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RESUMEN
El objetivo del presente estudio fue investigar la resistencia al arsénico en cultivos puros de Pseudomonas
aeruginosa, aislada de aguas subterraneas de Presidencia Roque Saenz Pefia, provincia de Chaco y evaluar la
posibilidad de su uso para la remocion de este contaminante presente en las aguas subterraneas. Las cepas
fueron inmovilizadas en piedra natural y se cultivaron en caldo de sales y 1 mgAs/L. Se observd la resistencia al
arsénico y la formacion de biofilm, logrando la interaccion entre las células, roca y arsénico. La remocion de
arsénico se evalud durante 3 meses y el porcentaje de eliminaciéon de arsénico al final del experimento fue 60%.

ABSTRACT
The aim of this study was to investigate the arsenic resistance in pure cultivations of Pseudomonas aeruginosa
isolated from Presidencia Roque Saenz Pefia groundwater (Chaco province), and evaluate the possibility of its
use to remove arsenic from groundwater. Strains were immobilized in natural stone and cultivated in salts broth
and 1 mgAs/L. The arsenic resistance and biofilm formation were observed, obtaining interaction between cells,
rock and arsenic. Arsenic removal was evaluated during 3 months and its final percentage of the experiment
was 60%.
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INTRODUCCION

La contaminaciéon con arsénico de las aguas subterraneas es un problema mundial que afecta también a la
Republica Argentina, en ese sentido, en la Provincia del Chaco, al norte de Argentina, el arsénico es un
contaminante natural de los acuiferos (Blanes et a/., 2011).

En general, la remocidn de arsénico en el agua contaminada se realiza por diferentes procedimientos tales como
coagulacion-precipitacion quimica (Borho & Wilderer, 1996; Hansen et a/, 2006), oxidacion-reduccion (Zaw &
Emett, 2002), sorcion e intercambio idnico (Baciocchi et al., 2005), técnicas de membrana (Kim et al., 2006),
entre otros. Sin embargo, estos métodos tienen ciertas desventajas tales como el alto costo operativo y la
generacién de residuos secundarios. El reciente reconocimiento de la necesidad de desarrollar tecnologias
respetuosas con el medio ambiente de bajo costo para el tratamiento del agua ha estimulado el interés en los
estudios de biorremediacion de metales (Banerjee et al., 2011).

En estudios previos realizados por Pellizzari et al. (2011), se demostrd la capacidad de ciertos microorganismos
para reducir y eliminar el arsénico del agua. Banerjee ef al/ (2011), observd un buen crecimiento de
Pseudomonas aeruginosa en presencia de As(V). Otras experiencias, realizadas con diferentes metales,
permitieron comprobar que esta bacteria posee muy buena dinamica para la formacion de biofilm sobre rocas
empleadas como lecho de inmovilizacion (Klausen et a/., 2003; van Hullebusch et al., 2003).

El objetivo del presente estudio fue investigar la resistencia al arsénico en cultivos puros de P. aeruginosa,
aislada de los acuiferos de la zona de estudio y evaluar la posibilidad de su uso para la remocion de este
contaminante presente en las aguas subterraneas.

MATERIALES Y METODOS

La cepa bacteriana utilizada fue Pseudomonas aeruginosa, aislada de agua subterrdnea de Presidencia Roque
Saenz Pefa, ubicada en el departamento Comandante Fernandez, Provincia del Chaco, Argentina, con un
contenido de 0.25 mg As/L (Pellizzari & Giménez, 2014).

Se uso arseniato de sodio (Na,HAsO,.7H,0) (Merck), para la preparaciéon de la solucion stock de 100 mg/L y
diluida a diferentes concentraciones usando agua purificada (resistividad > 18 MQ cm) en un sistema Milli-Q
(Millipore, Bedford, MA, USA). Las soluciones se esterilizaron en autoclave a 120°C por 15 minutos. Esta
solucion stock se utilizd para afadir al caldo de cultivo del reactor preparar soluciones para evaluar los niveles
de resistencia de P. aeruginosa al arsénico y determinar la concentracion minima inhibitoria (CMI). Las
concentraciones para los estudios de CMI fueron de 1, 5, 10, 20, 40, 60 y 80 mgAs/L. La CMI se definié como la
concentracion mas baja de arseniato que suprimid el crecimiento visible de la bacteria (Couvalin et a/., 1985). En
ambos casos, el crecimiento bacteriano fue controlado por la medicién de la densidad optica (DO) a 500nm
utilizando un espectrofotémetro (Agilent technologies. Cary 60.UV-Vis).

Para los estudios de resistencia y remocion, se prepararon los medios minimos de sales minerales (MM) para ser
utilizados como caldo de cultivo, conteniendo (en g/L) 0.5 KH,PO, , 1.0 NH,4Cl, 2.0 Na,SO4, 2.0 KNOs, 0.001
CaCl,.6H,0, 1.0 MgS0,.7H,0, 0.0004 FeSO, (Chitiva Urbina & Dussan, 2003). La solucién (MM1) fue preparada
con agua purificada sin el agregado de arsénico y la solucidon (MM2) con solucion stock de As(V) a las
concentraciones de estudio.

Las células de P. aeruginosa se inocularon en 50 ml de caldo (MM1), que fue incubado a 37°C + 2 durante 24 h,
este caldo de cultivo posteriormente se diluyé a 1000 ml con caldo (MM1) y se incubd nuevamente durante 24
h, para favorecer el desarrollo de las bacterias. Con este cultivo se llend el reactor que consistid en un recipiente
de vidrio, con carga superior y descarga inferior, rellenado con rocas de origen natural, como lecho de
inmovilizacién. Se dejé en reposo durante 24 h, con el objeto de obtener un film de células adherido a la

http://www.exeedu.com/publishing.cl/av_cienc_ing/ 2



Avances en Ciencias e Ingenieria - ISSN: 0718-8706
Av. cien. ing.: 6(1), 1-5 (Enero/Marzo, 2015) Pellizzari et al.

superficie de la roca. Por Ultimo y luego de desagotar al reactor se lo llend con el caldo (MM2) que contenia 1
mg/L de As(V).

El seguimiento de la remocidon de arsénico total se evalué midiendo la disminuciéon de la concentracion de
arsénico en el reactor de cultivo, en forma periddica, durante 3 meses. Durante éste periodo de reaccion se
tomaron muestras para el analisis de arsénico y densidad dptica del crecimiento de las células.

Las determinaciones analiticas de arsénico (As) en las muestras se realizaron por HGAAS (espectroscopia de
absorcién atéomica por generacion de hidruros) con el uso de una lampara de catodo hueco en 193,7 nm de
longitud de onda. El limite de cuantificacion del instrumento fue 5 pg/L de As y se logré una precision
intermedia inferior a = 10%. Estos analisis se realizaron en el Laboratorio de Quimica Analitica de la Universidad
Nacional del Chaco Austral, Argentina.

La resistencia de la bacteria al arsénico se determiné sembrando la cepa en 10 ml de los caldos preparados con
medio MM vy solucion stock de arsénico a 1, 5, 10, 20, 40, 60 y 80 mg/L de As respectivamente.

RESULTADOS Y DISCUSION

La cepa mostré crecimiento favorable, con aumento de la concentracién de la biomasa en el reactor que
contenia 1mg/L de As(V). Debido a la naturaleza estatica del experimento y teniendo en cuenta el metabolismo
aerdbico de A. aeruginosa, el biofilm se acumuld intensamente en la superficie de las rocas. La remocion de
arsénico por las células de AP. aeruginosa fue confirmada por los datos de los analisis efectuados por
espectroscopia de absorcion atdmica por generacion de hidruros (HGAAS). El porcentaje de eliminacion de
arsénico en el reactor, al final del experimento fue 60%, disminuyendo la concentracion de As de 1.0 a 0.4 mg/L
(Figura 1). Esto indica el importante potencial de A. aeruginosa para la remediacion de arsénico en agua.
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Fig. 1: Remocion de arsénico por P. aeruginosa en el reactor en cultivo estatico

El crecimiento de las cepas en el reactor se determind por medicion de la densidad dptica (DO) a 500nm a
intervalos regulares de tiempo, durante 90 dias. Los resultados de este crecimiento se muestran en la Figura 2.
El crecimiento de la biomasa coincide con la absorcion del As por las células bacterianas, en consecuencia, se
produce una disminucidn de la concentracion de arsénico en el reactor.

La concentracion minima inhibitoria (CMI) de arsénico en la cepa de P. aeruginosa se determind midiendo la DO
a 500nm, durante una semana de incubacion a 37°C + 2. Se observd la interrupcion del crecimiento bacteriano
cuando la concentracion inicial de As(V) fue mayor a 60mg/L.
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Fig. 2: Densidad optica del crecimiento de P. aeruginosa en el reactor en cultivo estatico

Los resultados demostraron que la remocion de arsénico total observada con A. aeruginosa es significativamente
alta y puede acumular importantes cantidades de arsénico, a pesar de ser ésta una bacteria nativa y
genéticamente sin manipulacion, lo que sugiere la existencia de un cierto mecanismo de resistencia al arsénico.
Resultados semejantes fueron conseguidos con otras bacterias nativas de origen acuatico marino y no marino
por Takeuchi et al. (2007). El arsénico puede ser removido utilizando rocas como lecho de inmovilizacion,
logrando crear una columna de filtracién que interactta con la cepa.

Pseudomonas aeruginosa puede remover arsénico total y tolerarlo en altas concentraciones. En los ensayos
previos de crecimiento se trabajé con pH ajustado a 5, 6, 7 y 8, y con temperaturas de 4, 10, 20, 30, 37 y 41°C,
estos valores fueron seleccionados teniendo en cuenta las tablas de diferenciacion del manual Bergey's (Holt et
al,1994) el género Pseudomonas. La cepa estudiada tuvo crecimiento positivo en el rango de 5 a 8 de pH y de 10
a 41°C de temperatura. Esto nos permitié deducir que no se requieren controles estrictos de pH y temperatura.

CONCLUSIONES

Los resultados del estudio experimental demostraron que el arsénico puede ser removido utilizando rocas como
lecho de inmovilizacion, observandose que la interaccién entre la bacteria y las rocas fue muy buena,
consiguiéndose una Optima adhesidén entre ambos sistemas. Ademas, los reactores utilizados son faciles de
armar, de bajo costo y facil mantenimiento.

En conclusion se informa que P. aeruginosa es una bacteria nativa, aislada de los acuiferos de la zona, sin
manipulacién genética, que puede acumular arsénico y conducir a nuevas tecnologias para el tratamiento de
arsénico en aguas subterraneas.
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