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[. INTRODUCCION

El plomo es un metal blando, maleable, gris azulado y resistente a la corrosion.
Constituye un elemento natural ubicuo que se obtiene por fundicion, refinamiento
en las minas y secundariamente por el reciclamiento de residuos que contienen
plomo. Se encuentra muy difundido en la corteza terrestre, con un promedio de
16 mg kg' y su forma méas abundante es el sulfuro de plomo, PbS
(Ramos et al., 2009). EI 65% de todo el plomo obtenido se utiliza como metal y
35 % como 6xidos y sales organicas e inorganicas (Ubillus, 2003). Ademas de su
uso en la actividad minera, se encuentran las aplicaciones de la fundicion
industrial del metal en la fabricacion de baterias y recubrimiento de cables de
electricidad y teléfono, asi como también, con la fundicion informal se elaboran
plomadas para pesca y articulos artesanales. Asimismo, el plomo se utiliza como
aditivo de pinturas o como proteccién anticorrosiva de estructuras metalicas
expuestas a la intemperie y la accién del mar.

En mdltiples regiones del Peru se han identificado casos criticos de
intoxicacion por plomo, con efectos indeseables en la salud de sus pobladores; sin
embargo, no se han implementado actividades de remediacion para enfrentar la

contaminacion del suelo y agua y tampoco existe un plan para controlar los



residuos atmosféricos (AIDA, 2005). En la atmdsfera el plomo se encuentra como
material particulado (PM10) de tamafio inferior a 10 pum (WHO, 2005) y en 2004 en
la ciudad de La Oroya, departamento de Junin, sierra central del Perd, se
cuantificaron 6,5 pg m=, superando ampliamente 1,5 pg m™> que es el nivel
maximo permisible para el plomo en el aire, segun los Estandares Nacionales de
Calidad del Aire: DS N° 074-2001-PCH (Pebe et al., 2008). El plomo es persistente
en el ambiente, habiéndose determinado que el suelo cerca de las fundiciones,
aun después de culminadas las actividades es una fuente importante para la
exposicidn en nifios pequefios.

Las formas de extraccion y concentracion del mineral, cualquiera que sea su
sistema conllevan al consumo de otros quimicos toxicos, que irresponsablemente
son vertidos en los rios. Cerca del 100% del parque automotriz consume baterias,
en las que se utiliza plomo litargirio (PbO) y las rejillas donde se acondicionan las
placas también son de plomo, aleado con el metaloide tdxico antimonio. El area
de recubrimientos con 6xidos y sales de plomo, la industria del vidrio, tintes de
cabello, cafierias antiguas y soldaduras de plomo generan residuos con el metal
pesado y en todos los casos son evacuados por el desagtie (Ubillus, 2003). Se ha
determinado que el rio Chancay, entre febrero y junio, con un volumen de
40-400 m® segundo™ contiene cantidades de plomo, mercurio y arsénico nueve
veces mayor que los limites determinados por la Organizacion Mundial de la
Salud, sugiriéndose que la concentracion se incrementa en los siguientes meses
cuando el caudal baja a menos de 20 m®segundo™ (Vasquez, 2006).

Para la remocion de metales pesados en ambientes acuaticos existen diversos
métodos fisico-quimicos, entre los que destacan: precipitaciébn quimica, ésmosis,
adsorcion, filtracion, intercambio i6nico y ultracentrifugacion, obteniéndose
resultados satisfactorios. Desafortunadamente, dichos métodos no son efectivos
con bajas concentraciones de metales pesados en disolucion, especialmente si
son menores de 100 mg L™, tornandose poco viables para la industria, debido a su
alto costo y complejidad y a su bajo rendimiento en condiciones reales. Ademas,
estas tecnologias generan una elevada cantidad de lodos altamente toxicos y

dificiles de tratar (Cuizano & Navarro, 2008). Para la remocion de plomo se puede



aplicar la bioabsorcion, es decir la utilizacion de tratamientos eficientes y menos
costosos para remover y recuperar contaminantes del suelo, agua y gases. El
contaminante es removido de forma activa y pasiva. Asi, para eliminar metales
pesados de aguas residuales, generalmente se utiliza biomasa microbiana
facilmente disponible, a partir de otros residuos contaminados, lo cual explica su
potencial de adaptacion a elementos presentes en el ambiente.

La bioabsorcion representa una alternativa tecnolégica eficiente 'y
econdmicamente viable, pues se trata de un proceso rapido que permite tratar
grandes volumenes de agua con bajas concentraciones del metal. Por lo descrito,
la obtencidn y caracterizacion de bacterias nativas para remociéon de plomo servira
de base para posteriores investigaciones en el tratamiento de ambientes acuaticos
contaminados con iones metalicos. En el Perd no existen tecnologias adecuadas
que permitan resolver la contaminacion de ambientes acuaticos por metales
pesados, ni tampoco en la regiébn Lambayeque se ha investigado la eficiencia de
bacterias nativas en la remocién de plomo de efluentes contaminados.

Por lo expuesto, se planted el siguiente problema: ¢ Cual es la eficiencia de la
remocién de plomo en agua residual sintética por bacterias aisladas del Dren 4000
en Lambayeque? Para resolver este problema se plante6 como objetivo general
determinar la eficiencia de la remocion de plomo en agua residual sintética por
bacterias del Dren 4000 en Lambayeque. Los objetivos especificos fueron: aislar
bacterias con resistencia natural al plomo de aguas residuales del Dren 4000 en
Lambayeque, adaptar las bacterias nativas a concentraciones crecientes de
plomo; seleccionar e identificar las tres bacterias nativas con resistencia a la
mayor concentracion de plomo y determinar la eficiencia de remocion de plomo.
La hipotesis planteada fue: Las bacterias aisladas del Dren 4000 en Lambayeque
alcanzan una eficiencia mayor de 60% en la remocién de plomo en agua residual

sintética.



ll. ANTECENDENTES BIBLIOGRAFICOS

a. Antecedentes de lainvestigacion

La relacion contaminante-microorganismo origina una serie de procesos
adaptativos que se expresan como mecanismos de resistencia al contaminante.
En este contexto, se investigd la resistencia a metales pesados en bacterias
aisladas de una bahia. Se colectaron muestras de agua en estaciones cercanas a
descargas de efluentes domésticos e industriales y se sembraron en agar R2A y
agar ENDO-C, incubando a 20°C, por 5 dias. Se seleccionaron aleatoriamente
43 colonias y se investigo la resistencia a 3200; 1600; 800; 400 y 200 pg mL™ de
As*, Cu?*, Ni*" y Pb*. El 100% de las bacterias fue resistente al As** y Pb?;
77,7% al Cu** y 36,42 al Ni*. A su vez, todas las bacterias presentaron
multirresistencia a la ampicilina, amikacina, cefomax, cefotaxima y nitrofurantoina,
evidenciandose una vinculacion entre la resistencia a metales pesados Yy
antibidticos, que fue superior a 50% para Pb®*, As**, Cu®* y Ni** (Moraga et al.,
2003).

Con el objetivo de encontrar especies vegetales y microorganismos

rizosféricos tolerantes a metales, se investigaron suelos con vertimientos



residuales de produccion de ceramicas. Por su elevada concentracion en el suelo
(mg Kg™' de materia seca) se determind que los contaminantes fueron plomo
(104 288,3) y zinc (9 536,7). Estos metales se detectaron en hojas y
raices de Cynodon dactylon, Cyperus gigantus, Typha dominguensis Yy
Xanthosoma cubense, considerdndose a C. dactylon hiperacumuladora de plomo.
En esta maleza se colectd suelo rizosférico, se diluyé y sembré en agar nutritivo,
Sabouraud Dextrosa y almidon amoniacal. Se aislaron 36 morfotipos de bacterias,
cuatro hongos y dos actinomicetos, determinandose que el 33% de las bacterias
toler6 0,5-2,0 mM de PbCI*> y ZnCI?, considerandose promisorias para la
biorremediacion de suelos contaminados con metales pesados (Sanchez, 2008).

La absorcion de metales con biomasa flngica es atractiva, debido a la
posibilidad de obtener biomasa en los residuos de los procesos industriales. La
biosorcion de plomo por biomasa de Saccharomyces cerevisiae, esterilizada, no
viable, fue estudiada en términos del efecto del pH y la temperatura, para
determinar las condiciones Optimas en la remocion del cation metalico. En
frascos de polipropileno se depositaron 150 mL de una solucién de plomo
(500, 700 y 1000 ppm) y el pH se ajust6 a 5,0. Después, se adicionaron 0,15 g
de biomasa, manteniendo los frascos en agitacion constante (200 rpm) a 25°C.
Durante 4 horas se tomaron muestras y se determiné la concentracién del metal,
mediante un espectrofotometro de absorcion atémica con las longitudes de onda:
261,4 para 5 a 800 ppm y 283,3 para 0,5 a 50 ppm de plomo. Se determiné que
a pH 5,0 y 25°C la capacidad maxima (qmax) biosorbente de la levadura fue de
0,5 g de Pb g™ de biomasa y el 100% del plomo en solucién fue retenido por la
biomasa cuando la relacion Ci/X, fue menor a 0,25 (Gutiérrez et al., 2008).

Se investigaron los efectos de las condiciones de operacién sobre la
biosorcién de Pb?*, Cd** y Cr *" por biomasa de levaduras. Esta se separd, se
lavo tres veces con agua desionizada y posteriormente se filtro y secé a 106 °C
por 24 horas. Después, se obtuvieron dos suspensiones con 2 y 5 g L™ de
biomasa sin lavar y lavada. Las soluciones de metales se prepararon disolviendo
las sales CrCl,. 6H,0; Pb(NOs3), y Cd(NO3), cada una por separado en

soluciones stock y se combinaron posteriormente para obtener 50 y 80 ppm de



cada metal. El pH fue ajustado a 3 y 5. Las pruebas de biosorcion se realizaron a
30 °C, en agitacién constante por 24 horas y después se determinaron las
concentraciones por espectroscopia de absorciébn atémica. A pH 5,0 los
porcentajes de extraccién de Cr** y Pb?* fueron de 47 y 56 % respectivamente. A
pH 3,0 la retencion fue menor para todos los metales. A su vez, la afinidad del
Cd?" hacia la levadura fue minima, concluyéndose que la presencia de co-iones
electroliticos interfiere en su adsorcion (Rodriguez et al., 2008).

La presencia de metales pesados en lodos riberefios procedentes de
residuos industriales, influencia la calidad de los suelos, habiéndose encontrado
minimas concentraciones de Cr**, Pb* y Hg* en vegetales de consumo
humano. En esta zona se tomaron muestras de suelo y lodos y se mezclaron con
el agente disgregante pirofosfato de sodio Na;P,07.10H,O al 0,1 % en una
relacion 2,5 volumen peso’. Los recipientes se agitaron y luego se
cuantificaron los metales y se aislaron las bacterias presentes. Después,
éstas se sembraron en matraces con medio de cultivo suplementado con
Cr?*, Pb** y Hg**, para seleccionar las bacterias tolerantes y transformadoras.
En las muestras se encontrd mas de 0,005 mg de Cr® L™, mas de 0,049 mg de
Pb L'y méas de 0,001 mg de Hg L™, identificandose Corynebacterium genitalium,
C. diphteriae, Bacillus megaterium, Micrococcus sedentarius, Aeromonas
hydrophila, Pantoea agglomerans y Pseudomonas spp. A su vez, después del
enriquecimiento selectivo con los metales, predomind Micrococcus frente a otras
bacterias (Soto et al., 2010).

Los metales pesados contaminan los mantos acuiferos y el suelo,
requiriendose de bacterias con capacidad para tolerarlos y acumularlos,
como una alternativa para la biorremediacion. En el presente estudio
se aislaron bacterias de suelos contaminados con hidrocarburos,
identificAandose Pseudomonas putida, P. mendocina, Burkholderia cepacia y
Chromobacterium violaceum. Para el proceso de biosorcion se prepararon
soluciones con 50 y 100 ppm de Cr, Pb y As y se agregaron 2 mL del in6culo
bacteriano estandarizado a 10°cel mL™. Después de 7 dias, a 25 °C, las

soluciones se centrifugaron a 1500 rpm durante 30 minutos y el sedimento



celular se someti6 a una digestion acida total y parcial para determinar la
concentracion de los metales pesados por absorcion atdémica. La mayor
adsorcion de As se alcanzé con P. mendocina, de Cr con B. cepacia y
Chromobacterium violaceum y de Pb con P. putida y P. mendocina. El metal con
mayor acumulacion (50-80 ppm) fue el plomo (Mendoza et al., 2010).

En la basqueda de especies microbianas con potencial para procesos de
biorremediacion se colectaron muestras de pilas de compostaje de residuos
vegetales, lodos de depuradora desecados y residuos solidos urbanos. Con las
muestras se realizaron tres pases consecutivos en caldo nutritivo con 50 ppm de
Cd?*, cr®*, Ni#*, Pb* y Zn** y luego se sembraron en medio sélido, obteniéndose
28 bacterias y 23 hongos tolerantes a la mezcla de metales pesados. Se
seleccionaron cinco bacterias por su capacidad para retirar mas del 60% de la
concentracion inicial de los metales pesados, especialmente el plomo, cuya
concentracion remanente no fue superior a 2,5 ppm, frente a la inicial de 50 ppm.
El mecanismo predominante de eliminacion fue de adsorcion superficial, asi
como también se determiné eficacia como biosorbente de la biomasa no viable
(Lépez, 2011).

Se realizé una investigacion para determinar el efecto del Pb?*, Cd?*, Zn*",
Ni** sobre dos cepas de Lactobacillus kefir en condiciones de crecimiento
(tolerancia) y no- crecimiento (biosorcion). Las bacterias se cultivaron en caldo
MRS diluido a la mitad de su concentracién inicial con los cationes Pb?*, Ni** y
Zn?* (0,02 - 10 mM) y en el caso del Cd** (0,002 - 1 mM). El Pb*" retardé el
crecimiento para ambas bacterias, sin cambios representativos en la biomasa
después de 76 horas de cultivo con 10 mM. El Zn** (2,5 mM) y Ni** (2,5-5 mM)
fueron tolerados, sin disminucion de la biomasa. La micrografia electréonica de
transmision determind la presencia de plomo en la superficie bacteriana
evidenciandose la biosorcion de este cation metéalico. Después, se investigo la
capacidad de adsorcion de los metales en condiciones de no crecimiento,

registrdndose un rango de remocion de 20-40 % (Esteban, 2013).



b. Basetedrica

Metal pesado es todo elemento de naturaleza metalica con potencial para
dafar el medio ambiente y elevada capacidad de resistencia a la biodegradacion.
Metales como el cobre, niquel y zinc, a muy bajas concentraciones son
esenciales para la vida porque desempefian un rol importante en los procesos
metabolicos que acontecen en las células vivas; sin embargo, a niveles elevados
estos metales son téxicos para la mayoria de organismos procariotas y
eucariotas. A su vez, metales como el cadmio, plomo y mercurio son no
esenciales, es decir no cumplen alguna funcion biologica y son conocidos por
causar diversos dafios en organismos aln a muy bajas concentraciones
(Richmond, 2004; Mejia, 2006).

Los metales pesados son considerados a nivel mundial como los
contaminantes inorganicos mas importantes que pueden ser depositados en todo
tipo de ecosistemas, siendo los recursos hidricos los de mayor riesgo, por su alta
velocidad de propagacion. No son biodegradables, lo cual permite  su
bioacumulacién y biomagnificacion en la naturaleza. Algunos metales pesados
como el mercurio, cobre, plomo, cadmio, zinc y niquel estan entre los
contaminantes mas comunes presentes en efluentes industriales y son toxicos
para los organismos, incluyendo los humanos (Sheng et al., 2004).

El plomo es un metal perteneciente al grupo IV y periodo 6 de la tabla
periédica con nimero atémico 82, masa atémica 207,2, densidad 11,4 g cm3y
punto de fusion de 327,4 °C (Wuana y Okieimen, 2011). Se considera como
metal pesado y se ha convertido en el contaminante ambiental mas importante,
como resultado de su extraccidbn de canteras, por actividades de fundicion,
pinturas, gasolina y explosivos que contienen plomo, asi como de la eliminacion
de aguas residuales enriguecidas con dicho metal (Yang & Pan, 2002). Las
formas mas comunes del plomo en el suelo, agua subterranea y aguas
superficiales son los complejos oxianidnicos, 0xidos e hidréxidos de plomo asi
como su forma iénica (Pb*?), siendo estas dos Ultimas las configuraciones mas
estables; sin embargo, los fosfatos, carbonatos e hidroxidos de plomo son los

compuestos insolubles méas predominantes (Henry, 2000).



En el Perd, la empresa Cerro de Pasco Corporation (CPC) inicié en 1956
sus actividades extractivas a tajo abierto para la explotacion del cobre y en
1963 desarroll6 también la explotacibn de zinc y plomo. Entre 1996 y 2006,
estudios independientes realizados por el Ministerio de Salud del Pera (MINSA)
y el Instituto Nacional de Salud (INS) determinaron que 53 % de nifios y 9% de
mujeres en edad fértil tenfan plomo en la sangre en niveles mayores a 10 pg dL™
(Ramos et al.,, 2004). A su vez, en el Callao, se ubican los depésitos de
minerales de la Corporacion de Minerales (CORMIN), conteniendo plata y zinc,
asi como también residuos que frecuentemente presentan alto contenido de
plomo como contaminante (Ramos et al., 2009). Segun la Direccion General de
Salud (DIGESA), los nifios que acuden a los colegios cercanos al area de
tratamiento registran una media de 40,7 mg dL™ de plomo en sangre, mientras
que en los nifios de otras escuelas el nivel es de 7,5 mg dL™, concluyéndose que
el vivir o estudiar cerca de los depdsitos de plomo aumenta en casi 18 veces el
riesgo de tener niveles elevados de plomo en la sangre (Hernandez & Wegner,
2002).

Las interacciones metal-microbiota son investigadas en el contexto de la
biotecnologia ambiental, con el objeto de implementar métodos de remocion,
recuperacion o detoxificacion de metales pesados Yy radionucledtidos.
Dependiendo del estado de oxidacibn de un metal y la especie que esté
conformando, un microorganismo puede realizar dos transformaciones posibles.
Una corresponde a la movilizacion del metal, es decir el pasaje de un estado
insoluble inicial (metales asociados a suelos, sulfuros u Oxidos metalicos)
correspondiente a una fase soélida, a un estado soluble final, en fase acuosa.
Este proceso se conoce con el nombre de lixiviacion microbiana. El otro,
corresponde a la inmovilizacion del metal, es decir el pasaje de un estado soluble
inicial en fase acuosa a uno insoluble final en fase solida. A su vez, existen en la
naturaleza diferentes mecanismos por los cuales la inmovilizacion del metal
puede llegar a ocurrir. Uno de los métodos de correccion biolégica que se utiliza
en la actualidad es la biorremediacion (Rittmann&McCarty, 2001).



Segun la Environmental Protection Agency (EPA), la biorremediacion se
define como los procesos en los que se usan los microorganismos 0 sus enzimas
para transformar o degradar contaminantes toxicos en los ecosistemas. Esta
estrategia biolégica depende de las propiedades catabodlicas que presentan los
microorganismos para utilizar los contaminantes en su desarrollo. Los
contaminantes que se liberan en las superficies pueden ser transportados vertical
y lateralmente a los suelos y aguas y eventualmente pueden ser inhalados o
ingeridos a través de aguas para el consumo humano. Ademas, pueden ser
absorbidos por plantas y tejidos animales. Estos contaminantes son llamados
también xenobidticos, término que se refiere a las sustancias artificiales que no
pertenecen a los sistemas biologicos naturales (Coyne, 2000).

En la absorcibn microbiana, llamada bioacumulacion, las especies
metalicas son efectivamente retenidas al interactuar con los fosfatos, proteinas y
lipidos en el citoplasma celular, compitiendo con los iones sodio, potasio y calcio
en los mecanismos bioldgicos. Las posibilidades de desarrollar una mayor
capacidad absorbente dependen del tipo de microorganismo y su etapa de
crecimiento (Flores et al., 2001).

El término “biosorcion”, se utiliza para referirse a la captacion de metales
gue lleva a cabo una biomasa completa (viva o muerta), a través de mecanismos
fisicoquimicos como la adsorcion o el intercambio i6nico. Cuando se utiliza
biomasa viva, los mecanismos metabodlicos de captacion también pueden
contribuir en el proceso. El proceso de biosorcion involucra una fase solida
(sorbente) y una fase liquida (solvente, que es normalmente el agua) que
contiene las especies disueltas que van a ser sorbidas (sorbato, iones metélicos).
Debido a la gran afinidad del sorbente por las especies del sorbato, este ultimo
es atraido hacia el solido y enlazado por diferentes mecanismos. Este proceso
continla hasta que se establece un equilibrio entre el sorbato disuelto y el
sorbato enlazado al sélido (a una concentracién final o en el equilibrio). La
afinidad del sorbente por el sorbato determina su distribucion entre las fases
sélida y liquida. La calidad del sorbente esta dada por la cantidad del sorbato que

puede atraer y retener en forma inmovilizada (Canizares, 2000).
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lll. MATERIALES Y METODOS

3.1 Material
3.1.1 Material bioldgico
Bacterias resistentes al plomo aisladas de aguas residuales.
3.1.2 Poblacion y muestra de estudio
La poblacion estuvo constituida por las bacterias resistentes al plomo de
las aguas residuales vertidas en el Dren 4000 y se investigaron las bacterias
aisladas de 54 unidades de muestreo colectadas durante noviembre a diciembre
del 2013. El numero de muestras fue calculado (Alvitres, 2000), tomando en
cuenta una prevalencia de 90 % (Anexo 1) determinada en un muestreo piloto
por los investigadores.
3.2 Métodos
3.2.1 Variables en estudio
Variable independiente: Bacterias aisladas del Dren 4000.
Variable dependiente: eficiencia de la remocion de plomo.
3.2.2 Tipo de estudio y disefio de contrastacion de hipétesis
El trabajo de investigacion fue descriptivo y se ejecutd en dos fases. En la

primera fase se aislaron y seleccionaron las bacterias resistentes al plomo. En la
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segunda fase las bacterias se adaptaron a concentraciones crecientes de plomo,
se seleccionaron e identificaron las tres bacterias con la mayor concentracion de
biomasa y se determind la eficiencia de la remocion de plomo. En ambas fases,
se utilizé un disefio no experimental transeccional (Hérnandez et al., 2003) y para
contrastar la hipoétesis el disefio de una sola casilla en la primera fase y el de

sucesion o linea en la segunda fase (Alvitres, 2000).

3.2.3 Primera fase: Aislamiento de bacterias resistentes al plomo
a) Lugar de muestreo

El muestreo se realiz6 en la desembocadura de los tres subcolectores
gue vierten aguas residuales en un sector del recorrido del Dren 4000, ubicado a
la altura del kilometro 764 en la carretera Panamericana Norte, Chosica del
Norte, region Lambayeque (Figura 1), determinandose la posicion de los puntos
de muestreo (Tabla 1, figura 2) con un GPS GARMIN e Trex Vista HCx. Los
subcolectores (Figuras 3, 4, 5) denominados A, B y C corresponden al Grupo
Comercial Bari S.A., destiladora Chiclayo SAC y sector Chosica del Norte

respectivamente (Guerrero, 2006).

b) Acondicionamiento de biorreactores tipo tanque con sistema
discontinuo y flujo de aire descendente
Se acondicionaron seis biorreactores (Figura 6) tipo tanque con sistema
discontinuo y flujo de aire descendente, constituidos por frascos de 1 L de
capacidad y ajustados a la geometria y proporciones de un biorreactor estandar
segun Hurtado y Guzman, 2011(Figuras 7, 8). El extremo superior de cada
biorreactor estuvo cubierto por una tapa de goma que present6 dos orificios. A
través del primer orificio ingres6é una canula de plastico llevando aire insuflado
(2 vwm) por una compresora de aire Elite 803 de 4 watts y esterilizado por un
sistema de burbujeo en cloruro de sodio al 30 %. Por el segundo orificio ingreso
una canula taponada en su extremo superior con algodén para permitir la salida
de gases. Los frascos de vidrio se esterilizaron en horno (180 °C por 2 horas), el
material de plastico y goma se sumergid en hipoclorito de sodio al 5% durante

30 horas y posteriormente fueron irradiados con luz ultravioleta por 0,5 horas.
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Figura 1. Ubicacion de la zona de muestreo, correspondiente a un sector del
recorrido del Dren 4000, km 764 de la carretera Panamericana Norte

en Lambayeque, 2013.
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Tabla 1. Posicion de los puntos de muestreo de aguas residuales vertidas al dren

4000 de Lambayeque, durante noviembre a diciembre de 2013

Subcolector  Punto Posicion (UTM) - 17M msnm
A 148 0628796 9245028 29
B 149 0628368 9245173 29
C 150 0627610 9245434 27
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Figura 2. Ubicacién de los puntos de muestreo de aguas residuales durante noviembre a diciembre de 2013.
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Figura 3. Desembocadura del subcolector A que vierte sus aguas residuales al

dren 4000 de Lambayeque.

Figura 4. Desembocadura del subcolector B que vierte sus aguas residuales al
dren 4000 de Lambayeque.
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Figura 5. Desembocadura del subcolector C que vierte sus aguas residuales al
dren 4000 de Lambayeque
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Figura 6. Biorreactores tipo tanque con sistema discontinuo y flujo de aire

descendente.
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c) Obtencidén y enriguecimiento de las bacterias

Las muestras de aguas residuales en cantidad de 100 mL fueron
colectadas en la superficie de los subcolectores seleccionados y fueron
depositadas en frascos de boca ancha (Figura 9), previamente esterilizados e
inmediatamente fueron llevadas para su procesamiento al laboratorio de
Microbiologia y Parasitologia, seccion Biotecnologia en la Facultad de Ciencias
Biologicas de la Universidad Nacional Pedro Ruiz Gallo. Posteriormente, en cada
biorreactor se depositaron 45 mL de caldo Infusién Cerebro Corazon (BHI)
suplementado con 2,5 mL de una disolucion de nitrato de plomo: Pb(NO3), tal
que la concentracion final del cation metélico fue de 50 ppm 6 50 mg L*
(Figura 10, anexos 2,3). Para el enriguecimiento de las bacterias segun Guerrero
(2006), 5 mL (10%) de cada muestra de agua residual fueron inoculados en los
biorreactores (Figura 11) y se incubaron a temperatura ambiente (30°C) por 72
horas, con 10 minutos de agitacion diaria, dos veces al dia.

d) Aislamiento de bacterias con resistencia natural al plomo

De cada muestra de agua residual con bacterias enriquecidas se tomo
una alicuota y se sembré por agotamiento y estria en agar infusion Cerebro
Coraz6n suplementado con 50 ppm de plomo. Transcurridas 48 horas de
incubacion, a 30 °C, se seleccionaron las colonias (Figura 12) y se cultivaron
por dos veces consecutivas en el mismo agar, para eliminar los contaminantes
gue podrian desarrollar en los restos de materia organica del agua residual
(Guerrero, 2006). Las colonias obtenidas constituyeron los cultivos puros de
bacterias resistentes al plomo, que fueron caracterizadas segun su morfologia

macroscopica y microscopica (Brenner et al., 2004).

e) Calificacion del crecimiento de bacterias resistentes al plomo
Las bacterias resistentes al plomo fueron sembradas en agar infusion
Cerebro Corazén con 50 ppm de plomo, se incubaron a 30 °C por 48 horas y
segun el numero de unidades formadoras de colonias (UFC) o el porcentaje de
agar colonizado se califico el crecimiento bacteriano con una escala

convencional propuesta por Guerrero, 2006 (Figura 13).
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Figura 9. Obtencion de muestra de agua residual.

Figura 10. Caldo Infusién Cerebro Corazdn suplementado con nitrato de plomo.
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Figura 11. Inoculacién de agua residual en caldo Infusién Cerebro Corazén -

nitrato de plomo.

Figura 12. Colonias de bacterias desarrolladas en agar Infusion Cerebro
Corazon - nitrato de plomo.
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Figura 13. Escala convencional para la calificacion del crecimiento de bacterias

resistentes al plomo.
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f) Mantenimiento de bacterias resistentes al plomo
Las bacterias resistentes al plomo (Figura 14), fueron cultivadas en
agar infusion Cerebro Corazon con 50 ppm de plomo durante 24 horas y luego

fueron mantenidas en refrigeraciéon (8°C), realizandose subcultivos cada 30 dias.

3.2.4 Segunda fase: Adaptacion de bacterias a concentraciones crecientes

de plomo y determinacion de la eficiencia de remocion de plomo

a) Adaptacion de bacterias a concentraciones crecientes de plomo

Para la adaptacion a concentraciones crecientes de plomo segun
Chambergo & Herrera (2009), las bacterias nativas seleccionadas fueron
sembradas en biorreactores tipo tanque con sistema discontinuo y flujo de aire
descendente, conteniendo 500 mL de agua residual, suplementada con 100 ppm
de plomo (Anexo 3). Después de incubar a 30 °C, se tomaron alicuotas de los
biorreactores con crecimiento bacteriano, denotado por turbidez y el proceso de
adaptacién se repiti6 en agua residual suplementada con concentraciones
crecientes de plomo: 200, 300, 400, 500 y 600 ppm (Anexo 4), seleccionandose
las tres bacterias que alcanzaron la mayor absorbancia a 600 nanémetros, con la

mayor concentracion de metal.

b) Cuantificacion de la biomasa por turbidimetria

Para obtener el in6culo segun Hurtado & Guzman (2011), las tres
bacterias resistentes al plomo seleccionadas, fueron sembradas por triplicado en
agua residual suplementada con 600 ppm de plomo y fueron incubadas a 30 °C,
con aireacion constante (1 vwm), hasta alcanzar 10%cel mL™, concentracién que
se determind por nefelometria. A continuacion, 5 mL de cada inéculo se
depositaron en biorreactores con 500 mL de agua residual suplementada con
600 ppm de plomo y se incubaron a 30 °C. Después de 10 horas, se tomaron
submuestras de 2 mL, cada 2 horas para leer la absorbancia por
espectrofotometria a 600 nm y determinar el tiempo Optimo de incubacién o

tiempo después del cual la concentracion celular ya no se incremento.
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Figura 14. Cultivos de bacterias en agar Infusiébn Cerebro Corazén - nitrato de

plomo.
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Transcurrido el tiempo 6ptimo de incubacién, se tomaron muestras de
5 mL de los caldos cultivados y se determind su absorbancia (Tubo 1). Luego, se
realizaron diluciones decimales hasta 103, determinandose también su
absorbancia a 600 nm (Tubos 2, 3, 4). El volumen restante de los caldos
retirados se centrifugd a 3000 rpm durante 10 minutos. El sedimento o biomasa
obtenida se lavo con agua destilada dos veces y se deshidratd a 40 °C, hasta
alcanzar peso constante, determinandose posteriormente el peso de la biomasa
deshidratada (mg L™) que correspondié a la absorbancia del tubo 1. Después,
el peso se dividié entre 10, 100 y 1000, correspondiendo los valores obtenidos
a la absorbancia de los tubos 2, 3 y 4: 10%, 102 y 10 (Figura 15). Con los
valores registrados se obtuvo la ecuacion de regresion, calculando el coeficiente
de determinaciéon R? que resultd ser mayor de 0,9 y que demostré una

dispersion homogénea de los valores sobre la recta.

c) Seleccidn e identificacion de bacterias resistentes al plomo

Considerandose la biomasa, como una medida indirecta del plomo
removido, para la siguiente prueba, se seleccionaron las bacterias (Figura 16)
que alcanzaron la mayor concentracion de biomasa, en el menor tiempo posible.
Estas bacterias fueron identificadas mediante las pruebas convencionales de
citocromo oxidasa, motilidad, 6xido-fermentacién de la glucosa, manitol, maltosa
y lactosa, descarboxilacion de la arginina, ornitina y lisina, hidrélisis de la
esculina y la gelatina y la sensibilidad a la polimixina B y penicilina (Brenner et
al., 2004).

d) Cinéticade laremocién de plomo
Las bacterias seleccionadas fueron inoculadas (5%) por triplicado en
biorreactores tipo tanque con sistema discontinuo y flujo de aire descendente
(2 vvm), conteniendo 500 mL de agua residual con la concentracion de plomo y
en tiempo previamente determinados. Al inicio y al final del bioproceso, se
determinaron las concentraciones (mg L™) de plomo (S) y de la biomasa (X). Se
incluyd un control con células bacterianas inactivadas en autoclave a 121 °C, por

15 minutos.
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Figura 16. Cultivos de bacterias resistentes al plomo seleccionadas.
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La concentracion de plomo se cuantificd en el laboratorio de Analisis
fisico-quimico de la Empresa Prestadora de Servicios de Saneamiento de

Lambayeque (EPSEL).

e) Eficienciade laremociéon de plomo por bacterias nativas
La eficiencia de la remocion de plomo por las bacterias nativas se

calculé mediante la férmula mencionada por Hurtado & Guzman (2011).

(Ci—cf)

100
ci "

Remocion (%) =

Donde:
Ci = concentracion inicial de plomo

Cf = concentracién final

f) Anélisis de los datos
Los datos obtenidos fueron ordenados en tablas y figuras, que
permitieron determinar la eficiencia en la remocién del plomo por las bacterias

nativas. Se utilizaron los programas Microsoft Office Word 2010 y Microsoft

Office Excel 2010.
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IV. RESULTADOS

4.1. Bacterias con resistencia natural al plomo aisladas

El 100% de muestras de agua residual resultaron positivas al
enriguecimiento con plomo, observandose turbidez y pelicula en cada uno de los
biorreactores después de 48 horas de incubacién, a 30°C (Figura 17). En el
aislamiento se obtuvieron 475 cultivos puros de bacterias resistentes a 50 ppm de
plomo, entre los que 73% correspondié a bacterias Gram negativas y 27% a
bacterias Gram positivas (Figura 18). En las bacterias Gram positivas
predominaron (27,34%) las colonias pequefas, cremosas, convexas con bordes
enteros (Tabla 2, anexo 5). En las bacterias Gram negativas, las colonias
medianas, cremosas, convexas con bordes enteros fueron las mas frecuentes,

alcanzando 23,34% (Tabla 3, anexo 5).

Con base al crecimiento bacteriano o nimero de colonias desarrolladas en
agar infusion cerebro corazéon con 50 ppm de plomo las bacterias fueron
calificadas en tres grupos (Figura 19, anexo 6), correspondientes a 45% con
1-10 colonias (+), 13% con 11-50 colonias (++) y 42% con mas de 50 colonias

(+++).



Figura 17. Muestras de agua residual con bacterias enriquecidas con plomo en

biorreactores tipo tanque, con flujo de aire descendente.

B Gram positivas

B Gram negativas

Figura 18. Porcentaje de bacterias Gram positivas y Gram negativas resistentes al
plomo aisladas de muestras de agua residual en Lambayeque, 2013.
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Tabla 2. Caracteristicas macroscépicas de las colonias de bacterias Gram

positivas resistentes al

Lambayeque, 2013

plomo aisladas de aguas residuales en

Colonia

Cultivos puros
Tamafo Color Elevacion Borde

N° %
Grande Cremosa Convexa Entero 13 10,16
Grande Translucida Plana Entero 1 0,78
Grande Cremosa Convexa Irregular 3 2,34
Grande Blanca Convexa Irregular 3 2,34
Grande Blanca Convexa Entero 11 8,59
Grande Translucida Convexa Entero 2 1,56
Mediana Cremosa Convexa Entero 27 21,09
Mediana Translucida Convexa Entero 1 0,78
Mediana Blanca Convexa Entero 13 10,16
Mediana Transllcida Convexa Irregular 1 0,78
Mediana Blanca Convexa Irregular 2 1,56
Mediana Cremosa Convexa Irregular 4 3,12
Pequefia Cremosa Convexa Entero 35 27,34
Pequefia Blanca Convexa Entero 4 3,12
Pequeia Cremosa Convexa Irregular 1 0,78
Pequefia Transltcida Convexa Entero 4 3,12
Pequeia Blanca Convexa Irregular 2 1,56
Pequefia Blanca Plana Entero 1 0,78
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Tabla 3. Caracteristicas macroscépicas de las colonias de bacterias Gram
negativas resistentes al plomo aisladas de aguas residuales en

Lambayeque, 2013

Colonia
Tamafio Color Elevacion Borde Cultivos puros
N° %
Grande Cremosa Convexa Entero 27 7,78
Grande Translucida Plana Entero 1 0,29
Grande Cremosa Convexa Irregular 7 2,02
Grande Blanca Convexa Irregular 2 0,58
Grande Blanca Convexa Entero 32 9,22
Grande Translucida Convexa Entero 5 1,44
Grande Blanca Plana Irregular 1 0,29
Grande Translucida Convexa Irregular 1 0,29
Grande Translucida Convexa Entero 1 0,29
Grande Blanca Plana Entero 1 0,29
Grande Roja Convexa Entero 26 7,49
Grande Roja Convexa Irregular 4 1,15
Mediana Cremosa Convexa Entero 81 23,34
Mediana Translucida Convexa Entero 7 2,02
Mediana Blanca Convexa Entero 30 8,64
Mediana Cremosa Convexa Irregular 8 2,30
Mediana Translicida Convexa Irregular 1 0,29
Mediana Blanca Convexa Irregular 9 2,59
Mediana Roja Convexa Entero 2 0,58
Mediana Roja Plana Entero 1 0,29
Mediana Cremosa Plana Entero 1 0,29
Mediana Amarilla Convexa Entero 1 0,29
Pequefia Cremosa Convexa Entero 61 17,58
Pequefia Blanca Convexa Entero 25 7,20
Pequefia Cremosa Convexa Irregular 3 0,86
Pequefia Translicida Convexa Entero 6 1,73
Pequefia Blanca Convexa Irregular 1 0,29
Pequefia Translucida Convexa Irregular 1 0,29
Pequefia Cremosa Plana Entero 1 0,29
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Figura 19. Bacterias aisladas de aguas residuales segun su crecimiento en agar
infusion cerebro corazén con plomo.
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4.2. Bacterias nativas adaptadas a concentraciones crecientes de plomo

La absorbancia de las bacterias nativas cultivadas en caldo infusién cerebro
corazén con 100ppm de plomo oscilé entre 0,167 y 1,473 nm (Tabla 4). Con
200 ppm la absorbancia oscilo entre 0,241 y 1,020 nm (Tabla 5). Con 400 ppm la
absorbancia fue de 0,451 - 0,992 nm (Tabla 6) y con 600 ppm la absorbancia
oscilé entre 0,139y 0,470 nm (Tabla 7). Los mayores valores en la absorbancia de
las bacterias contenidas en caldo con 600 ppm de plomo correspondientes a
0,470; 0,430y 0,388 se alcanzaron con los cultivos 23D, 60D y 19B (Tabla 7).

Las bacterias nativas se adaptaron a concentraciones crecientes de plomo
(Figura 20); sin embargo, el porcentaje de bacterias disminuyé conforme se
incrementd la concentracion. De esta manera, se alcanz6 55,4% con 100 ppm;
40,2% con 200 ppm; 20,8% con 400 ppm y 14,7% con 600 ppm.

4.3 Bacterias nativas resistentes al plomo seleccionadas e identificadas

Las tres bacterias seleccionadas por su resistencia a 600 ppm de plomo se
identificaron como Acinetobacter sp.19B, Pseudomonas sp.23D y Burkholderia
sp.60D (Tabla 8).

4.4 Cinética de laremocion de plomo por bacterias seleccionadas
4.4.1 Curva patrén para el calculo de la concentracion de biomasa por
turbidimetria
Con los datos de absorbancia obtenidos con diferentes concentraciones
de biomasa de las tres bacterias nativas seleccionadas, se obtuvieron las
ecuaciones Y = 0,0039x + 0,1081 (Tabla 9, figura 21); Y = 0,0018x + 0,1231
(Tabla 10, figura 22) y Y = 0,0051x + 0,0804 (Tabla 11, figura 23). Debido a que el
valor del coeficiente de determinacién (R?) de cada una de las tres ecuaciones fue
mayor de 0,9; éstas se aceptaron como patrones de referencia para el calculo de

la concentracion de biomasa.
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Tabla 4.

Absorbancia (600 nm) de bacterias nativas cultivadas en caldo infusién cerebro
corazon con 100 ppm de plomo

Bacteria - Absorbancia Bacteria - Absorbancia Bacteria - Absorbancia
Cédigo (600 nm) Cédigo (600 nm) Cédigo (600 nm)
1-2C 1,473 | 45 - 23B 0,553 89 -19D 0,505
2-28C 1,279 46 - 2A 0,553 90 - 51D 0,504
3-25C 1,112 47 - 131D 0,553 91-71B 0,503
4-1C 1,059 48 - 151D 0,548 92 -99C 0,502
5-32D 0,952 49 - 89D 0,546 93 -137C 0,502
6-15C 0,843 50 - 36D 0,542 94 - 112D 0,502
7-11B 0,678 51 -106D 0,539 95-71C 0,501
8 - 44D 0,674 52 -9A 0,538 96 - 51A 0,501
9-49D 0,671 53 - 26B 0,537 97 - 60B 0,501
10 - 25D 0,666 54 - 128D 0,536 98 - 80C 0,499
11-3C 0,636 55-131C 0,536 99 - 134C 0,499
12 - 28B 0,632 56 - 81B 0,536 100 - 133D 0,499
13-29D 0,620 57 - 145D 0,536 101 - 66C 0,498
14 - 36C 0,614 58 - 97D 0,535 102 - 61D 0,497
15-117D 0,612 59 - 50D 0,533 103 - 81C 0,496
16 - 116D 0,603 60 - 61A 0,532 104 - 66B 0,496
17 - 23C 0,601 61 -94C 0,531 105 - 69A 0,495
18 - 24D 0,600 62 - 129D 0,528 106 - 102D 0,493
19 -62D 0,599 63 - 103D 0,528 107 - 117C 0,491
20-53D 0,597 64 - 38B 0,525 108 - 73C 0,491
21 -36B 0,596 65 - 28A 0,524 109 - 73B 0,491
22 -42C 0,596 66 - 64B 0,523 110 - 108D 0,491
23-63D 0,594 67 - 50A 0,522 111-135C 0,489
24 -132D 0,589 68 - 27B 0,522 112 - 65A 0,489
25-11A 0,588 69 - 140C 0,521 113-62B 0,489
26 - 57D 0,586 70 - 4A 0,521 114 - 68B 0,489
27 -57C 0,584 71 -56B 0,521 115- 42D 0,487
28 - 60D 0,581 72 - 144D 0,521 116 - 76B 0,487
29 -22D 0,581 73 -125D 0,518 117 - 20C 0,486
30-10C 0,58 74 - 50C 0,518 118 - 115C 0,483
31-92D 0,579 75 - 105D 0,517 119 - 137D 0,483
32-30B 0,576 76 - 27A 0,513 120 - 89A 0,482
33-18D 0,572 77 - 32A 0,513 121 - 83C 0,481
34 -37C 0,572 78 - 88D 0,513 122 - 56C 0,480
35-32B 0,571 79 - 46C 0,512 123 - 146D 0,480
36 - 55D 0,570 80 - 106C 0,511 124 - 101D 0,479
37 -75C 0,567 81-77A 0,509 125 - 48C 0,479
38 -45D 0,567 82 -110C 0,509 126 - 128C 0,478
39-12B 0,564 83 -75B 0,509 127 - 57B 0,478
40 -72C 0,563 84 - 136D 0,509 128 - 139D 0,478
41 - 52D 0,563 85 - 149D 0,509 129 - 82B 0,476
42 - 29A 0,562 86 - 120C 0,507 130 - 38D 0,475
43 - 71D 0,561 87 -139C 0,507 131-91A 0,473
44 - 14B 0,559 88 - 138D 0,506 132 - 110D 0,473

37



Continuacion...

Bacteria - Absorbancia Bacteria - Absorbancia Bacteria - Absorbancia
Caodigo (600 nm) Caédigo (600 nm) Caodigo (600 nm)
133 - 33D 0,472 177 - 84A 0,423 221 -91D 0,358
134 - 43D 0,472 178 - 64C 0,423 222 - 89C 0,356
135 - 148D 0,472 179 - 48A 0,421 223 - 66A 0,356
136 - 24B 0,469 180 - 102C 0,421 224 - 20B 0,356
137 - 114D 0,469 181 - 72D 0,421 225 - 126D 0,354
138 - 120D 0,469 182 - 2D 0,415 226 - 99D 0,354
139-9C 0,469 183 - 58C 0,414 227 - 25B 0,353
140 - 81D 0,469 184 - 123D 0,412 228 - 90B 0,352
141 - 23D 0,466 185 - 52B 0,411 229 -77B 0,351
142 - 33C 0,466 186 - 40D 0,411 230 - 116C 0,345
143 - 98D 0,465 187 - 35D 0,406 231 - 147D 0,341
144 - 31D 0,464 188 - 46D 0,404 232 -12D 0,339
145 - 72B 0,463 189 - 130D 0,401 233 -63C 0,339
146 - 37D 0,462 190 - 66D 0,401 234 - 16B 0,338
147 - 78D 0,461 191-7B 0,400 235 -82D 0,338
148 - 113D 0,461 192 - 67C 0,398 236 -14C 0,338
149 - 119D 0,458 193 - 122D 0,398 237 - 115D 0,338
150 - 79B 0,456 194 - 70B 0,397 238 - 74C 0,336
151 - 59B 0,455 195 - 55C 0,397 239 - 16D 0,335
152 - 124C 0,452 196 - 47D 0,394 240 - 63B 0,333
153 -19B 0,450 197 - 96C 0,390 241 - 65D 0,332
154 - 108C 0,449 198 - 53B 0,389 242 - 62C 0,331
155 - 55A 0,449 199 - 88B 0,388 243 - 135D 0,329
156 - 56D 0,448 200 - 45C 0,387 244 - 127D 0,327
157 - 22B 0,446 201 - 61B 0,385 245 - 141D 0,323
158 - 15B 0,445 202 - 11D 0,381 246 - 113C 0,321
159 - 65C 0,445 203 - 78B 0,381 247 - 118D 0,321
160 - 98C 0,443 204 - 105C 0,378 248 - 28D 0,312
161 - 143D 0,443 205 - 29B 0,375 249 - 129C 0,309
162 - 93D 0,441 206 - 142D 0,375 250 - 67D 0,308
163 - 55B 0,44 207 - 8B 0,374 251 -2B 0,304
164 - 4C 0,439 208 - 27D 0,374 252 - 107D 0,302
165 - 64D 0,439 209 - 31B 0,373 253 -5C 0,292
166 - 67B 0,432 210-121D 0,371 254 - 58B 0,291
167 - 95D 0,431 211 - 86D 0,371 255 - 65B 0,290
168 - 25A 0,430 212 - 125C 0,369 256 - 85B 0,283
169 - 48D 0,428 213 -5B 0,369 257 -17B 0,262
170 - 87B 0,428 214 - 83B 0,369 258 - 54D 0,250
171 - 134D 0,427 215 -94D 0,369 259 - 59D 0,246
172 - 8D 0,426 216 - 13C 0,369 260 - 10B 0,223
173 - 74B 0,425 217 - 34A 0,368 261 - 21D 0,221
174 - 40B 0,425 218 - 69B 0,365 262 - 39C 0,182
175 - 53C 0,424 219 - 21C 0,365 263 - 1D 0,167
176 - 124D 0,423 220 - 58D 0,360
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Tabla 5. Absorbancia (600 nm) de bacterias nativas cultivadas en caldo infusién cerebro

corazon con 200 ppm de plomo

Bacteria - Absorbancia Bacteria - Absorbancia Bacteria - Absorbancia
Cédigo (600 nm) Cédigo (600 nm) Cdédigo (600 nm)
1-64D 1,020 | 39-308 0,498 77-61D 0,432
2-60D 0,931 40 - 60B 0,498 78 - 132D 0,431
3-48D 0,76 41 - 82B 0,495 79 - 37D 0,430
4 -63D 0,754 42 - 134D 0,495 80 - 137C 0,429
5-4C 0,751 43 - 23B 0,494 81-92D 0,429
6 - 36B 0,701 44 -56 C 0,492 82-117D 0,428
7-35D 0,674 45 -72C 0,489 83 -128D 0,428
8 -38B 0,606 46 - 95D 0,483 84 - 56B 0,423
9-112D 0,601 47 - 79B 0,481 85-115C 0,423
10-19B 0,598 48 - 14B 0,475 86 - 52D 0,422
11-133D 0,587 49 - 28B 0,473 87 -98C 0,421
12 - 108D 0,583 50 - 98D 0,473 88 - 32A 0,42
13-114D 0,579 51 -53C 0,471 89 -102D 0,419
14 - 32D 0,578 52 -124D 0,471 90 - 130D 0,417
15-75B 0,564 53-2D 0,468 91 - 65A 0,413
16 - 138D 0,563 54 - 81B 0,466 92 -134C 0,412
17 - 52B 0,561 55-49D 0,464 93 -139D 0,411
18 - 66D 0,557 56 - 120C 0,461 94 - 62D 0,407
19-129D 0,553 57 - 44D 0,46 95 - 106C 0,406
20 - 149D 0,551 58 -11B 0,459 96 - 43D 0,404
21-3C 0,55 59 -81D 0,459 97 - 15C 0,403
22 - 50D 0,545 60 - 33C 0,458 98 - 23D 0,403
23 -148D 0,544 61 -57D 0,458 99 - 29D 0,401
24 - 33D 0,54 62 - 110D 0,457 100 - 26B 0,398
25 - 68B 0,539 63 - 75C 0,456 101 - 64B 0,397
26 - 31D 0,538 64- 40D 0,454 102 - 143D 0,397
27 - 144D 0,538 65-67B 0,453 103 - 89D 0,395
28 - 38D 0,523 66 - 88D 0,453 104 - 71C 0,394
29 - 146D 0,521 67 - 22B 0,452 105 - 55B 0,389
30-15B 0,517 68 - 66B 0,444 106 - 139C 0,389
31-72B 0,512 69 - 72D 0,444 107 - 106D 0,389
32-119D 0,512 70 - 81C 0,441 108 - 87B 0,388
33-59B 0,51 71 -120D 0,439 109 - 113D 0,388
34 - 32B 0,509 72 - 36D 0,435 110 - 131D 0,387
35-8D 0,507 73 - 45D 0,435 111 -71B 0,381
36 -105D 0,502 74 - 137D 0,435 112 - 40B 0,38
37 - 62B 0,501 75 - 46D 0,434 113 - 24B 0,374
38 -103D 0,499 76 - 73B 0,432 114 - 89A 0,373
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Continuacion...

Bacteria - Absorbancia Bacteria - Absorbancia Bacteria - Absorbancia
Cédigo (600 nm) Cédigo (600 nm) Cdédigo (600 nm)
115-74B 0,371 141 - 131C 0,339 167 - 1C 0,319
116 - 84A 0,369 142 - 91A 0,340 168 - 42C 0,318
117 -99C 0,369 143 - 9A 0,336 169 - 110C 0,318
118 - 91A 0,368 144 - 57B 0,336 170 - 2A 0,315
119-97D 0,366 145 - 64C 0,336 171-53D 0,315
120 - 25A 0,365 146 - 145D 0,336 172 - 25D 0,314
121 - 125D 0,365 147 - 29A 0,334 173 - 28C 0,312
122 - 48A 0,364 148 - 71D 0,333 174 - 48C 0,312
123 -108C 0,364 149 - 77A 0,332 175 - 56D 0,312
124 - 124C 0,364 150 - 128C 0,332 176 - 116D 0,312
125 - 11A 0,363 151 - 46C 0,33 177 -9C 0,311
126 - 58C 0,363 152 - 117C 0,329 178 - 78D 0,308
127 - 12B 0,361 153 - 22D 0,328 179 - 27B 0,306
128 - 66C 0,358 154 - 51D 0328 180 - 73C 0,306
129 - 102C 0,358 155 - 28A 0,327 181 - 24D 0,304
130 - 101D 0,358 156 - 35C 0,327 182-7B 0,303
131-93D 0,356 157 - 57C 0,327 183 - 140C 0,302
132 - 136D 0,354 158 - 55D 0,325 184 - 55A 0,301
133-37C 0,351 159 - 42D 0,324 185 - 76B 0,301
134 - 94C 0,351 160 - 50A 0,323 186 - 151D 0,301
135 - 135C 0,351 161 - 83C 0,323 187 - 27A 0,298
136 - 10C 0,348 162 - 19D 0,323 188 - 50C 0,298
137 - 4A 0,346 163 - 36C 0,322 189 - 51A 0,293
138 - 80C 0,346 164 - 65C 0,321 190 - 61A 0,266
139 -2C 0,345 165 - 123D 0,321 191 - 69A 0,241
140 - 23C 0,34 166 - 18D 0,32
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Tabla 6. Absorbancia (600 nm) de bacterias nativas cultivadas en caldo infusion
cerebro corazon con 400 ppm de plomo

Bacteria - Absorbancia Bacteria - Absorbancia Bacteria - Absorbancia
Cdédigo (600 nm) Caodigo (600 Nnm) Caodigo (600 nm)
1-32D 0,992 34 - 36D 0,693 67 - 66B 0,609
2-4C 0,971 35-73B 0,689 68 - 120C 0,609
3-60D 0,915 36 - 62B 0,688 69 - 36B 0,606
4 -48D 0,912 37 -137C 0,687 70-128D 0,602
5-64D 0,842 38 - 45D 0,687 71-1C 0,598
6 - 38D 0,802 39 -32B 0,686 72 -112D 0,593
7 - 50D 0,802 40 - 52B 0,679 73 -44D 0,592
8-33C 0,796 41 -110D 0,679 74 -72B 0,590
9-63D 0,780 42 -79B 0,673 75 - 66C 0,590
10 - 139D 0,776 43 -72D 0,667 76 - 120D 0,589
11-19B 0,758 44 - 11B 0,657 77 - 133D 0,587
12 - 30B 0,757 45- 88D 0,654 78 - 57D 0,582
13-35D 0,754 46 - 8D 0,652 79 -75C 0,581
14 - 23D 0,751 47 - 38B 0,647 80 - 81B 0,563
15-56C 0,747 48 - 2D 0,645 81-37D 0,560
16 - 148D 0,739 49 - 105D 0,645 82 -67B 0,559
17 -117D 0,738 50 - 129D 0,639 83 -106C 0,556
18 - 138D 0,721 51-53C 0,638 84 - 81D 0,551
19-33D 0,719 52 - 60B 0,636 85-134C 0,543
20-14B 0,717 53 -81C 0,633 86 - 52D 0,537
21-31D 0,717 54 -102D 0,631 87 - 130D 0,526
22 -134D 0,713 55 - 49D 0,630 88 - 15C 0,508
23-3C 0,712 56 - 124D 0,628 89 - 103D 0,506
24 - 108D 0,709 57 - 56B 0,621 90-40D 0,504
25 - 146D 0,706 58 - 72C 0,621 91 -98D 0,498
26 - 92D 0,705 59 - 15B 0,619 92 - 59B 0,489
27 - 75B 0,703 60 - 119D 0,617 93-2C 0,487
28 - 98C 0,703 61 - 66D 0,616 94 - 61D 0,485
29 -132D 0,701 62 -114D 0,613 95 - 32A 0,479
30-137D 0,699 63 - 68B 0,611 96 - 28B 0,478
31-82B 0,698 64 - 149D 0,611 97 - 23B 0,470
32-115C 0,698 65 - 46D 0,610 98 - 22B 0,464
33-95D 0,697 66 - 144D 0,610 99 - 65A 0,451
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Tabla 7. Absorbancia (600 nm) de bacterias nativas cultivadas en caldo infusion

cerebro corazén con 600 ppm de plomo

Bacteria - Absorbancia Bacteria - Absorbancia Bacteria - Absorbancia
Cdédigo (600 nm) Codigo (600 nm) Codigo (600 nm)
1-23D 0,470 25-132D 0,307 49 - 48D 0,243
2 -60D 0,430 26 - 114D 0,305 50 - 36D 0,238
3-19B 0,388 27 - 137D 0,305 51 -32D 0,236
4-14B 0,374 28 -72C 0,292 52 -144D 0,232
5-35D 0,368 29 - 95D 0,291 53 - 38B 0,231
6 - 64D 0,353 30-33C 0,29 54 - 88D 0,228
7 -30B 0,343 31-129D 0,29 55 - 68B 0,227
8-2D 0,343 32-75B 0,289 56 - 98C 0,223
9-62B 0,33 33-117D 0,288 57 - 148D 0,219
10 - 60B 0,324 34 -81C 0,281 58 - 38D 0,215
11 - 66B 0,322 35-82B 0,278 59 - 4C 0,214
12 - 15B 0,321 36 -124D 0,271 60 - 46D 0,212
13-52B 0,319 37 -110D 0,269 61 - 56B 0,211
14 -128D 0,319 38 - 146D 0,265 62 - 149D 0,205
15 - 66D 0,315 39 - 115C 0,264 63 - 31D 0,203
16 - 119D 0,315 40 - 134D 0,263 64 - 72D 0,199
17 - 32B 0,313 41 -120C 0,261 65 - 56C 0,164
18-79B 0,311 42 - 11B 0,26 66 - 45D 0,164
19 - 102D 0,311 43 -137C 0,255 67 - 53C 0,163
20-33D 0,31 44 - 8D 0,254 68 - 36B 0,155
21-73B 0,309 45 - 63D 0,253 69 - 49D 0,154
22-92D 0,309 46 - 3C 0,251 70 - 50D 0,139
23 -139D 0,309 47 - 105D 0,245

24 - 108D 0,308 48 - 138D 0,244
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Figura 20. Cultivos de bacterias nativas segln su adaptacion a concentraciones
crecientes de nitrato de plomo
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Tabla 8. Caracteristicas diferenciales de bacterias nativas resistentes a 600 ppm de plomo

Caracteristicas

Acinetobacter sp.19B

Pseudomonas sp.23D

Burkholderia sp.60D

Células

Tincion de Gram
Motilidad

Oxidasa

Catalasa
Descarboxilacion de arginina
Hidrdlisis de la gelatina
Hidrdlisis de la esculina
Reduccion de nitratos
Descarboxilacion de lisina
Polimixina B (300UI)
Penicilina

Oxido — fermentacion:

=  Glucosa
=  Maltosa
=  Manitol

=  Sacarosa

=  Xilosa

Bacilos rectos

Bacilos rectos

+

+

Bacilos rectos

+ + + o+

+

ND

+

+ + 4+

* (+) positivo; (-) negativo.
* (R) resistente; (S) sensible.
*(ND) no determinado.

44



Tabla 9. Valores de absorbancia (600 nm) de biomasa de Acinetobacter sp.19B

Biomasa Absorbancia
(mgL™ (600 nm)
32,54 0,235
3,254 0,121
0,325 0,109
0,033 0,108
0,3 -
Y=0.0039x + 0.1081
025 - R’=0.999
E
S o2
e
3 0,15
c
S8
g 01
-]
<
0,05 -
O T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Biomasa (mgL)
Figura 21. Curva patron para determinar la concentracion de biomasa de

Acinetobacter sp.19B
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Tabla 10. Valores de absorbancia (600 nm) de biomasa de Pseudomonas sp.23D

Absorbancia

Biomasa

(mgL™Y) (600 Nm)
45,50 0,205
4,550 0,131
0,455 0,124
0,046 0,123

0,25 -
Y=0,0018x + 0,1231
02 - R2= 0,999
B
=
S
8 015 1
8
(%)
c
2 01 -
2
Ko}
<
0,05 -
O T T T T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Biomasa (mgL™)
Figura 22. Curva patron para determinar la concentracion de biomasa de

Pseudomonas sp.23D
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Tabla 11. Valores de absorbancia (600 nm) de biomasa de Burkholderia sp.60D

Absorbancia

Biomasa

(mgL™Y) (600 Nm)
32,08 0,244
3,208 0,097
0,321 0,082
0,032 0,080

0,3 -
Y = 0,0051x + 0,0804
0,25 - R?=0,999
E
£ 0.2
[=]
[=]
L
S 0,15
c
]
2
g 01
=]
<
0,05 -
O T T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30 35
Biomasa (mgL™)
Figura 23. Curva patron para determinar la concentracion de biomasa de

Burkholderia sp.60D
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4.4.2 Biomasa formada por bacterias resistentes al plomo

Los valores de la concentracibn de biomasa de las bacterias nativas
resistentes a 600 ppm oscilaron entre 0 y 4550 mgL™ a las 12 y 96 horas,
respectivamente (Tabla 12). El mayor valor de biomasa correspondié a
Pseudomonas sp.23D (45,50 mgL™'), seguido de Acinetobacter sp.19B
(32,54 mgL™) y Burkholderia sp.60D (32,08 mgL™).

4.4.3 Eficiencia de laremocion de plomo por bacterias nativas

La eficiencia de la remocion de plomo por bacterias nativas fue de 83,2%
con Pseudomonas sp.23D; 66,8% con Acinetobacter sp.19B y 63,3% con
Burkholderia sp.60D (Tabla 13).
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Tabla 12. Concentracion (mgL™) de biomasa de bacterias nativas en caldo
infusion cerebro corazén con 600 ppm de plomo
Tiempo Biomasa (mgL™)
(Horas)  pseydomonas sp.23D  Acinetobacter sp.19B  Burkholderia sp.60D
12 0 0 0,1
24 5,50 5,10 6,2
36 12,16 14,07 15,61
48 18,83 20,23 20,31
60 25,50 23,31 25,02
72 32,17 26,38 27,37
84 38,83 29,96 29,73
96 45,50 32,54 32,08
Tabla 13. Parametros cinéticos de la remocion de plomo en agua residual
sintética por Acinetobacter sp.19B, Pseudomonas sp.23D vy
Burkholderia sp.60D
. Pseudomonas sp. Acinetobacter sp. Burkholderia sp.
Parametros 23D 198 60D
Plomo inicial (mgL™) 600 600 600
Plomo final (mgL™) 101 199 220
Plom_ci removido 499 401 380
(mgL™)
Eficiencia (%) 83,2 66,8 63,3
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V. DISCUSION

Para obtener bacterias resistentes al plomo se colectaron muestras de
aguas residuales, coincidiendo con Moraga et al. (2003). Contaminantes como el
plomo son descargados en la atmosfera y en los ambientes terrestres y acuaticos,
por sectores como el parque automotriz que consume baterias en las que se usa
plomo. Asimismo, el area de recubrimientos con O6xidos y sales de plomo, la
industria del vidrio, tintes de cabello, cafierias antiguas y soldaduras de plomo
también generan residuos con el metal pesado y en todos los casos son
evacuados por el desague (Ubillus, 2003).

Las bacterias de las muestras de agua residual se enriquecieron con
50 ppm de plomo para reducir al maximo o eliminar las bacterias no resistentes a
este metal pesado, coincidiendo con Garza (2005) y Loépez (2011). Se
consideraron bacterias resistentes al plomo aquellas que desarrollaron en agar
mas el contaminante después de dos subcultivos, teniendo en cuenta que los
subcultivos disminuyen gradualmente y eliminan los microorganismos heterétrofos
provenientes de las aguas residuales, asegurando la permanencia del
microorganismo investigado o bacterias resistentes al plomo en la presente

investigacion (Guerrero, 2006).



En muestras de aguas residuales con 50 ppm de plomo se aislaron
bacterias resistentes al plomo, coincidiendo con Moraga et al. (2003), quienes
colectaron muestras de agua en estaciones cercanas a la descarga de efluentes
industriales. La presencia de metales pesados en el ambiente, ejerce una fuerte
presion de seleccién sobre los organismos y si la descarga del contaminante es
permanente, como sucede habitualmente con los metales pesados, se produce
una seleccion de genotipos resistentes. En este contexto, también se aislaron
bacterias resistentes al plomo de la rizosfera de Cynodon dactylon colectada en
una zona con vertimientos de residuos de una empresa de ceramica (Sanchez,
2008), biomasa en compostaje (L6pez, 2011), suelo y lodos industriales (Soto et
al, 2010) y suelo contaminado con hidrocarburos (Mendoza et al., 2010)

La interaccion metal-microorganismo depende del estado de
oxidacion del metal y el compuesto que esté conformando. Un microorganismo
puede movilizar o inmovilizar un metal. En la inmovilizacion, el metal pasa del
estado soluble inicial en fase acuosa a una insoluble final en fase sélida (Rittmann
& Mc Carty, 2001). De esta manera la biosorcion es el proceso pasivo,
metabdlicamente no activo, de unién de iones metalicos a la superficie celular de
diversos microorganismos como algas, hongos y bacterias. Los mecanismos
involucrados son la adsorcién, intercambio iénico, complejacién, quelacién y la
microprecipitacién (Esteban, 2013) Se ha demostrado la biosorcién en bacterias
(Moraga et al., 2003; Sanchez, 2008; Mendoza et al., 2010; Soto et al., 2010), pero
también en hongos filamentosos (Hernandez, 2011; Lopez, 2011) y levaduras
(Gutiérrez et al., 2008; Rodriguez et al., 2008).

Para el aislamiento de bacterias resistentes al plomo se utilizaron
disoluciones preparadas con una soluciéon de plomo Pb(NO3),, coincidiendo con
Gutiérrez et al. (2008), Garza (2005), Rodriguez et al. (2008) y Esteban (2013).El
pH de los medios de cultivo con plomo se ajusto a 5,0 por cuanto a pH inferior se
favorece la solvatacion del cation metalico y a pH cercano a 7,0 y mayor a 7,0 el
plomo precipita por los OH en el medio (Gutiérrez et al., 2008). Al respecto,
Rodriguez et al. (2008) determinaron que el pH fue la variable con mayor
influencia en el proceso de biosorcién de plomo por biomasa de Saccharomyces
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cerevisiae residual, alcanzandose el mayor porcentaje de retencion a pH 5,0.
Segun estos investigadores el pH afecta los iones en solucién, pero también los
grupos funcionales de la pared celular de los microorganismos. A pH menor de
5,0 los H" compiten con el ion Pb?* por los sitios activos de la superficie celular. El
estado ionico de los ligandos como los grupos carboxilo, hidroxilo y fosfato de la
pared celular promueve la atraccion de los iones metalicos. La interaccion entre
los iones metdlicos y la pared celular es aparentemente de naturaleza
electrostética y se ve afectado por el pH de la solucion (Gutiérrez et al., 2008).

Las bacterias Gram negativas resistentes al plomo predominaron
frente a las Gram positivas, coincidiendo con Moraga et al. (2003), quienes
reportaron formas Gram negativas no fermentadoras en bacterias resistentes al
cromo y plomo, aisladas de aguas con descargas de efluentes domésticos e
industriales. Por el contrario, Soto et al. (2010) determinaron que la bacteria
Gram positiva Micrococcus sp. predomind después del enriquecimiento selectivo
de bacterias con los metales Pb®*, Cr**, Hg?".

Las bacterias nativas resistieron hasta 600 ppm de plomo superando
100 ppm reportados por Mendoza et al (2010) para Chromobacterium violaceum y
Burkholderia cepacia. Por el contrario, Esteban (2013) reporté dos cepas de
Lactobacillus keffir capaces de sobrevivir en presencia de 2071,9 ppm de plomo;
sin cambios significativos en la biomasa después de 76 horas. Segun Cardenas
et al. (2010) los microorganismos con potencial de adaptacidon a ambientes
extremos presentan mecanismos de resistencia por lo que son de gran interes,
con la perspectiva de su posible aplicacién y uso de su biomasa para eliminar
metales pesados de ambientes acuaticos impactados. La relacion contaminante
— microorganismo origina procesos adaptativos que finalmente se expresan como
mecanismos de resistencia al contaminante (Moraga et al., 2003).

Para obtener bacterias resistentes a concentraciones crecientes de
plomo se cuantificé la biomasa, coincidiendo con Rodriguez et al. (2008), quienes
demostraron que la biosorcion de plomo por Saccharomyces cerevisiae fue
favorecida por incrementos en la concentracion de biomasa, debido a que

también aument6 la disponibilidad de sitios activos para la retencion de los iones
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metalicos. No obstante, Gutiérrez et al. (2008) determinaron que después de un
rango de concentracion celular, la tasa maxima de retencion de plomo es
independiente de la concentracion. Estos investigadores determinaron que
100 % de plomo en solucién fue retenido por la biomasa cuando Ci/X, fue menor
a 0,25; mientras que las células se encontraron completamente saturadas
cuando Ci/X, fue mayor a 1,0.

En la literatura también se encontraron representantes de bacterias
que resistieron mas de 600 ppm de plomo. En este contexto, Moraga et al. (2003)
determinaron que Pseudomonas sp. y Alcaligenes sp. presentaron resistencia a
3200 ppm de plomo, e inclusive a dos, tres y cuatro metales como el arsénico,
cobre y niguel ademas del plomo. Los organismos presentan variada respuesta a
los iones toxicos de un metal, como resultado de mecanismos intrinsecos o
inducidos. La tolerancia es la capacidad que tiene un organismo de vivir frente a la
toxicidad de los metales a través de las propiedades intrinsecas del mismo. La
resistencia es la habilidad de vivir con los metales toxicos a través de mecanismos
de detoxificacion, producidos en respuesta a la presencia del metal (Labrenz et al.,
2000).

El porcentaje de bacterias que evidenciaron crecimiento por
espectrometria disminuyd conforme se incrementd la concentracion de plomo.
Este resultado sugiere la presencia de determinantes genéticos que confieren
resistencia a las células bacterianas, habiéndose confirmado la presencia de ADN
extracromosomal en cepas resistentes a metales pesados (Mondaca et al., 1993).

La mayor eficiencia de remocion de plomo de agua residual sintética
se alcanz6 con Pseudomonas sp.23D, coincidiendo con Moraga et al. (2003) y
Mendoza et al.(2010). En la presente investigacion se alcanzo 83,2% de eficiencia
en la remocién de plomo, correspondiente a 499 ppm de plomo removido,
superando 80 ppm reportado por Mendoza et al. (2010) para P. putida y
P. mendocina. En este contexto, Pseudomonas sp.23D, Acinetobacter sp.19B y
Burkholderia sp.60D son promisorias para la remocion de plomo de efluentes

contaminados.
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VI. CONCLUSIONES

En aguas residuales del Dren 4000 se aislaron bacterias con resistencia
natural al plomo.

Las bacterias nativas se adaptaron a concentraciones crecientes
(50 — 600 ppm) de plomo.

Las bacterias con resistencia a la mayor concentracion de plomo
(600 ppm) se identificaron como Pseudomonas sp.23D,
Acinetobacter sp.19B y Burkholderia sp.60D.

La eficiencia de la remocion de plomo en agua residual sintética fue
de 83,2% con Pseudomonas sp.23D; 66,8% con Acinetobacter sp.19B
y 63,3% con Burkholderia sp.60D.
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VIl. RECOMENDACIONES

Investigar el mecanismo de remocion de plomo por Pseudomonas sp.23D,
Acinetobacter sp.19B y Burkholderia sp.60D.

Caracterizar a nivel molecular Pseudomonas sp.23D, Acinetobacter sp.19B y
Burkholderia sp.60D.
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VIll. RESUMEN

El plomo es considerado un metal pesado con potencial para dafar el ambiente y
elevada resistencia a la biodegradaciéon. Con el objetivo de determinar la
eficiencia de la remocion de plomo por bacterias se colectaron 54 muestras de
aguas residuales del Dren 4000 de Lambayeque. Las muestras se enriquecieron
en caldo infusién cerebro corazén con 50 ppm de plomo, aislandose 475 cultivos
de bacterias con resistencia natural al plomo. Las bacterias se adaptaron a
concentraciones crecientes de plomo (50 - 100 - 200 - 400 - 600 ppm),
cultivdndolas en caldo infusién cerebro corazén suplementado con Pb(NO3)*2. Se
seleccionaron Pseudomonas sp.23D, Acinetobacter sp.19B y Burkholderia sp.60D
por su resistencia a 600 ppm de plomo. Estas bacterias se cultivaron en
biorreactores tipo tanque con sistema discontinuo y flujo de aire descendente, con
300 mL de agua residual sintética-600 ppm de plomo, determinandose la eficiencia
de remocién de plomo: 83,2% con Pseudomonas sp.23D; 66,8% con
Acinetobacter sp.19B y 63,3% con Burkholderia sp.60D. Se demostré el potencial

de bacterias nativas para remover plomo de efluentes contaminados.
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ANEXO 1
Calculo del numero de muestras de aguas residuales para el aislamiento de

bacterias resistentes al plomo (Alvitres, 2000)

_ 72 (p.q)
n—=— ——
tZ

Donde:
n = tamarno de la muestra.
z = 1,96 (a=0,05) valor estandar.

p = prevalencia o presencia de bacterias resistentes al plomo en aguas
residuales (0,90)

ausencia (0,10)

~+ O
1 1

error permitido (0,8%)

_ (1,96)? (0,90 x 0,10)
B (0,08)2

n = 54,02 muestras
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ANEXO 2

Caldo Infusion Cerebro Corazon (en Mendoza et al., 2010)

Infusion de cerebro de ternera (a partirde 200 Q) ... ... ... covvveeen e
Infusion de corazén de res (a partirde 250 Q) ... .ov ven e ven e ene

GlUC O S A e e oo e e e e e e e e e

Peptona de gelatina..........cocoiiiiiiii i e

Cloruro de SOdiO ... o it i e e e e e e
Fosfato disOdiCO.......coii it e e e
Nitrato de plomo™ ... e i e

Agua destilada.......c o e e

pH final:7,4 +0,2

12,5 g
5,09
2,09
10,09
5,09
2,59

X g
1 000 mL

* La cantidad de nitrato de plomo depende de la concentracion final requerida para

la solucioén.
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ANEXO 3

Preparacion de caldo Infusion Cerebro-Corazén (BHI) a diferentes
concentraciones de nitrato de plomo (Pb(NOs)*™) a partir de una solucién
stock de 1000 ppm

Cantidad de plomo necesaria para preparar 0,5 mL de nitrato de plomo a 1000 ppm:

_ Masa de soluto (mg) 1000 = Cantidad de plomo (mg)
~ Volumen de solucién (L) B 0,5L

ppm
Cantidad de plomo = 500 mg.
El peso molecular del Pb(NO;)*™ es 331,2 mg y contiene 207,2 mg de plomo; entonces:

331,2mg Pb(NO3)*? — 207,2 mg Pb
X mg Pb(NO3)*? - 500 mg Pb
X mg Pb(NO5)*2 — 800 mg Pb

Para preparar una solucién stock de 1000 ppm de plomo pesar 800 mg de Pb(NO3)*? y
diluir en acido acético hasta completar 500 mL.
Luego:

1 ppm=1mgL*
> Concentracion 1 = 50 mgL™
Ci.V1=Cu V,

1000 ppm. V; = 50 mgL™. 50 mL

1000 ppm. V; = 50 ppm. 50 mL
V; =50 ppm. 50 mL

1000 ppm

Vi=25mL

e Para obtener una concentracion de 50 ppm de plomo, tomar 2,5 mL de la solucion

stock y aforar a 50 mL con caldo Infusion Cerebro-Corazon (BHI).

*Con esta misma formula obtener las concentraciones de plomo requeridas para

suplementar los medios de cultivo utilizados durante la investigacion.
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ANEXO 4

Preparacién de caldo Infusion Cerebro-Corazén (BHI) suplementado con

concentraciones crecientes de plomo (para 0,5L)

Concentracion Solucion stock 1000 Caldo infusion cerebro
requerida ppm corazén
(ppm) (mL) (mL)
100 50 450
200 100 400
400 200 300
600 300 200
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ANEXO 5

Caracterizacién morfolégica macroscopica y microscopica de bacterias aisladas de aguas residuales

Bacteria - Codigo Tamaiio Color Elevacion Contorno Tincién
1-1A Grande Blanca Plana Irregular Gram negativa
2-2A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
3-3A Pequena Cremosa Convexa Entero Gram negativa
4-4A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
5-5A Grande Cremosa Convexa Entero Gram positiva
6 - 6A Pequeia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
7-7A Pequena Cremosa Convexa Entero Gram positiva
8-8A Pequefa Cremosa Convexa Entero Gram negativa
9-9A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa

10-10A Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
11-11A Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
12-12A Grande Translucida Plana Entero Gram positiva
13-13A Grande Cremosa Convexa Irregular Gram positiva
14 - 14A Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
15-15A Grande Cremosa Convexa Irregular Gram negativa
16 - 16A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
17-17A Grande Cremosa Convexa Irregular Gram negativa
18- 18A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
19-19A Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
20 - 20A Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
21-21A Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
22 -22A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
23-23A Mediana Roja Convexa Entero Gram negativa
24 - 24A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
25-25A Pequena Cremosa Convexa Entero Gram negativa
26 - 26A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
27 - 27A Pequena Cremosa Convexa Entero Gram negativa
28 - 28A Pequena Cremosa Convexa Entero Gram positiva
29-19A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
30-30A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
31-31A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
32-32A Pequena Cremosa Convexa Entero Gram negativa
33-33A Mediana Translucida Convexa Entero Gram positiva
34 - 34A Mediana Translicida Convexa Entero Gram negativa
35-35A Pequeia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
36 -36A Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
37 -37A Grande Translicida Convexa Entero Gram negativa
38 -38A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
39-39A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
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Continuacion...

Bacteria - Codigo Tamarfo Color Elevacion Contorno Tincion
40 - 40A Pequeia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
41 - 41A Grande Transllcida Convexa Irregular Gram negativa
42 - 42A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
43 - 43A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
44 - 44A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
45 - 45A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
46 - 46A Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
47 - 47A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
48 - 48A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
49 - 49A Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
50 - 50A Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
51-51A Pequefa Cremosa Convexa Entero Gram negativa
52 - 52A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
53 -53A Mediana Blanca Convexa Entero Gram positiva
54 - 54A Mediana Roja Plana Entero Gram negativa
55 - 55A Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
56 - 56A Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
57 - 57A Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
58 - 58A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
59 - 59A Grande Cremosa Convexa Entero Gram positiva
60 - 60A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
61 - 61A Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
62 - 62A Grande Transllcida Convexa Entero Gram negativa
63 - 63A Mediana Transllcida Convexa Entero Gram negativa
64 - 64A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
65 - 65A Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
66 - 66A Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
67 - 67A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
68 - 68A Mediana Cremosa Convexa Irregular Gram negativa
69 - 69A Mediana Cremosa Convexa Irregular Gram negativa
70 - 70A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
71-71A Grande Cremosa Convexa Entero Gram positiva
72 -T72A Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
73-73A Pequefa Cremosa Convexa Entero Gram negativa
74 - T4A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
75 - 75A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
76 - T6A Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
77 -77A Mediana Roja Convexa Entero Gram negativa
78 - 78A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
79 - 79A Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
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Continuacion...

Bacteria - Codigo Tamarfo Color Elevacion Contorno Tincion
80 - 80A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
81 -81A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
82 - 82A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
83 -83A Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
84 - B4A Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
85 - 85A Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
86 - 86A Mediana Cremosa Plana Entero Gram negativa
87 - 87A Grande Translicida  Convexa Entero Gram negativa
88 - 88A Grande Blanca Convexa Entero Gram positiva
89 - 89A Grande Blanca Convexa Irregular Gram positiva
90 - 90A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
91 - 91A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
92 - 92A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
93 - 93A Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
94 - 94A Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
95-1B Mediana Cremosa Convexa Irregular Gram negativa
96 - 2B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
97 -3B Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
98 - 4B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
95-5B Mediana Cremosa Convexa Irregular Gram positiva
100 - 6B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
101-7B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
102 - 8B Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
103 -9B Grande Blanca Convexa Irregular Gram negativa

104 - 10B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
105 - 11B Mediana Blanca Convexa Irregular Gram negativa
106 - 12B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
107 - 13B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
108 - 14B Grande Cremosa Convexa Entero Gram positiva
109 - 15B Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
110 - 16B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
111 -17B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
112 - 18B Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
113-19B Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
114 - 20B Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
115-21B Mediana Blanca Convexa Entero Gram positiva
116 - 22B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
117 - 23B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
118 - 24B Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
119 - 25B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
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120 - 26B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
121 - 27B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
122 - 28B Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
123 - 29B Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
124 - 30B Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
125 - 31B Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
126 - 32B Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
127 - 33B Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
128 - 34B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
129 - 35B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
130 - 36B Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
131-37B Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
132 - 38B Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
133 -39B Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
134 - 40B Pequefia Cremospa  Convexa Entero Gram negativa
135-41B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
136 - 42B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
137 -43B Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
138 - 44B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
139 - 45B Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
140 - 46B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
141 - 47B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
142 - 48B Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
143 - 49B Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
144 - 50B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
145 - 51B Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
146 - 52B Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
147 - 53B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
148 - 54B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
149 - 55B Pequefia Blanca Convexa Entero Gram positiva
150 - 56B Mediana Blanca Convexa Irregular Gram negativa
151 - 57B Mediana Cremosa Convexa Irregular Gram negativa
152 - 58B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
153 - 59B Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
154 - 60B Mediana Blanca Convexa Entero Gram positiva
155 - 61B Grande Cremosa Convexa Entero Gram positiva
156 - 62B Grande Cremosa Convexa Entero Gram positiva
157 - 63B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
158 - 64B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
159 - 65B Grande Blanca Plana Entero Gram negativa
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160 - 66B Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
161 - 67B Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
162 - 68B Grande Cremosa Convexa Entero Gram positiva
163 - 69B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
164 - 70B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
165 - 71B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
166 - 72B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
167 - 73B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
168 - 74B Mediana Blanca Convexa Entero Gram positiva
169 - 75B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
170 - 76B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
171 -77B Mediana Cremosa Convexa Irregular Gram negativa
172 -78B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
173 -79B Grande Blanca Convexa Entero Gram positiva
174 - 80B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
175 - 81B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
176 - 82B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
177 - 83B Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
178 - 84B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
179 - 85B Grande Cremosa Convexa Entero Gram positiva
180 - 86B Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
181 - 87B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
182 - 88B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
183 - 89B Mediana Blanca Convexa Entero Gram positiva
184 - 90B Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
185-1C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
186 - 2C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
187 - 3C Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
188 - 4C Mediana Cremosa Convexa Irregular Gram negativa
189 - 5C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
190 - 6C Grande Cremosa Convexa Irregular Gram negativa
191-7C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
192 - 8C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
193-9C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
194 - 10C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
195-11C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
196 - 12C Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
197 - 13C Pequefia Cremosa Convexa Irregular Gram positiva
198 - 14C Mediana Blanca Convexa Entero Gram positiva
199 - 15C Grande Cremosa Convexa Irregular Gram negativa
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200 - 16C Grande Cremosa Convexa Irregular Gram negativa
201 -17C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
202 - 18C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
203 - 19C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
204 - 20C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
205 -21C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
206 - 22C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
207 - 23C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
208 - 24C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
209 - 25C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
210 - 26C Mediana Cremosa Convexa Irregular Gram positiva
211 - 27C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
212 - 28C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
213 - 29C Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
214 - 30C Grande Blanca Convexa Entero Gram positiva
215-31C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
216 - 32C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
217 -33C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
218 - 34C Mediana Cremosa Convexa Irregular Gram negativa
219 - 35C Grande Cremosa Convexa Entero Gram positiva
220 - 36C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
221 -37C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
222 -38C Grande Cremosa Convexa Irregular Gram negativa
223 -39C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
224 - 40C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
225-41C Mediana Translicida  Convexa Irregular Gram negativa
226 - 42C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
227 - 43C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
228 - 44C Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
229 - 45C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
230 - 46C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
231-47C Pequefia Translicida  Convexa Entero Gram positiva
232 -48C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
233 -49C Mediana Translicida  Convexa Entero Gram negativa
234 - 50C Pequena Blanca Convexa Entero Gram negativa
235-51C Pequeria Translicida  Convexa Entero Gram positiva
236 - 52C Pequefia Translicida  Convexa Entero Gram positiva
237 -53C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
238 -54C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
239 - 55C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
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240 - 56C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
241 - 57C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
242 - 58C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
243 - 59C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
244 - 60C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
245 - 61C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
246 - 62C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
247 - 63C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
248 - 64C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
249 - 65C Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
250 - 66C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
251 -67C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
252 - 68C Grande Cremosa Convexa Entero Gram positiva
253 -69C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
254 - 70C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
255-71C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
256 - 72C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
257 -73C Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
258 - 74C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
259 - 75C Pequefia Translicida  Convexa Irregular Gram negativa
260 - 76C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
261 -77C Grande Cremosa Convexa Irregular Gram negativa
262 -78C Grande Blanca Convexa Irregular Gram positiva
263 - 79C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
264 - 80C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
265 - 81C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
266 - 82C Mediana Translicida  Convexa Entero Gram negativa
267 - 83C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
268 - 84C Pequefia Cremosa Convexa Irregular Gram negativa
269 - 85C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
270 - 86C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
271 -87C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
272 - 88C Mediana Cremosa Convexa Irregular Gram positiva
273 -89C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
274 -90C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
275-91C Grande Cremosa Convexa Entero Gram positiva
276 - 92C Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
277 -93C Pequefia Cremosa Convexa Irregular Gram negativa
278 -94C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
279 - 95C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
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280 -96C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
281 -97C Grande Translicida Convexa Entero Gram positiva
282 -98C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
283 -99C Pequefia Blanca Convexa Irregular Gram positiva
284 - 100C Grande Cremosa Convexa Irregular Gram positiva
285 -101C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
286 - 102C Pequefia Translicida  Convexa Entero Gram negativa
287 -103C Mediana Translicida  Convexa Entero Gram negativa
288 - 104C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
289 - 105C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
290 - 106C Grande Cremosa Convexa Entero Gram positiva
291 - 107C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
292 - 108C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
293 - 109C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
294 - 110C Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
295 -111C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
296 - 112C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
297 - 113C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
298 - 114C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
299 - 115C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
300 - 116C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
301-117C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
302 - 118C Mediana Translicida  Convexa Entero Gram negativa
303 - 119C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
304 - 120C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
305 -121C Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
306 - 122C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
307 - 123C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
308 - 124C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
309 - 125C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
310 - 126C Mediana Translicida  Convexa Irregular Gram positiva
311-127C Grande Cremosa Convexa Entero Gram positiva
312 - 128C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
313 -129C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
314 - 130C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
315-131C Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
316 - 132C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
317 -133C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
318 - 134C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
319 - 135C Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
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320 - 136C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
321 -137C Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
322 -138C Pequefia Translicida Convexa Entero Gram negativa
323 -139C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
324 - 140C Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa

325-1D Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
326 - 2D Grande Blanca Convexa Entero Gram positiva

327-3D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
328 -4D Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
329-5D Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
330-6D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
331-7D Mediana Blanca Convexa Irregular Gram positiva

332-8D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
333-9D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
334 - 10D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
335-11D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
336 - 12D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
337-13D Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
338-14D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
339 - 15D Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
340 - 16D Pequefia Translicida  Convexa Entero Gram negativa
341 - 17D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
342 -18D Mediana Blanca Convexa Irregular Gram negativa
343 - 19D Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
344 - 20D Mediana Blanca Convexa Irregular Gram positiva

345 - 21D Grande Translicida  Convexa Entero Gram positiva

346 - 22D Mediana Blanca Convexa Entero Gram positiva

347 - 23D Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
348 - 24D Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
349 - 25D Mediana Blanca Convexa Irregular Gram negativa
350 - 26D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
351-27D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
352 -28D Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
353 - 29D Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
354 - 30D Grande Blanca Convexa Entero Gram positiva

355-31D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
356 - 32D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
357 -33D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
358 - 34D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
359 - 35D Grande Blanca Convexa Entero Gram positiva
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360 - 36D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
361-37D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
362 - 38D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
363 -39D Mediana Blanca Convexa Entero Gram positiva
364 - 40D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
365 -41D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
366 - 42D Mediana Blanca Convexa Entero Gram positiva
367 - 43D Grande Blanca Convexa Entero Gram positiva
368 - 44D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
369 - 45D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
370 - 46D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
371-47D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
372 - 48D Grande Translicida Plana Entero Gram negativa
373 -49D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
374 - 50D Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
375-51D Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
376 - 52D Pequefia Blanca Convexa Irregular Gram positiva
377 -53D Mediana Blanca Convexa Irregular Gram negativa
378 - 54D Mediana Blanca Convexa Irregular Gram negativa
379 - 55D Grande Translicida  Convexa Entero Gram negativa
380 - 56D Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
381-57D Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
382 -58D Pequefia Blanca Convexa Irregular Gram negativa
383 -59D Grande Blanca Convexa Irregular Gram negativa
384 - 60D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
385- 61D Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
386 - 62D Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
387 - 63D Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
388 - 64D Mediana Amarilla Convexa Entero Gram negativa
389 - 65D Pequefia Translicida  Convexa Entero Gram negativa
390 - 66D Grande Blanca Convexa Entero Gram positiva
391-67D Mediana Blanca Convexa Entero Gram positiva
392 - 68D Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
393 - 69D Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
394 - 70D Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
395-71D Grande Cremosa Convexa Entero Gram negativa
396 - 72D Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
397 -73D Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
398 - 74D Mediana Blanca Convexa Irregular Gram negativa
399 - 75D Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
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400 - 76D Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
401 - 77D Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
402 - 78D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
403 - 79D Grande Blanca Convexa Entero Gram positiva
404 - 80D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
405 - 81D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
406 - 82D Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
407 - 83D Pequefia Translicida  Convexa Entero Gram positiva
408 - 84D Pequefia Translicida  Convexa Entero Gram negativa
409 - 85D Pequefia Cremosa Convexa Irregular Gram negativa
410 - 86D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
411 - 87D Mediana Cremosa Convexa Irregular Gram positiva
412 - 88D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
413 -89D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
414 - 90D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
415 - 91D Mediana Cremosa Convexa Entero Gram positiva
416 - 92D Mediana Cremosa Convexa Irregular Gram negativa
417 - 93D Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
418 - 94D Mediana Translicida  Convexa Entero Gram negativa
419 - 95D Pequefia Blanca Convexa Entero Gram positiva
420 - 96D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
421 - 97D Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
422 - 98D Grande Blanca Convexa Entero Gram positiva
423 - 99D Grande Blanca Convexa Entero Gram positiva

424 - 100D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
425 - 101D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
426 - 102D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
427 - 103D Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
428 - 104D Mediana Blanca Convexa Entero Gram positiva
429 - 105D Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
430 - 106D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
431 - 107D Grande Blanca Convexa Entero Gram positiva
432 - 108D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
433 - 109D Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
434 - 110D Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
435-111D Mediana Blanca Convexa Entero Gram positiva
436 - 112D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
437 - 113D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
438 - 114D Mediana Blanca Convexa Entero Gram positiva
439 - 115D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
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440 - 116D Pequefia Blanca Plana Entero Gram positiva
441 - 117D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
442 - 118D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
443 - 119D Grande Roja Convexa Irregular Gram negativa
444 - 120D Pequefia Blanca Convexa Irregular Gram positiva
445 - 121D Grande Roja Convexa Irregular Gram negativa
446 - 122D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
447 - 123D Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
448 - 124D Pequefia Blanca Convexa Entero Gram positiva
449 - 125D Grande Roja Convexa Irregular Gram negativa
450 - 126D Grande Roja Convexa Irregular Gram negativa
451 - 127D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
452 - 128D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
453 - 129D Pequefia Translicida  Convexa Entero Gram negativa
454 - 130D Grande Roja Convexa Entero Gram negativa
455 - 131D Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
456 - 132D Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
457 - 133D Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
458 - 134D Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
459 - 135D Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
460 - 136D Grande Transltcida  Convexa Entero Gram negativa
461 - 137D Mediana Blanca Convexa Irregular Gram negativa
462 - 138D Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
463 - 139D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
464 - 140D Grande Blanca Convexa Entero Gram negativa
465 - 141D Grande Blanca Convexa Entero Gram positiva
466 - 142D Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
467 - 143D Mediana Blanca Convexa Entero Gram negativa
468 - 144D Mediana Cremosa Convexa Entero Gram negativa
469 - 145D Pequefia Cremosa Plana Entero Gram negativa
470 - 146D Grande Translicida  Convexa Entero Gram negativa
471 - 147D Mediana Blanca Convexa Irregular Gram negativa
472 - 148D Grande Blanca Convexa Irregular Gram positiva
473 - 149D Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram positiva
474 - 150D Pequefia Cremosa Convexa Entero Gram negativa
475 - 151D Pequefia Blanca Convexa Entero Gram negativa
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ANEXO 6

Calificacion del crecimiento de bacterias nativas resistentes al plomo en agar infusién cerebro corazén
con 50 ppm de plomo

Cultivo puro  Codigo  Calificativo Cultivo puro  Codigo  Calificativo
1 2A +++ 39 46B +++
2 4A +++ 40 52B +++
3 9A +++ 41 56B +++
4 11A +++ 42 57B +++
5 28A +++ 43 58B +++
6 29A +++ 44 59B +++
7 32A +++ 45 60B +++
8 39A +++ 46 63B +++
9 44A +++ 47 66B +++
10 56A +++ 48 67B +++
11 57A +++ 49 68B +++
12 63A +++ 50 73B +++
13 64A +++ 51 74B +++
14 73A +++ 52 77B +++
15 T4A +++ 53 78B +++
16 75A +++ 54 79B +++
17 81A +++ 55 80B +++
18 86A +++ 56 81B +++
19 7B +++ 57 85B +++
20 10B +++ 58 86B +++
21 11B +++ 59 87B +++
22 12B +++ 60 89B +++
23 14B +++ 61 90B +++
24 15B +++ 62 1C +++
25 19B +++ 63 2C +++
26 20B +++ 64 3C +++
27 22B +++ 65 9C +++
28 23B +++ 66 10C +++
29 24B +++ 67 14C +++
30 26B +++ 68 20C +++
31 27B +++ 69 21C +++
32 28B +++ 70 22C +++
33 30B +++ 71 23C +++
34 31B +++ 72 28C +++
35 36B +++ 73 29C +++
36 40B +++ 74 35C +++
37 41B +++ 75 37C +++
38 43B +++ 76 39C +++
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Cultivo puro  Codigo  Calificativo Cultivo puro  Cdédigo  Calificativo
77 42C +++ 115 140C +++
78 45C +++ 116 1D +++
79 46C +++ 117 2D +++
80 50C +++ 118 8D +++
81 53C +++ 119 12D +++
82 55C +++ 120 19D +++
83 57C +++ 121 22D +++
84 58C +++ 122 23D +++
85 62C +++ 123 24D +++
86 67C +++ 124 25D +++
87 68C +++ 125 28D +++
88 69C +++ 126 29D +++
89 70C +++ 127 33D +++
90 71C +++ 128 35D +++
91 76C +++ 129 36D +++
92 77C +++ 130 37D +++
93 83C +++ 131 38D +++
94 84C +++ 132 40D +++
95 85C +++ 133 42D +++
96 94C +++ 134 43D +++
97 95C +++ 135 44D +++
98 103C +++ 136 45D +++
99 104C +++ 137 46D +++
100 105C +++ 138 47D +++
101 106C +++ 139 48D +++
102 114C +++ 140 49D +++
103 115C +++ 141 50D +++
104 116C +++ 142 51D +++
105 117C +++ 143 52D +++
106 118C +++ 144 53D +++
107 119C +++ 145 54D +++
108 120C +++ 146 55D +++
109 121C +++ 147 56D +++
110 132C +++ 148 57D +++
111 133C +++ 149 58D +++
112 134C +++ 150 59D +++
113 138C +++ 151 60D +++
114 139C +++ 152 61D +++
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153 63D +++ 191 124D +++
154 64D +++ 192 125D +++
155 65D +++ 193 126D +++
156 66D +++ 194 128D +++
157 67D +++ 195 129D +++
158 68D +++ 196 130D +++
159 69D +++ 197 131D +++
160 70D +++ 198 132D +++
161 74D +++ 199 133D +++
162 77D +++ 200 134D +++
163 79D +++ 201 135D +++
164 81D +++ 202 141D +++
165 82D +++ 203 142D +++
166 83D +++ 204 143D +++
167 84D +++ 205 144D +++
168 85D +++ 206 145D +++
169 86D +++ 207 146D +++
170 87D +++ 208 147D +++
171 88D +++ 209 148D +++
172 89D +++ 210 149D +++
173 90D +++ 211 1A ++
174 94D +++ 212 25A ++
175 95D +++ 213 27A ++
176 96D +++ 214 34A ++
177 100D +++ 215 45A ++
178 101D +++ 216 46A ++
179 104D +++ 217 55A ++
180 105D +++ 218 80A ++
181 106D +++ 219 91A ++
182 107D +++ 220 2B ++
183 113D +++ 221 5B ++
184 114D +++ 222 8B ++
185 115D +++ 223 16B ++
186 116D +++ 224 17B ++
187 118D +++ 225 25B ++
188 120D +++ 226 29B ++
189 121D +++ 227 32B ++

190 122D +++ 228 38B ++

80



Continuacion...

Cultivo puro  Codigo  Calificativo Cultivo puro  Cdédigo  Calificativo
229 42B ++ 267 93D ++
230 47B ++ 268 102D ++
231 48B ++ 269 111D ++
232 49B ++ 270 112D ++
233 69B ++ 271 127D ++
234 70B ++ 272 140D ++
235 71B ++ 273 150D ++
236 72B ++ 274 3A +
237 82B ++ 275 5A +
238 88B ++ 276 6A +
239 4C ++ 277 7A +
240 5C ++ 278 8A +
241 13C ++ 279 10A +
242 15C ++ 280 12A +
243 33C ++ 281 13A +
244 36C ++ 282 14A +
245 48C ++ 283 15A +
246 56C ++ 284 16A +
247 64C ++ 285 17A +
248 65C ++ 286 18A +
249 66C ++ 287 19A +
250 79C ++ 288 20A +
251 80C ++ 289 21A +
252 100C ++ 290 22A +
253 110C ++ 291 23A +
254 122C ++ 292 24A +
255 123C ++ 293 26A +
256 137C ++ 294 30A +
257 4D ++ 295 31A +
258 11D ++ 296 33A +
259 16D ++ 297 35A +
260 27D ++ 298 36A +
261 31D ++ 299 37A +
262 32D ++ 300 38A +
263 62D ++ 301 40A +
264 71D ++ 302 41A +
265 72D ++ 303 42A +
266 73D ++ 304 43A +

81



Continuacion...

Cultivo puro  Codigo  Calificativo Cultivo puro  Cdédigo  Calificativo

305 47A + 343 4B +
306 48A + 344 6B +
307 49A + 345 9B +
308 S50A + 346 13B +
309 51A + 347 18B +
310 52A + 348 21B +
311 53A + 349 33B +
312 S54A + 350 34B +
313 58A + 351 35B +
314 59A + 352 37B +
315 60A + 353 39B +
316 61A + 354 44B +
317 62A + 355 45B +
318 65A + 356 50B +
319 66A + 357 51B +
320 67A + 358 53B +
321 68A + 359 54B +
322 69A + 360 55B +
323 70A + 361 61B +
324 71A + 362 62B +
325 72A + 363 64B +
326 76A + 364 65B +
327 T7A + 365 75B +
328 78A + 366 76B +
329 79A + 367 83B +
330 82A + 368 84B +
331 83A + 369 6C +
332 84A + 370 7C +
333 85A + 371 8C +
334 87A + 372 11C +
335 88A + 373 12C +
336 89A + 374 16C +
337 90A + 375 17C +
338 92A + 376 18C +
339 93A + 377 19C +
340 94A + 378 24C +
341 1B + 379 25C +
342 3B + 380 26C +

82



Continuacion...

Cultivo puro  Cdédigo  Calificativo Cultivo puro  Codigo  Calificativo

381 27C + 419 101C +
382 30C + 420 102C +
383 31C + 421 107C +
384 32C + 422 108C +
385 34C + 423 109C +
386 38C + 424 111C +
387 40C + 425 112C +
388 41C + 426 113C +
389 43C + 427 124C +
390 44C + 428 125C +
391 47C + 429 126C +
392 49C + 430 127C +
393 51C + 431 128C +
394 52C + 432 129C +
395 54C + 433 130C +
396 59C + 434 131C +
397 60C + 435 135C +
398 61C + 436 136C +
399 63C + 437 3D +
400 72C + 438 5D +
401 73C + 439 6D +
402 74C + 440 7D +
403 75C + 441 9D +
404 78C + 442 10D +
405 81C + 443 13D +
406 82C + 444 14D +
407 86C + 445 15D +
408 87C + 446 17D +
409 88C + 447 20D +
410 89C + 448 21D +
411 90C + 449 26D +
412 91C + 450 30D +
413 92C + 451 34D +
414 93C + 452 39D +
415 96C + 453 41D +
416 97C + 454 75D +
417 98C + 455 76D +
418 99C + 456 78D +

83



Continuacion...

Cultivo puro  Codigo  Calificativo Cultivo puro  Codigo  Calificativo
457 80D + 467 117D +
458 91D + 468 119D +
459 92D + 469 123D +
460 97D + 470 136D +
461 98D + 471 137D +
462 99D + 472 138D +
463 103D + 473 139D +
464 108D + 474 151D +
465 109D + 475 152D +
466 110D +

84



