizacion de la cepa 15 y el consorcio pretratados, con fines

practicos de remocién en un biofiltro es posible a nivel de laboratorio.

5.3.3 La cepa 15 y el consorcio pretratados mostraron menor capacidad de
adsorcion de arsénico en comparacion con investigaciones similares en las
gue se utiliza el quitosano como material adsorbente. Habria que analizar
otras variables que podrian influir en la posible utlizacion de estas
cianobacterias en escalados mayores tales como costos, facilidad de

produccion, rapidez de produccién y otros.

5.3.4 La cepa 15 y el consorcio que no se sometieron a pretratamiento
remueven cantidades insignificantes del arsénico presente en el agua
sintética a nivel de laboratorio, por lo tanto no podrian ser utilizados con

fines practicos.

5.4 En cuanto los analisis estadisticos:

5.4.1 Ninguno de los pretratamientos aplicados a la biomasa es similar
estadisticamente a algun otro, el mejor pretratamiento es el autoclave y el

peor es el sin tratamiento.
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5.5 En cuanto a las pruebas de toxicidad:

5.5.1 La sensibilidad al dicromato de potasio de Daphnia pulex utilizada en
esta investigacién dio positiva en la prueba de toxicidad aguda, y permitié
continuar con las pruebas de toxicidad en las cianobacterias de esta tesis.

5.5.2 Tanto las cianobacterias como el agua tratada durante los ensayos de
remocion de arsénico en esta investigacion no fueron toxicos para Daphnia
pulex, al utilizar el método de toxicidad aguda con Daphnia magna de Diaz
et al 2006.

5.6 En cuanto a la originalidad de la investigacion: Este es un estudio pionero al
utilizar las cianobacterias muertas para remocion de arsenico a nivel del Ecuador,
de la busqueda de articulos cientificos realizados a nivel general no se encontro

ningun trabajo similar al de esta investigacion.
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CAPITULO 6: RECOMENDACIONES

Mantener los cultivos cianobacterianos en el cepario tanto en medio sélido
como en liquido, con el fin de que si se desea un inéculo grande se pueda usar el

cepario en medio liquido para evitar pérdidas de tiempo.

Probar estas cianobacterias usadas en esta investigacion para la remocién
de metales pesados que por su carga positiva son mas faciles de ser atraidos y
adsorbidos por estas cianobacterias.

Al existir en ciertos casos desorcion del arsénico con los pretratamientos
dados a la biomasa de este proyecto, es necesario que se realicen estudios de
desorcion utilizando estos pretratamientos, con el fin de evitar que en algunos

casos exista este fendomeno.

Continuar con pruebas de toxicidad de las cianobacterias de acuerdo a las

normas internacionales para aguas de bebida.

Mantener este campo de investigacion de la microbiologia aplicado a la

recuperacién ambiental.
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