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RESUMEN

Los metales pesados son contaminantes importantes cuya presencia concomitante en diferentes
ecosistemas ha generado preocupacion mundial. A nivel celular, los metales pesados forman
intermediarios inestables con el material genético y perturban diferentes procesos metabdlicos
y el plegamiento adecuado de las proteinas. Este estudio se encargd de explorar, aislar,
examinar fenotipicamente y caracterizar cepas bacterianas tolerantes a metales pesados en
entornos naturales como el rio Moche (8,1605 S, 79,034 O), cerca de la ciudad de Trujillo en
la region La Libertad, Pert. Se identificaron veinticuatro cepas de bacterias. Las cepas
identificadas fueron evaluadas ante metales pesados mediante pruebas de concentracion
minima inhibitoria, para determinar su tolerancia a Pb*?% Ni*?, Cr'® y Cd™. Las bacterias
toleraron los cuatro metales a diferentes niveles. La identificacién fenotipica mostré un
predominio de bacterias con forma bacilo (100%), Gram positivas (83%), aerobias (79%),
moviles (71%) y esporuladas (79%). Debido a su nivel de tolerancia, estas cepas podrian
utilizarse para biorremediar y recuperar sitios contaminados con los metales pesados
evaluados.

Palabras clave: bacterias, bioacumulacion, concentracion minima inhibitoria, plomo.
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ABSTRACT

Heavy metals are important pollutants whose concomitant presence in different ecosystems has
generated global concern. At the cellular level, heavy metals form unstable intermediates with
genetic material and disrupt different metabolic processes and proper protein folding. This
study aimed to explore, isolate, phenotypically examine and characterize heavy metal-tolerant
bacterial strains in natural environments such as the Moche River (8.1605 S, 79.034 W), near
the city of Trujillo in the La Libertad region, Peru. Twenty-four bacterial strains were
identified. The identified strains were evaluated against heavy metals by minimum inhibitory
concentration tests, to determine their tolerance to Pb+2, Nit+2, Cr+6 and Cd+2. The bacteria
tolerated the four metals at different levels. Phenotypic identification showed a predominance
of rod-shaped bacteria (100%), Gram-positive (83%), aerobic (79%), mobile (71%) and spore-
forming (79%). Due to their tolerance level, these strains could be used to bioremediate and

remediate sites contaminated with the heavy metals evaluated.

Keywords: bacteria, bioaccumulation, minimum inhibitory concentration, lead,

minimum inhibitory concentration.



I. INTRODUCCION

1.1. Planteamiento del problema

La problematica de la contaminacioén por elementos potencialmente toxicos como los
metales pesados (MP) es un tema de gran relevancia en la actualidad, con impactos
significativos en la salud publica y el medio ambiente. La literatura disponible sugiere que las
tecnologias convencionales para su tratamiento existentes son costosas y generan desechos
peligrosos que requieren eliminacion. La remediacion de suelos y aguas contaminados con MP
mediante el uso de microorganismos es una alternativa prometedora y eficiente. Estos
elementos potencialmente toxicos como el mercurio (Hg), arsénico (As) y plomo (Pb) son
contaminantes que afectan la salud humana y el medio ambiente cuando se encuentran en
niveles elevados en suelos y aguas (Nanda et al., 2019; Pal et al., 2022; Zhu et al., 2023). La
biorremediacion utiliza el potencial metabolico de bacterias y de hongos para eliminar,
degradar o estabilizar estos contaminantes a través de procesos como sorcion, precipitacion,
lixiviacion y volatilizacion (Zhang et al., 2019; Desoky et al., 2020). Se han aislado
microorganismos capaces de resistir altas concentraciones de MP e incorporarlos a sus
procesos metabodlicos, como la enzima arsenito oxidasa (AOX) que oxida el As (Demircan et
al., 2020). La biorremediacion mediada por microorganismos y plantas ofrece una alternativa
eficiente, econdmica y ambientalmente amigable para la recuperacion de suelos contaminados

con MP (Delangiz et al., 2020).

Numerosos estudios han demostrado que algunas bacterias pueden soportar dosis
mayores de MP. Se ha demostrado que Stenotrophomonas maltophilia puede resistir hasta 150
uM de cadmio (Cd) debido a la unidon de cadmio al exopolisacarido que esta produce y el
mecanismo de reactividad cruzada entre la producciéon de exopolisacaridos y siderdforos
tolerantes a los metales, que se han relacionado con la quelacion de metales (Ramakrishnan et

al., 2023). Por otro lado, Bacillus LBA119 es altamente resistente al Hg, con una concentracion
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minima inhibidora (CMI) de 32 mg/L de Hg, mostrando un alto potencial de biorremediacion
para suelos contaminados con este elemento (Yao et al., 2023). Los hongos también exhiben
una alta capacidad de adsorcion y acumulacion de MP y pueden utilizarse potencialmente
(Kumar & Dwivedi, 2021). Los biomecanismos mas importantes implicados en la tolerancia y
eliminacion de MP varian de una especie a otra (Roy et al., 2024). Una estrategia para obtener
microorganismos tolerantes a los MP es la exploracion de habitats microbianos que tienen un
nivel elevado de MP, originados tanto de fuentes naturales como antropogénicas (Mohamed &
Abo-Amer, 2012). El rio Moche, ubicado en la region La Libertad, Pert ha sido contaminado
con relaves por anos, de las mineras adyacentes a la cabeza de cuenca de este rio (Huaranga et
al., 2012). Por esta razon, este trabajo est4 orientado al aislamiento y evaluacion del nivel de
tolerancia a MP de bacterias aisladas de la Bocana del rio Moche, Trujillo — Pert, con el
objetivo de ofrecer en un futuro, una fuente de microorganismos tolerantes a MP con fines de

remediacion de agua y suelos.

1.2. Descripcion del problema

Un problema actual critico es la contaminacion de los ecosistemas acuaticos por una
serie de agentes quimicos y bioldgicos. Entre los que estan los MP (Comision Nacional del
Agua [CONAGUA], 2014; Rajaganapathy et al., 2011).

Los principales mecanismos de accion de los MP son: su capacidad de desplazar iones
metalicos esenciales, bloquear grupos funcionales, modificar la conformacién de enzimas,
polinucleétidos, vitaminas y coenzimas (Soto-Benavente et al., 2020)

Entre las sustancias que oxidan o reducen los microbios en su metabolismo, estan los
metales pesados y sus sales; pueden convertirlos en productos atdxicos o sin efecto deletéreo
para el ambiente. Otros microbios bioacumulan los MP o sus sales en su superficie (capsulas)
o en el periplasma o las absorben al interior de su citoplasma, aun manteniendo su viabilidad

(Soto-Benavente et al., 2020).
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Surge la posibilidad de usarlos para absorber, adsorber, acumular y transformar los MP
y sus sales (Lima e Silva et al., 2012).

Se ha reportado la utilidad biotecnoldgica de bacterias del género Bacillus para la
biorremediacion (Ahemad, 2019; Guo et al., 2010; Gupta & Diwan, 2017). También resultan
utiles bacterias de los géneros Serratia, Enterobacter 'y Staphylococcus (Li et al., 2022; Liang
& Gadd, 2017; Zahoor & Rehman, 2009)

La cuenca del Rio Moche, localizada en el departamento de La Libertad, cuyas aguas
son utilizadas para diversas actividades entre las cuales resalta la agricultura, ganaderia y uso
doméstico. Han surgido problemas en la salud de la poblaciéon que depende directa o
indirectamente de este rio; por ejemplo, se registra un incremento notorio de la incidencia de
las enfermedades diarreicas agudas (EDAs) por la ingesta de alimentos contaminados
principalmente por metales pesados; en cuanto al ecosistema, algunas especies acudticas
propias del lugar han ido desapareciendo, sin dejar de lado que la principal actividad
econodmica, la agricultura, se ve afecta. La principal fuente contaminante es la actividad minera,
los vertimientos de la poblacion y la actividad industrial (Delgado et al., 2022).

En la Bocana del rio Moche dada su estructura y naturaleza existe una alta posibilidad
de encontrar una microflora resistente a los MP, que podria jugar un importante rol como
promotores de crecimiento vegetal, protegiendo la flora y fauna autoctona de los efectos
toxicos de los metales pesados que lleguen; pero ademas podrian participar significativamente
en su bioacumulacién y la reduccion de su concentracion en este valioso reducto ambiental de
alto valor ecologico.

En la region La Libertad, la cuenca del Rio Moche que se ubica en la Costa Norte del
Pert y pertenece a la vertiente del Pacifico, abarca las provincias de Trujillo, Otuzco, Santiago
de Chuco y Julcdn; con una extension de 2 708 km? y descarga un volumen medio anual

154.587 millones de metros cubicos de agua, siendo los meses de febrero a abril periodo de
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avenida; los meses de junio a diciembre corresponden al periodo de sequia y los meses restantes
corresponden al periodo de transicion (Gonzalez, 2012); se encuentra contaminada por
diferentes MP. Geograficamente la cuenca se halla comprendida entre los 7°46" y 8° 15°de
Latitud Sur y los 78° 16" y 79° 08", de Longitud Oeste. Debido a la intensa actividad minera
que ocurre en el rio Moche, por més de 50 afios y, especialmente en los ultimos 20 afios se ha
incrementado como resultado de los relaves mineros que son vertidos a los rios y lagunas
(Cerna et al., 2019) esta contaminado con principalmente con Hg, Cd, Pb, Cuy As (Rodriguez,
2023). Se han localizado en esta Cuenca 63 puntos de fuentes contaminantes.

La minera Quiruvilca, es la principal empresa dedicada a actividades mineras; sin
embargo, a finales del 2017 cerrd todas sus operaciones, por lo que ha habido un aumento de
la mineria informal; ante estas circunstancias, Shorey atraviesa problemas de contaminacion,
debido a la presencia de aguas 4cidas y caida de relaves mineros segtin “el Diagnostico hidrico
rapido de la cuenca del rio Moche como fuente de agua y servicios ecosistémicos hidricos para
la EPS SEDALIB S.A.” (Cerna et al., 2019). Ante esta situacion, se ha planteado la urgencia
de contrarrestar las altas concentraciones de MP en el agua del Rio Moche, a través de la
incorporacion de métodos ecologicos, como lo es la biorremediacion microbiana.

Esta contaminacion es un problema que sigue afectando la biota de esta importante
cuenca del norte peruano. Por eso surge la necesidad de implementar estrategias que permitan
la conservacion y supervivencia de la extraordinaria diversidad bioldgica que existe en este
recinto ecologico de este reducto ecologico y habitat de algunas especies importantes de la red
trofica de la bocana del Rio Moche (Pulido Capurro & Bermudez Diaz, 2018).

Por tal razon, surge también la posibilidad de aprovechar estas caracteristicas bioldgicas
que muestra la Bocana del rio Moche para disefiar e implementar bioprocesos de
biorremediacion contando con los cultivos microbianos de una rica plasticidad metabodlica que

deben morar en este lugar; por lo cual urgen y son necesarias mayores investigaciones.
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1.3. Formulacion del problema
1.3.1. Problema general
(Cuadl sera el nivel de tolerancia a MP de bacterias aisladas de la Bocana del rio Moche,

Trujillo - Pera?

1.3.2. Problemas especificos
e ,Cual sera el nivel de tolerancia al Pb de bacterias aisladas de la Bocana del rio
Moche, Trujillo - Pera?
e ;Cuadl sera el nivel de tolerancia al Ni de bacterias aisladas de la Bocana del rio
Moche, Trujillo - Peru?
e ;Cudl sera el nivel de tolerancia al Cr de bacterias aisladas de la Bocana del rio
Moche, Trujillo - Pera?
e ;Cuadl sera el nivel de tolerancia al Cd de bacterias aisladas de la Bocana del rio
Moche, Trujillo - Perua?
1.4. Antecedentes
1.4.1. Antecedentes internacionales
Se ha realizado una revision bibliografica centrada en resumir los mecanismos de
adaptacion bacteriana de diversos MP, y algunas aplicaciones de las bacterias tolerantes a
metales en biorremediacion. Encontraron que, las células bacterianas pueden absorber mas
cantidad mediante procesos tanto dependientes como independientes de ATP, y la prodigiosa
pared celular bacteriana que juega un papel muy importante en la acumulacion de MP. Entre
las bacterias, las grampositivas acumulan concentraciones mucho mas altas de metales pesados
en sus paredes celulares que las bacterias grampositivas. También informaron del papel de las

metalotioneinas bacterianas (MT) en los MP (Nanda et al., 2019).
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Una revision bibliografica destaco los diferentes mecanismos de resistencia a los
metales y promocion del crecimiento vegetal de PGPB resistentes a los metales, asi como el
reciente desarrollo en la explotaciéon de estas bacterias en la biorremediaciéon de MP en
diferentes agroecosistemas. Bajo estrés por metales, los microorganismos del suelo, incluidas
las bacterias promotoras del crecimiento vegetal (BPCV), han desarrollado muchas estrategias
para evadir la toxicidad generada por los diversos MP. Estas BPCV resistentes a los metales,
cuando se utilizan como bioinoculantes o biofertilizantes, mejoran significativamente el

crecimiento de las plantas en suelos estresados o contaminados con MP (Ahemad, 2019).

El comprender mejor las respuestas de las bacterias de los sedimentos del lecho de los
rios a los MP lo que es clave para considerar el uso de esta comunidad bacteriana como
indicador de la contaminacion del agua del rio por MP. Para ello, es necesaria una evaluacion
integrada basada en la densidad bacteriana, la actividad y la estructura de la comunidad a través
de experimentos de incubacidon en condiciones bien controladas para obtener hallazgos mas
relevantes que son dificiles de lograr mediante estudios de campo realizaron experimentos
secuenciales de incubacion por lotes utilizando suspensiones de sedimentos de tres rios con
captaciones de diferentes coberturas y usos del suelo. Se investigaron los efectos de cuatro
metales (Pb, Cr, Cd y Cu) agregéndolos por separado en tres niveles de concentracion
diferentes. Se agreg6 glucosa una vez al dia como fuente de carbono durante toda la incubacion
que durd 30 dias. Los resultados de la PCR-DGGE vy el analisis de secuencia del ADNr 16S
extraido sugirieron ademds que habia especies bacterianas que tenian una fuerte tolerancia al
metal y podian crecer ficilmente para convertirse en nuevas especies dominantes. Se infirid
que la existencia de tales especies bacterianas era la razéon que conducia a los aumentos

observados en la densidad bacteriana durante la incubacion con el MP (Du et al., 2018).
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Se ha identificado y caracterizado bacterias resistentes a MP (BR-MP) aisladas de
suelos afectados por la industria y su impacto deseado como biorremediadores de plantas de
espinaca estresadas por metales pesados. Se seleccionaron tres de 135 aislamientos basdndose
en un alto nivel de resistencia a los MP: Bacillus subtilis subsp. spizizenii DSM 15029 T DSM
(MA3), Paenibacillus jamilae DSM 13815 T DSM (LA22) y Pseudomonas aeruginosa DSM
1117 DSM (SN36). Se implementaron experimentos con los tres BR-MP aislados para mejorar
los atributos de crecimiento, fisiobioquimica y componentes del sistema de defensa
antioxidante de la planta de espinaca expuesta al estrés de Cd** (2 mM), Pb*" (2 mM) y un
control negativo (Sin estrés por metal pesado). La aplicaciéon de BR-MP promovi¢ la tolerancia

al estrés por MP en plantas de espinaca (Desoky et al., 2020).

Se ha investigado sobre la bioacumulacion de altas concentraciones de Cd a lo largo
del tiempo en un entorno oligotrdfico. Estudiaron Burkholderia cepacia GYP1, que se aislo de
multiples tierras agricolas contaminadas con MP, por su mecanismo de bioacumulacién de Cd
en condiciones oligotroficas. GYP1 poseia una alta capacidad de acumulacion de Cd
alcanzando 116 mg Cd/g de biomasa (peso seco). La espectroscopia ATR-FTIR, microscopia
electronica, citometria de flujo junto con la fraccion subcelular demostraron que la absorcion
y distribucion de Cd vari6 con la mayor cantidad de Cd de las células GYP1 durante el tiempo
de tratamiento de siete dias. Un andlisis adicional del mecanismo de bioacumulacion de Cd por
GYPI basado en la protedémica basada en iTRAQ mostrd que el Cd (II) podria desencadenar
la regulacion positiva de la ATPasa exportadora de Cd**/Zn**, los sistemas de secrecion de
proteinas tipo VI y la glutatién-S-transferasa que son relacionado con la respuesta del Cd, que
puede contribuir a mantener la homeostasis intracelular del Cd. En resumen, la inmovilizacion
de Cd (IT) por B. cepacia GYP1 contiene tres pasos: (1) inmovilizacion rapida de Cd (II) en la
superficie celular coordinada con grupos funcionales, (2) transporte de Cd (II) a las células y

la acumulacion en el citoplasma y (3) la salida de Cd (II) intracelular dependian de la energia
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y del Cd (II) extracelular atrapado o adsorbido por el EPS. Este estudio proporciono la
comprension del proceso de acumulacion de cadmio de B. cepacia GYP1 en condiciones
oligotroficas, lo que seria util en la biorremediacién del ambiente natural contaminado con Cd

(Zhang et al., 2019).

Se han detectado cepas tolerantes a MP en suelos contaminados con MP en areas
mineras y determinaron la tolerancia de las cepas a diferentes MP y sus tasas de eliminacion
mediante experimentos. Aislaron la cepa LBA119 resistente al Hg de muestras de suelo
contaminadas con Hg en el condado de Luanchuan, provincia de Henan, China. La cepa fue
identificada mediante tincion de Gram, pruebas fisioldgicas y bioquimicas y secuencias de
ADNr 16S. La cepa LBA119 mostré buena resistencia y tasas de eliminacion de metales
pesados como Pb**, Hg?", Manganeso (Mn*"), Zinc (Zn*") y Cd*" mediante pruebas de
tolerancia en condiciones Optimas de crecimiento. La cepa LBA119 resistente al Hg se aplico
a suelos contaminados con mercurio para determinar la capacidad de la cepa para eliminar el
mercurio del suelo en comparacion con suelos contaminados con Hg sin biomasa bacteriana.
Esta cepa muestra un alto potencial de biorremediacion para suelos contaminados con Hg (Yao

et al., 2023).

La resistencia a los antibioticos y los MP en microorganismos, se ha vuelto un enfoque
sostenible para combatir estos entornos contaminados. Zhu y colaboradores investigaron la
comunidad microbiana de muestras de sedimentos marinos después de 255 dias de cultivo de
enriquecimiento bajo estrés de Cu (II) y lincomicina y ZC255 fue la cepa mas resistente
obtenida. La secuencia del gen 16S rRNA confirmé que pertenecia al género Rossellomorea.
La cepa ZC255 fue resistente a 12 tipos de antibidticos y tenia una tolerancia superior a Cobre
(Cu™?), Pb (1), Niquel (Ni*?), Zn (II), Cromo (Cr™) y Cd (II). Ademas, exhibe una fuerte

capacidad de bioeliminaciéon de Cu y lincomicina. La eficiencia de eliminacion de Cu*? y
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lincomicina puede alcanzar 651 mg/g de biomasa y 32,5 mg/g de biomasa, respectivamente.
La cepa ZC255 fue un aislado prometedor para aplicaciones de biorremediacion de la

contaminacion (Zhu et al., 2023).

1.4.2. Antecedentes nacionales

Se ha investigado los MP mas representativos en el Cuenca Alta del rio Moche desde
1980 al 2010. La mayor contaminacion se registro en el ano 1980: hierro Fe (557,5 ppm), Pb
(100,4 ppm), Cd (4,55 ppm), Cu (6,9 ppm), Zn (262,9 ppm) y As (9 ppm); mientras las mayores
concentraciones en el suelo fue: Fe (83,4 mg/kg); Pb (0,82 mg/kg); Cd (0,012 mg/kg); Cu (1,24

mg/kg); Zn (0,38 mg/kg) y As (0,016 mg/kg) (Huaranga et al., 2012).

En un trabajo, se estudio el grado de tolerancia a MP de bacterias aisladas de suelos con
y sin rizosfera, para conocer su potencial para aplicaciones en biorremediacion. Las muestras
fueron obtenidas de la minera de Santa Rosa de Jangas, Ancash. La tolerancia a MP se calcul6
usando medio salino suplementado con 1 mM de Pb (II), Cu (II), Ni (II) y Zn (II); y 0,1 mM
de plata Ag (I), Cr (VI) y Cd (II). Las cepas bacterianas con mejores indices de tolerancia
fueron Bacillus licheniformis SSR18 (Cd* 2, Ni* 2 y Zn* ?), Bacillus subtilis SSR3 (Pb" ?),
Serratia sp. SSR15 (Cu*?), Serratia sp. SSR13 (Ag* ')y Bacillus cereus SSR01 (Cr*®) (Munoz,

2015).

En la regién San Martin, diez cepas nativas de Trichoderma spp. con tolerancia al Cd,
de la rizosfera de arboles de cacao, se evaluaron en condiciones in vitro, en cultivo papa
dextrosa agar (PDA) contaminado con 25 ppm, 100 ppm y 250 ppm y en cultivo papa dextrosa
(PD) contaminado con 5 ppm de Cd. Los resultados mostraron que 7richoderma spp. capacidad
de remover Cd. Las cepas fueron 7. brevicompactum M43D (83,1%), T. harzianum MIP
(67,0%) y T. spirale M55SM (65,8%). Las cepas con alta tolerancia fueron 7. harzianum M1P

y T. koningiopsis M3B (Cayotopa-Torres et al., 2021).



18

1.5. Justificacion de la investigacion

Las sales de los MP son toxicas; estas se forman y estan presentes en los sistemas
acuaticos; sin embargo, existe una flora microbiana que tolera estas sales y las pueden oxidar
o reducir, transformar o acumularlas, convirtiéndolas en sustancias inocuas o menos dafinas.
Para usar esta flora microbiana en los procesos de purificaciéon de ambientes contaminados con
sales de MP existe la alta posibilidad de encontrar bacterias con alta tolerancia y, por lo tanto,
que puedan sobrevivir en su presencia.

La importancia del presente tema de investigacion radica principalmente en que esas
bacterias resistentes pueden ser usadas para biorremediar suelos y aguas contaminadas con
sales de MP.

La presencia de estas especies microbianas con alta tolerancia a la presencia de MP se
podria confirmar en otras dreas o parques naturales protegidos que abundan en nuestro pais y
asi asegurar su uso en procesos de depuracion .de una gran cantidad de sitios duramente
afectados por su alta contaminacion por la presencia de sales de MP.

Las actividades industriales generan una contaminacion a gran escala con MP como
Cu, Zn, Pb, Cd, Cr, Ni, Hg, Cobalto (Co), Plata (Ag) y Oro (Au) en el ambiente. En el caso
particular de los suelos, suelen afectar la fertilidad y/o el uso posterior de los mismos, mientras
que, en el caso de los acuiferos y aguas superficiales, pueden comprometer seriamente el uso
de este recurso como fuente de agua para el consumo humano. La aplicaciéon de métodos de
remediacion efectivos depende del conocimiento de los factores hidrologicos y geoldgicos del
sitio, la solubilidad y especiacion de los metales pesados, los procesos de atenuacion e
inmovilizaciéon y la medida en que los MP puedan dispersarse tanto horizontal como
verticalmente a medida que migran por el suelo.

El uso intencional de procesos de degradacion biologica para eliminar sustancias

contaminantes que han sido vertidos con conocimiento o accidentalmente en el ambiente ya
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tiene una larga historia de aplicacion relativamente exitosa. Se han desarrollado herramientas,
técnica y estrategias biologicas muy diversas que han permito recuperar y obtener suelos y
cuerpos de agua nuevamente limpios. Se ha podido demostrar que luego de mezclar in vitro
sales de metales pesados a diferentes concentraciones incluyendo concentraciones toxicas con
muestras de sedimentos de cuencas y pantanos que sufren alta contaminacién con metales
pesados es factible demostrar la existencia de diferentes tipos de bacterias con alta tolerancia,
resistencia y actividad metabolica en presencia de estos metales (Amabilis-Sosa et al., 2016;

Kabir et al., 2024; Yan et al., 2024).

1.6. Limitaciones de la investigacion

Entre las limitaciones mas ostensibles para el desarrollo de la investigacion, se debe
mencionar principalmente el relativamente impredecible tiempo que se necesitaria para realizar
el aislamiento, reconocimiento y ensayo de la tolerancia a las sales de MP que muestren las
bacterias que sean estudiadas a partir de las muestras que se obtengan de la Bocana del rio

Moche.

Por otro lado, se cuenta con literatura cientifica muy escasa referida al estudio de
especies microbianas tolerantes a sales de MP y sobre procesos de biorremediacion que se
hayan realizado para el ecosistema motivo de este estudio; lo cual es un indicio de la necesidad

de la realizacion de investigaciones sobre esta problematica.

Es mas notoria la falta de estudios de investigacion referentes al nivel de tolerancia a
los MP de bacterias nativas de la cuenca del rio Moche. Si se encontrado un importante nimero
de estudios con respecto a la fauna del lugar més no con respecto a la conservacion del suelo o
procesos de biorremediacion; por lo cual se justifica la realizacion de investigaciones sobre la
factibilidad del desarrollo de bioprocesos de biorremediacion aplicables a los sitios

contaminados de la cuenca del rio Moche.
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Las limitaciones con respecto al lugar de la toma de muestra adecuada para la ubicacion
de las bacterias que tengan el nivel alto de tolerantes a los metales pesados de la cuenca del rio
Moche, ya que no se puede tener seguridad de aislar bacterias de alta tolerancia y podria ser
baja la posibilidad de incrementar su tolerancia durante el tiempo que se ha previsto realizar

este estudio.

1.7. Objetivos
1.7.1. Objetivo general
Determinar el nivel de tolerancia a MP de bacterias aisladas de la Bocana del rio Moche,
Trujillo — Perti.
1.7.2. Objetivos especificos
- Determinar el nivel de tolerancia al Pb de bacterias aisladas de la Bocana del rio
Moche, Trujillo — Peru.
- Determinar el nivel de tolerancia al Ni de bacterias aisladas de la Bocana del rio
Moche, Trujillo — Peru.
- Determinar el nivel de tolerancia al Cr de bacterias aisladas de la Bocana del rio
Moche, Trujillo — Peru.
- Determinar el nivel de tolerancia al Cd de bacterias aisladas de la Bocana del rio
Moche, Trujillo — Peru.
1.8. Hipotesis
1.8.1. Hipdétesis general
Existe diferencia en el nivel de tolerancia a MP de bacterias aisladas de la Bocana del
rio Moche, Trujillo — Peru.
1.8.2. Hipdtesis especificas
- Existe diferencia en el nivel de tolerancia al Pb de bacterias aisladas de la Bocana

del rio Moche, Trujillo — Per.
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Existe diferencia en el nivel de tolerancia al Ni de bacterias aisladas de la Bocana
del rio Moche, Trujillo — Peru.
Existe diferencia en el nivel de tolerancia al Cr de bacterias aisladas de la Bocana
del rio Moche, Trujillo — Peru.
Existe diferencia en el nivel de tolerancia al Cd de bacterias aisladas de la Bocana

del rio Moche, Trujillo — Peru.
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II. MARCO TEORICO

2.1. Marco conceptual
2.1.1. Metales pesados

Los MP son un conjunto de elementos quimicos que presentan propiedades metélicas,
en el que se incluyen metales de transicion, algunos semimetales, lantanidos y actinidos. El
criterio mas general para su clasificacion se basa en la densidad especifica, de acuerdo con la
cual se incluyen en este grupo elementos con una densidad mayor a 5 g/cm® (Covarrubias &
Pefia Cabriales, 2017). Actualmente, el término “metal pesado” es utilizado para referirse de
una manera amplia a aquellos metales o metaloides con potencial de causar problemas de
toxicidad (Alloway, 2013). Las caracteristicas mas importantes que distinguen los MP de otros
contaminantes toxicos son su no biodegradabilidad y su propension y acumulaciéon en

materiales vivos (Orhan & Biiytikgiingor, 1993).

2.1.2. Microorganismos con capacidades extremas

Los microorganismos constituyen un grupo de seres vivos de enorme y crucial
importancia en la naturaleza. Por mostrar un espectro metabolico muy amplio y variado, llevan
a cabo diversas actividades que aseguran la continuidad de la vida en el planeta, la fluidez de
los ciclos biogeoquimicos, la integracion de los detritos a la red trofica, la remediacion de sitios
contaminados, entre otros. Asimismo, los capacita para colonizar cualquier ambiente por
inhospito que parezca, de tal forma que su presencia asegura que la energia entra al ecosistema
estableciendo un ciclo continuo y constante (Carrefio & Hurtado, 2017).

“La mayoria de las comunidades bacterianas, en el enfoque ecologico, sufren
perturbaciones intermitentes como escasez de alimento, sequia, congelamiento-
descongelamiento, exposicion a altas concentraciones salinas y otras alteraciones causadas por
las variaciones naturales del entorno o por la actividad humana” (De la Cruz-Leyva et al.,

2015).



2.1.3. Las bacterias resistentes

Se ha informado que los MP inhiben el crecimiento de las bacterias, como lo indica una
extension del tiempo de generacion y la disminucion de la tasa de crecimiento (Dua et al.,
2002). También se ha demostrado que disminuyen el peso seco de los hongos y la
concentracion total de proteinas de las células bacterianas (Mohamed & Abo-Amer, 2012; Seo
et al., 2007). Sin embargo, diversos autores han demostrado que las bacterias pueden ser

resistentes a los MP (Tabla 1), poniendo un abanico de posibilidades sobre el futuro del uso de

estas bacterias para la biorremediacion.

Tabla 1

Tolerancia a metales pesados (mM) de algunos microorganismos aciddfilos y neutrofilos

Microorganismos Cu? As® Zn"? Cd" Ni?? Referencia

Acidithiobacillus

800 N.D. 1071 500 1000 Dopson et al. (2003)
ferrooxidans
Acidithiobacillus caldus

24 ND. ND. ND. Np, Mutchetal,2010)
DSM8584*
Cupriavidus Monsieurs et al.

3 4 12 4 13
metallidurans CH34* (2011)
Thiomonas cuprina :
v 79 13 150 009 170 Schippers (2007)
DSM 5495 %%
Thiomonas Arséne-Ploetze et al.
N.D. 6 N.D. N.D. N.D.

arsenicoxydans (2010)
Metallosphaera sedula

16 1,3 150 0,9 N.D. Manesh et al. (2024)
DSM 5348%*%*
Escherichia coli K38* 1° 42 1> 0,05 1®  Franke et al. (2001b)
Sulfolobus solfataricus 1 N.D. 10 10 0,1  Miller et al. (1992)

* Valor de concentracion minima inhibitoria
** Concentracion de metales donde todavia tiene lugar la actividad metabdlica

N. D. No detectado

2.1.4. Tolerancia microbiana a MP
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La exploracion de hébitats microbianos que tienen un nivel elevado de MP tiene una
implicacion importante de tolerancia microbiana a estos metales porque su estado de oxidacion
depende de su solubilidad y toxicidad. Para las especies bacterianas con fuerte resistencia a los
metales pesados y aquellas con resistencia débil pero que pueden recuperarse después de
adaptarse a la toxicidad, pueden mantener su crecimiento como dominantes o convertirse en
nuevas dominantes (Gillan et al., 2005; Rasmussen & SA rensen, 2001). Ademas de las
diferencias entre las especies bacterianas en su capacidad de tolerancia a los MP, existen
diferencias entre su tasa de absorcion que es un factor probable que contribuye en parte, si no
en su totalidad, a las diferencias observadas en estudios previos (Hattori, 1992; Rasmussen &
SA rensen, 2001). Para encontrar nuevas evidencias que demuestren esto, son necesarios
experimentos de incubacion a relativamente largo plazo en condiciones bien controladas, ya
que los estudios de campo son dificiles de diferenciar los impactos de los metales pesados de
los de muchas variables ambientales y compuestos orgédnicos peligrosos si coexistieran (Du et

al., 2018).

2.1.5. Mecanismos de tolerancia microbiana a MP

Existen seis principales mecanismos de resistencia de los microbios a los MP (Nifio-
Martinez et al., 2019; Pal et al., 2022) y algunas especies de bacterias han mostrado tener mas
de un mecanismo de proteccion simultaneamente. Los mecanismos de resistencia son:
exclusion de MP por barrera de permeabilidad, transporte activo del metal fuera de la
célula/organismo, secuestro intracelular del MP mediante union a proteinas, secuestro
extracelular, desintoxicacidon enzimética del metal a una forma menos toxica y reduccion de la

sensibilidad al MP de objetivos celulares (Bruins et al., 2000).
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2.1.5.1. Exclusion de metales por barrera de permeabilidad

Las alteraciones en la pared celular, membrana o envoltura de un microorganismo
son ejemplos de exclusion de MP por barrera de permeabilidad. Este mecanismo es un
intento del organismo de proteger los componentes celulares esenciales sensibles a los
MP. Un ejemplo destacado es la exclusion de Cu (II) resultante de la produccion alterada
de la proteina porina del canal de membrana por E. coli B (Rouch et al., 1995). Suele ser
una mutacion de un solo gen, que disminuye la permeabilidad de la membrana a los iones

metalicos (Kumar & Dwivedi, 2021; Mohammadian et al., 2021).

2.1.5.2. Transporte activo del metal fuera de la célula/organismo

Los sistemas de transporte activo o eflujo representan la categoria mas grande de
sistemas de resistencia metéalica. Los microorganismos lo utilizan para exportar metales
toxicos desde su citoplasma. Estos mecanismos pueden estar codificados
cromosdmicamente o plasmidicamente. Los metales no esenciales normalmente ingresan
a la célula a través de sistemas normales de transporte de nutrientes, pero se exportan
rapidamente. Estos sistemas de eflujo pueden no ser ATPasa o estar unidos a ATPasa y

ser altamente especificos para el cation o anion que exportan (Roy et al., 2024).

2.1.5.3. Secuestro intracelular del metal mediante union a proteinas

El secuestro intracelular es la acumulacion de MP dentro del citoplasma para
evitar la exposicion a componentes celulares esenciales. Los MP cominmente
secuestrados son Cd, Cuy Zn. Existen dos ejemplos de esta forma de resistencia metélica:
la produccion de metalotioneina y proteinas ricas en cisteina. El sistema de resistencia al
MP consta de dos genes; smtA y smtB. smtA codifica una metalotioneina. Este tipo de
metalotioneina contiene menos residuos de cisteina que las metalotioneinas animales

(Kosakivska et al., 2021; Rosen & Nolan, 2020).
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2.1.5.4. Secuestro extracelular

La resistencia a los MP basada en el secuestro extracelular hasta hace poco era
exclusiva de bacterias (que secretan exopolisacaridos), sin embargo, se han encontrado
varias especies de levaduras y hongos, con este mecanismo. Los hongos secretan oxalato
para formar un complejo de oxalato metalico, las levaduras forman complejos insolubles
de fosfato de Cd para conferir resistencia, entre otros (Bramhachari & Nagaraju, 2017;

Goutam et al., 2021; Priyadarshini et al., 2021).

2.1.5.5. Desintoxicacion enzimatica del metal a una forma menos téxica

Las bacterias pueden reducir un amplio espectro de iones de MP. Se encontraron
bacterias reductoras de cromato, molibdato y vanadato aisladas de varios nichos
ecologicos. Algunas bacterias pueden utilizar metales y metaloides como donadores o
aceptores de electrones para la generacion de energia. Los MP en estado oxidado podrian
servir como aceptores terminales de electrones durante la respiracion anaerdbica de
bacterias (Bazzi et al., 2020). La reduccioén enzimatica de iones metdlicos también daria
como resultado la formacion de formas de Hg (Rouch et al., 1995) y Cr (Chen & Hao,
1998) menos toxicos. El sistema mejor estudiado de desintoxicacion de metales mediante
reduccion enzimatica confiere tolerancia al Hg codificado por MER-operén, en el cual
los iones de Hg divalentes se reducen a Hg elemental mediante la reductasa intracelular

merA (Hobman & Crossman, 2015).

2.1.5.6. Reduccion de la sensibilidad al metal de objetivos celulares

Un ejemplo es el glutation, que puede ofrecer proteccion a iones metalicos como
Ag (I), Cu (I, IT), Cd (I) y Hg (IT) (Ni’Bhriain et al., 1983). El glutation puede ofrecer
proteccion contra Cu (II) y Fe (II) al suprimir la formacion de radicales libres (Rouch et

al., 1995). Existen diferencias en la capacidad de las bacterias Gram negativas y positivas
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para tolerar ciertos iones metalicos (Morozzi et al., 1986), como el Cd (II). Una especie
de Pseudomonas podria tolerar de 5 a 30 veces mas Cd (II) (Minz et al., 1996). Por otro
lado, los organismos Gram positivos son capaces de unir de 28 a 30 veces mas Cu (II) en

comparacion con Escherichia coli (Beveridge, 2005).
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IIIl. METODO

3.1. Tipo de Investigacion

La investigacion es basica, cuantitativa y descriptiva (Herndndez Sampieri et al., 2014).

3.2. Poblacion y muestra
3.2.1. Poblacion

Las bacterias localizadas en el sedimento de las é4reas altamente contaminadas y
accesibles de la Bocana del rio Moche (8°10'14" S 79°00'34" O), Trujillo (Figura 1).

Figura 1
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3.2.2. Muestra

Estuvo integrada por siete muestras liquidas de sedimentos (tipo lodo), a una
profundidad de 20 a 30 cm, en siete puntos diferentes de la rivera a una distancia 2 metros,
entre cada punto. La muestra fue recolectada el sdbado 11 de febrero del 2023. En estos dias

recién empezaba a subir el nivel del rio, por lo que, fue mas fécil obtener las muestras, que



29

cuando el nivel estd al maximo. Esto fue para resguardar la seguridad del personal de muestro.
Las muestras fueron depositadas en frascos recolectores estériles de 100 mL, hasta copar el
borde del frasco.

La muestra fue obtenida en la Bocana del Rio Moche porque la desembocadura del rio
Moche tiene forma de delta, que se forma en zonas costeras con micromareas y cierto gradiente
de pendiente, donde se depositan los sedimentos gruesos paulatinamente sobre los mas finos
que surcan los rios, formando depositos de MP (Wolanski, 2019).

Se aislaron 24 cepas bacterianas escogidos aleatoriamente (cinco por cada una de las
siete sales de los MP usadas en la etapa del enriquecimiento) entre las colonias (cultivos
nativos) que crecieron en las placas del medio de cultivo selectivo. Este tamafio de muestra fue
seleccionado por razones de logistica y recursos disponibles para el estudio tal como se

describe en los procesos de recoleccion de datos (Kabir et al., 2024).

3.3. Operacionalizacion de variables
En la Tabla 2 se puede observar las variables usadas en el estudio y sus indicadores.

Tabla 2

Operacionalizacion de variables

Tipo Variable Indicadores

Concentracion minima inhibitoria de Pb

Concentracion de Concentracion minima inhibitoria de Ni

Independiente ) o
MP Concentracion minima inhibitoria de Cr
Concentracion minima inhibitoria de Cd
Nivel de tolerancia P . . . :
. resencia de crecimiento bacteriano a niveles
Dependiente

a MP toxicos de sales de Pb, Ni, Cry Cd
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3.4. Instrumentos
3.4.1. Balanza analitica, estufa y espectrofotometro
Usados en el aislamiento e identificacion presente en los medios de cultivo con sales

de MP.

3.4.2. Planilla en Excel para determinar la concentracion minima inhibitoria
Se usd una planilla para determinar el indice de tolerancia de los cultivos bacterianos
seleccionados a las siguientes sales: Pb (NO3)2, NiSO4-6H>0, KoCr,0O7 y CdCla (Muiioz et al.,

2012).

3.5. Procedimiento
3.5.1. Preparacion del cultivo madre de bacterias resistentes a MP
Se uso la técnica de enriquecimiento de (Vacar et al., 2021):
- Se obtuvo una muestra de la zona mas contaminada de la Bocana del rio Moche,
donde se forma el delta.
- Se tomaron siete muestras liquidas de sedimentos (tipo lodo), a una profundidad de
20 a 30 cm, en siete puntos diferentes de la rivera a una distancia 2 m, entre cada
punto. Las muestras fueron depositadas en frascos recolectores estériles de 100 mL,
hasta copar el borde del frasco.
- Cada una de las siete muestras se mezcld en un matraz Erlenmeyer estéril de 250
mL, en una proporcion de 20 mL de sedimento con 80 mL de una solucion salina
estéril al 0,85% (p/v).
- Luego estas siete muestras fueron mezcladas en un balon de 1 L, luego repartidas
en 7 matraces, para ser incubadas a 30 °C, 90 rpm y 2 h, en una incubadora con

agitador marca BIOBASE®.
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3.5.2. Enriquecimiento de tolerantes a MP

Tabla 3

Identificacion de muestras con las sales de metal pesado anadida

Muestra Sal anadida Muestra Sal anadida

M-Pb Pb (NO3)> M-Cr K2Cr 07

M-Ni NiSO4-6H20 M-Cd CdCh

De las siete muestras incubadas, se tomaron cuatro muestras y se enriquecieron con
cuatro MP, Pb, Ni, Cr y Cd hasta una concentracién de 100 mg/L de cada MP utilizando cuatro
sales de: Pb(NO3)2, NiSO4.6H>0, K>Cr,07 y CdCl,. Estas cuatro muestras enriquecidas con

IMP fueron incubadas por 15 dias a temperatura ambiente (21 £ 2 °C).

3.5.3. Aislamiento de bacterias tolerantes a MP

Se extrajo 50 mL de cada una de estas muestras y se filtro a través de papel de filtro
Whatman 1, de porosidad media (Merck, Alemania) en condiciones estériles. Una alicuota de
50 puL de cada suspension bacteriana se sembré en placa Petri con Agar Luria Bertani (LB) que
contenia triptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L., NaCl 5 g/L en agua bidestilada con la sal
de su correspondiente MP a una concentracion de 100 mg/L y se incubaron a 37 °C durante 7
dias. Después del periodo de incubacidn, se seleccionaron veinticuatro cepas de colonias
diferentes, basandose en la tolerancia al MP y sus caracteristicas. Los aislados se purificaron
en tubos de ensayo inclinados en caldo LB con glicerol al 30% (v/v) y se almacenaron en

congelacion (-8 °C) hasta su posterior estudio.

3.5.4. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)
El ensayo se realizé siguiente el protocolo propuesto por Yilmaz (2012) modificado:
- Para iniciar este ensayo se prepard cultivo joven, usando caldo LB y dejando

incubar a temperatura ambiente durante la noche (12 h) de cada colonia.
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De cada cultivo joven se prepard una solucion al 1% (v/v) de 3 mL de medio LB
suplementado con el metal respectivo, por separado. Se empezd con una
concentracion de 1 mM.

Si el cultivo crecia dentro de un lapso de 24 a 48 h, se incrementaba la dosis a 1,5
mM del metal, hasta alcanzar una concentracion donde no habia crecimiento. Si,
por el contrario, no crecia nada a ImM, se baja la dosis en similar proporcion, hasta
detectar crecimiento. Se prepardé medios sin MP que sirvieron de control (Hassen et
al., 1998).

La concentraciéon minima de MP a la que se inhibia el crecimiento bacteriano se
considero la CMI (Hassen et al., 1998).

Se determiné el crecimiento de estos cultivos bacterianos, por el método de

densidad optica en un espectrofotdmetro a 630 nm (Lima e Silva et al., 2012).

Se compar6 la CMI de los cultivos por cada sal de los MP para establecer su grado

de tolerancia absoluto y relativo.

Caracterizacion de cepas aisladas

Se recogieron las colonias elegidas y se inocularon en Caldo Nutritivo (Merck).

Después de crecer a 35 °C durante 18 h, las cepas se sembraron en Agar Nutritivo sin MP para

garantizar su pureza y se determino la tincion Gram.

Las cepas Gram negativas se sembraron en placas de agar MacConkey (Merck) y se

inocularon en medio de fermentacion y oxidacion de glucosa. Algunas cepas no fermentativas

con caracteristicas interesantes, como la tolerancia a altas concentraciones de MP o la

produccion de pigmentos en presencia de metales, fueron identificadas mediante pruebas

convencionales y el sistema de identificacion API 20 NE (bioMérieux, Marcy I’Etoile,

Francia). Las bacterias fermentativas fueron presuntamente identificadas como miembros de
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la familia Enterobacteriaceae mediante las pruebas de reduccion de oxidasa y nitrato. Se
utilizaron pruebas bioquimicas convencionales, con la ayuda del kit BBL E/NF, para identificar
un conjunto de cepas seleccionadas para las pruebas de susceptibilidad a los antimicrobianos.
Los aislados bacterianos se mantuvieron en placas inclinadas de agar nutritivo a 4 °C para uso
diario y se almacenaron en caldo de infusion cerebro corazéon (BHI-Merck) con 20 % de

glicerol a -70 °C (Lima e Silva et al., 2012).

3.5.6. Caracterizacion fenotipica

3.5.6.1. Coloracion de Gram

Para determinar el Gram de los cultivos en estudio, se procedié a sembrar cada uno de

los cultivos en agar nutritivo a 35°C por 24 h. Luego, de cada uno de los cultivos jovenes
desarrollados se procedio a someterles a la tincion de Gram (Ghafari et al., 2024).

3.5.6.2. Prueba de movilidad

La movilidad de los cultivos se verifico por microscopia y cultivo. Para la verificacion
de la movilidad por microscopia, se inoculd cada cultivo en agar nutritivo por 24 h. Luego, se
tomo una asada de cada uno de los cultivos jovenes y se suspendid en una gota de solucion
salina estéril e incubd durante 1-2 horas, luego se observd al microscopio a 1000x para
constatar si se movilizan.

Asimismo, de cada uno de los mismos cultivos jovenes con la ayuda de un asa
bacteriologica se tomo una muestra y se sembro por estocada en el agar de movilidad. A partir
de las 24 h de incubacion a temperatura ambiente, se verificaba si los cultivos bacterianos solo
crecian en la ruta por donde se hizo la siembra (cultivos inmoviles) o el crecimiento se extendia
en todo el tubo (cultivos méviles) (Moussa et al., 2021).

3.5.6.3. Determinacion del tipo de respiracion

Para determinar el tipo de respiracion que tienen los cultivos en estudio, se aplicd un

inoculo de cada uno de ellos en tubos de caldo tioglicolato. Estas siembras fueron incubadas
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por 24 h a temperatura ambiente. Si un cultivo mostraba solo desarrollo en la superficie del
medio se trataba de un cultivo aerobio estricto. Si un cultivo desarrollaba solo en la profundidad
del medio se trataba de un cultivo anaerobio estricto. Si un cultivo desarrollaba en el tubo del
medio se trata de un cultivo anaerobio facultativo. Pero, si un cultivo desarrollaba solo en la
zona superior del medio, pero por debajo de la superficie se trata de un cultivo microaerofilo
(Patil et al., 2024).

3.5.6.4. Determinacion de la forma, tamaiio, esporulacion y agrupacion

La forma, tamafio y tipo de agrupaciéon de cada uno los cultivos bacterianos se
registraron simultaneamente a la verificaciéon del Gram a nivel microscopico (Ghafari et al.,

2024).

3.6. Analisis de datos
3.6.1. Analisis descriptivo

- Se prepar6 el banco de datos donde se registro el CMI de cada cultivo bacteriano y
el MP correspondiente.

- La clasificacion de las bacterias por su valor de CMI se realizo, agrupando las
observaciones, por conjunto de intervalos contiguos que no se traslapen de modo
que cada valor en el conjunto de observaciones pueda colocarse en uno, y sélo uno
de los intervalos (Wayne, 2007). Estos intervalos se conocen en general como
intervalos de clase. Esto permiti6 establecer, a partir del CMI, el grado de tolerancia

relativo para cada MP evaluado.



IV. RESULTADOS

4.1. Identificacion fenotipica de bacterias aisladas

En primer lugar, se identificaron 24 cepas tolerantes a metales pesados distribuidas de
la siguiente manera: 9 tolerantes al Pb, 5 tolerantes al Ni, 5 tolerantes al Cr, 5 tolerantes al Cd.
La Tabla 4 en este estudio se observo un predominio de bacterias con forma bacilo (100%),
Gram positivas (83%), aerobias (79%), moviles (71%) y esporuladas (79%).

Todas las bacterias tolerantes al Pb fueron bacilos, Gram positivas, aerobias y
esporuladas. De las cinco bacterias tolerantes al Ni, tres son bacilos, Gram negativas, aerobias,
moviles y no esporuladas; una es inmovil y otra es Gram positiva y esporulada. De las cinco
bacterias tolerantes al Cr, cuatro son bacilos, Gram positivas, anaerobio facultativas, moviles
y esporuladas; y solo una es aerobia. En cuanto a las cinco bacterias tolerantes al Cd, cuatro

son bacilos, Gram positivas, aerobias, moviles y esporuladas; y solo una es anaerobia obligada.

Tabla 4

Identificacion fenotipica de cepas aisladas de la Bocana del rio Moche

N° Cepas Forma Gram Respiracion Grupo Endosporas
1 Pbl Bacilo  Positivo Aerobio Movil Si
2  Pb2 Bacilo  Positivo Aerobio Movil Si
3 Pb3 Bacilo  Positivo Aerobio Movil Si
4 Pb4  Bacilo Positivo Aerobio Movil Si
5 Pb5  Bacilo Positivo Aerobio Movil Si
6 Pb6b  Bacilo Positivo Aerobio Movil Si
7 Pbo6h Bacilo Positivo Aerobio Movil Si
8  Pb7 Bacilo  Positivo Aerobio Movil Si
9 Pbs Bacilo  Positivo Aerobio Movil Si

10 Nil Bacilo  Positivo Aerobio Movil Si
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

Ni2
Ni3
Ni4
Ni5
Crl
Cr4
Cr5
Cr6h
Créb
Cdl
Cd2
Cd3
Cd4
Cds

Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo
Bacilo

Bacilo

Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo

Positivo

Aerobio
Aerobio
Aerobio
Aerobio
Aerobio
Anaerobio facultativo
Anaerobio facultativo
Anaerobio facultativo
Anaerobio facultativo
Anaerobio obligado
Aerobio
Aerobio
Aerobio

Aerobio

Movil
Movil
Movil
Inmovil
Movil
Movil
Movil
Movil
Movil
Movil
Movil
Movil
Movil

Movil

No
No
No
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si, ovalada
Si
Si
Si
Si

4.2. Nivel de tolerancia al Pb de bacterias aisladas

La muestra de la bocana del rio Moche presentd bacterias resistentes al Pb con

diferentes niveles de tolerancia, desde una tolerancia al Pb baja hasta una altamente

significativa (Tabla 5). El 25% de las bacterias mostraron una tolerancia baja, el 37,5% mostrd

una tolerancia alta y el 37,5% mostrd una tolerancia altamente significativa (Tabla 6).
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Concentracion minima inhibitoria de bacterias aisladas tolerantes al Pb

Concentracion Minima Inhibitoria

N° Cepas Nivel de tolerancia
(mM)

1 Pbl 0,33 Baja

2 Pbb6h 0,80 Baja

3 Pb4 1,50 Alta

4 Pbo6b 1,50 Alta

5 Pb7 1,50 Alta

6 Pb2 2,50 Altamente significativa
7 Pb3 2,00 Altamente significativa
8 Pb5s 2,50 Altamente significativa
9 Pbs 2,50 Altamente significativa

Tabla 6

Datos agrupados en distribucion de frecuencia en bacterias aisladas tolerantes al Pb

N Intervalos MC FA FAA FR FRA Tolerancia

1 [0,33;0,87> 0,60 2 2 222% 22% Baja

2 [0,87;1,42> 1,14 0 2 0% 22% Moderada

3 [1,42;1,96> 1,69 3 5 333% 56% Alta

4 [1,96; 2,50] 2,23 4 9 444% 100% Altamente significativa

MC: media de clase, FA: frecuencia absoluta, FAA: frecuencia absoluta acumulada, FR: frecuencia relativa,

FRA: frecuencia relativa acumulada.
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4.3. Nivel de tolerancia al Ni de bacterias aisladas
La muestra de la bocana del rio Moche contuvo bacterias resistentes al Ni con diferentes
niveles de tolerancia al Ni, desde una tolerancia baja hasta alta (Tabla 7). El 80% de las

bacterias mostrd una tolerancia baja, el 20% mostr6 una tolerancia alta (Tabla 8).

Tabla 7

Concentracion minima inhibitoria de bacterias aisladas tolerantes al Ni

Concentracion Minima Inhibitoria Nijvel de

N° Cepas

(mM) tolerancia
1 Ni5 3,00 Baja
2 Nil 3,60 Moderada
3 Ni2 3,60 Moderada
4 Ni4 3,60 Moderada
5 Ni3 6,00 Alta

Tabla 8

Datos agrupados en distribucion de frecuencia en bacterias aisladas tolerantes al Ni

N Intervalos MC FA FAA FR FRA Tolerancia

1 [3,00;4,00> 3,50 4 4 80%  80% Baja
2 [4,00;5,00> 4,50 0 4 0%  80%  Moderada

3 [5,00; 6,00] 5,50 1 5 20% 100% Alta

MC: media de clase, FA: frecuencia absoluta, FAA: frecuencia absoluta acumulada, FR: frecuencia

relativa, FRA: frecuencia relativa acumulada.

4.4. Nivel de tolerancia al Cr de bacterias aisladas

La muestra de la bocana del rio Moche mostr6 bacterias resistentes al Cr con diferentes
niveles de tolerancia, desde una tolerancia al Cr baja hasta alta (Tabla 9), lo que indica, que
hay bacterias que se pueden aprovechar para biorremediar Cr. Un 60% de las bacterias mostrd

una tolerancia baja al Cr y el 40% mostrd una tolerancia alta al Cr (Tabla 10).
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Tabla 9

Concentracion minima inhibitoria de bacterias aislados tolerantes al Cr

Concentracion Minima Inhibitoria Nivel de

N° Cepas
(mM) tolerancia
1 Crl 0,50 Baja
2 Crbh 0,67 Baja
3 Crbb 1,00 Baja
4 Cr4 2,50 Alta
5 Cr5 3,00 Alta
Tabla 10

Datos agrupados en distribucion de frecuencia en bacterias aisladas tolerantes al Cr

N Intervalos MC FA FAA FR FRA Tolerancia

1 [0,50;1,33> 0,92 3 3 60% 60% Baja
2 [1,33;2,17> 1,75 0 3 0% 60%  Moderada

3 [2,17;3,00] 2,58 2 5 40% 100% Alta

MC: media de clase, FA: frecuencia absoluta, FAA: frecuencia absoluta acumulada, FR: frecuencia relativa,

FRA: frecuencia relativa acumulada.

4.5. Nivel de tolerancia al Cd de bacterias aisladas

Las bacterias resistentes al Cd encontrados en la muestra de la bocana del rio Moche
mostraron con diferentes niveles de tolerancia, desde una tolerancia baja hasta alta al Cd (Tabla
11). E1 60% de las bacterias mostr6 una tolerancia baja, el 20% mostré6 una tolerancia moderada

y el 20% mostrd una tolerancia alta (Tabla 12).
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Tabla 11

Concentracion minima inhibitoria de bacterias aisladas tolerantes al Cd

Concentracion Minima Inhibitoria Nivel de

N° Cepas
(mM) tolerancia
1 Cd4 0,50 Baja
2 Cdl 0,67 Baja
3 Cd3 1,00 Baja
4 Cd2 1,50 Moderada
5 Cds 2,50 Alta
Tabla 12

Datos agrupados en distribucion de frecuencia en bacterias aisladas tolerantes al Cd

N Intervalos MC FA FAA FR FRA Tolerancia

1 [0,50;1,17> 0,83 3 3 60% 60% Baja
2 [1,17;1,83> 1,50 1 4 20% 80%  Moderada

3 [1,83;2,50] 2,17 1 5 20% 100% Alta

MC: media de clase, FA: frecuencia absoluta, FAA: frecuencia absoluta acumulada, FR: frecuencia relativa,

FRA: frecuencia relativa acumulada.



41

V. DISCUSION DE RESULTADOS

La CMI es crucial para determinar la susceptibilidad o resistencia de una cepa
bacteriana a un antibiotico, y se puede aprovechar para determinar la tolerancia de las bacterias
a los MP (Kowalska-Krochmal & Dudek-Wicher, 2021). La CMI se interpreta en funcion de
la sensibilidad o resistencia del microorganismo al MP. Un valor de CMI alto indica que mas
cantidad de la sustancia es necesaria para inhibir el crecimiento, lo que sugiere que el agente
es menos efectivo, o en su defecto el microorganismo es resistente o tolerante a la sustancia

evaluada (Kowalska-Krochmal & Dudek-Wicher, 2021).

5.1.1dentificacion fenotipica de bacterias aisladas

La identificacion fenotipica de las cepas aisladas en la Bocana del rio Moche (Tabla 4),
concuerdan con (Mishra & Bharagava, 2016) que caracterizaron a las cepas con mayor
tolerancia al Cr como bacterias Gram positivas. Analizando los grupos bacterianos aislados en
las mayores concentraciones de Pb, las Gram positivas fueron predominantemente esporulados,
mientras que las Gram negativas estuvieron representadas exclusivamente por
microorganismos aerobios, la mayoria tolerantes al Ni (Tabla 4). Diferentes autores han
demostrado que las bacterias Gram negativas tienden a ser mas tolerantes a los MP que las

Gram positivas (Duxbury, 1986; Duxbury & Bicknell, 1983; Hughes & Poole, 1989).

5.2.Nivel de tolerancia al Pb de bacterias aisladas

Las bacterias tolerantes al Pb son una clase de organismos que pueden sobrevivir y
crecer en presencia de concentraciones significativas de este MP. Entre estos, se han
encontrado Pseudomonas spp. (Bedoya Vélez et al., 2019) que pueden tolerar concentraciones
relativamente altas de Pb, como 0,53 mM, una cantidad inferior a hallado en este estudio de
1,50 mM en alta tolerancia y 2,50 mM en altamente significativa tolerancia (Tabla 5). Se

observa que, incluso una baja concentracion de Pb puede causar efectos negativos sobre los
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microorganismos debido a la adsorcion y enriquecimiento de metales pesados por la
alimentacion residual. Como es bien sabido, los MP como el Pb** y el Cd*" podrian inhibir el
crecimiento microbiano (Abdel-Rahim et al., 2025). Por otro lado, las bacterias que mostraron
una alta tolerancia (2,5 mM), fue menor al Pediococcus pentosaceous (8,69 mM) (Abdel-
Rahim et al., 2025) y a Pediococcus dextrinicus y Pediococcus acidilactici (> 4,82 ppm)
(Bhakta et al., 2023). Los Pediococcus sp son bacilos y Gram positivos (Wade et al., 2019), lo
que coincide con la identificacion fenotipica (Tabla 4), pero no son esporulados. Del mismo
modo, la Pseudomona sp es bacilo, Gram negativo, aerobio y no esporulado (Alvarado-Campo

et al., 2023), caracteristicas no identificadas en la Tabla 4.

5.3.Nivel de tolerancia al Ni de bacterias aisladas

El Ni disuelto en concentraciones superiores a 0,017 mM es perjudicial para las
bacterias metanogénicas; sin embargo, muchas especies hidroliticas de bacterias son inhibidas
a niveles de Ni disuelto superiores a 0,2 mM. Estas bacterias tolerantes al Ni se caracterizan
por acumular 4cidos grasos de mayor peso molecular, varios de los cuales se derivan
exclusivamente de la fermentacion de aminoacidos (Kashyap et al., 2022). Estos organismos
se encontraron en digestor anaerdbico de lodos (Ashley et al., 1982), lo que coincide con los
hallazgos de este trabajo, pues la muestra fue de sedimento de 20 a 30 cm de profundidad. El
nivel de tolerancia de este trabajo (entre 3,0 y 6,0 mM) (Tabla 6) fue superior al de un estudio
donde probaron niveles de remocion con soluciones sintéticas de 0,5 mM de Ni (II) (Aslam et
al., 2020); sin embargo, muy inferior a otros estudios donde usaron sedimentos de la rivera de
rios de Estados Unidos, y se identificaron Streptomyces aureofaciens NR-3 y Kitasatospora
cistarginea NR-4, ambos aislados expresaron tolerancia al Ni de 42,6 mM apH 6 y 8,5 mM a
pH 7 (Van Nostrand et al., 2007). En otro estudio cuatro cepas de Pseudomonas putida Biovar
B, toleraron concentraciones de Ni de hasta 13,2 mM en el medio de cultivo (Rodriguez et al.,

2008) y en otro trabajo cepas de Bacillus safensis toleraron 10,22 mM y Bacillus cereus 17,1
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mM de Ni (Kashyap et al., 2022). Como se puede observar, las cepas aisladas en este trabajo
no podrian ser similares a las anteriormente citadas, sin embargo, este hecho no descarta su
futuro uso en biorremediacion, como el caso de diplococos y Pseudomonas que tienen una
capacidad intrinseca para absorber Ni de una solucion monometal (Deng et al., 2003) asi
mismo, la bacteria Brevibacillus brevis inoculada en suelo cultivado con trébol y micorrizas
disminuye la toxicidad del Ni (VIVAS et al., 2006). En este trabajo se identificé una cepa
tolerante al Ni, de tipo bacilo, Gram positivo, aerobia y esporulada (Tabla 4), caracteristicas
propias del Bacillus cereus y Bacillus safensis (Kashyap et al., 2022), y cuatro cepas Gram
negativo, aerobias y no esporuladas (Tabla 4), caracteristicas particulares de la especie

Burkholderia sp.(Carpen & Giese, 2022).

5.4.Nivel de tolerancia al Cr de bacterias aisladas

La tolerancia al Cr de las bacterias de este estudio estuvo en el rango de 0,5 a 3,0 mM
(Tabla 8), muy similar a la tolerancia de bacterias del género Bacillus identificadas como B.
anthracis 'y B. cereus mediante secuenciacion de ADNr 16S (0 a 9,6 mM), a pH alcalino (pH
9) (Fatima & Ahmed, 2018). Otros autores demostraron que en ambientes alcalinos aumenta
la tolerancia a MP (Alpaslan et al., 2017; Anuar & Chan, 2017). Estas cepas aisladas en la
investigacion pueden ser usadas para contrarrestar los efectos negativos del cromo (Cr) y otros
MP en plantas que crecen en areas contaminadas a través de ciertos mecanismos (Ahmed, 2018;
Mohapatra et al., 2017). Se ha encontrado que, las bacterias con tolerancia alta al Cr, puede ser
usado para rizorremediacion, un enfoque prometedor que se basa en interacciones triangulares
entre microbios, plantas y contaminantes, donde los exudados quimicos liberados en la region
rizosférica por las raices de las plantas ayudan a estimular la actividad bacteriana para mejorar
las propiedades quimicas y fisicas del suelo (Francisco et al., 2018). Estas rizobacterias
productoras de auxinas tolerantes al cromo ayudan al aumento en el crecimiento y el

rendimiento de las plantas al reducir la toxicidad del Cr en areas contaminadas con este MP
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(Feng et al., 2016; Mohapatra et al., 2017). Las bacterias tolerantes al cromo identificadas en
este trabajo, su mayoria fueron bacilos, Gram positivo, anaerobias facultativas y esporuladas

(Tabla 4), caracteristicas similares a Pseudomonas sp. (Flores Pantoja et al., 2022).

5.5.Nivel de tolerancia al Cd de bacterias aisladas

Las bacterias identificadas tuvieron un nivel de tolerancia de 0,67 a 2,50 mM (Tabla
11). Este rango fue superior al mostrado por Stenotrophomonas maltophilia del suelo de la
rizosfera que es un actor clave en la disminucion de la absorcion de Cd (4 mM) y promotor del
crecimiento del arroz (Zhou et al., 2020), pero fue inferior al Enterobacter aerogenes MCC
3092 (hasta 26,7 mM) del suelo de la rizosfera de arroz contaminado con Cd, que reduce la
absorcion de Cd en el arroz al mitigar el estrés oxidativo y de etileno en plantulas de arroz que
enfrentan altos niveles de Cd (Pramanik et al., 2018). Sin embargo, los mecanismos especificos
por los cuales estos microorganismos fijan Cd a nivel celular en los agroecosistemas aun no
estan claros (Yan et al., 2024). Las rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas
(RPCP) son un grupo de microorganismos que prosperan en el suelo que rodea las raices de las
plantas y mejoran el crecimiento de las plantas a través de diversas interacciones, incluidas
relaciones antagdnicas o sinérgicas (He et al., 2020). Gran parte de las cepas aisladas tolerantes
al Cd, en este trabajo, fueron bacilos, Gram positivo, aerobios y esporuladas (Tabla 4),
caracteristicas identificadas en cepas de Bacillus sp. (Sahile et al., 2021).

La investigacion realizada en condiciones in vitro ha reflejado el potencial inherente de
los microorganismos aislados como herramienta de investigacion sostenible para restaurar con
¢xito los lugares contaminados con metales pesados. Los hallazgos de diversos autores
revelaron que la asociacion microbiana en diferentes condiciones desafiantes es un enfoque
beneficioso para la remediacion de metales (Abdel-Rahim et al., 2025; Ahmad et al., 2018;
Aslam et al., 2020; Yan et al., 2024). Por lo tanto, la exploracion de nuevas especies de

microorganismos tolerantes a metales pesados de diferentes ubicaciones geograficas, y la
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identificacion de genes que confieren tolerancia de contaminantes metalicos avanzarian ain

mas en la intervencion de microorganismos tolerantes para la restauracion ecologica sostenible.

Finalmente, el presente estudio reveld que las bacterias aisladas mostraron una alta
tolerancia a los metales pesados, y que en un futuro se debe estudiar los efectos de las variables
(pH, temperatura y concentracion de metal pesado) en la remocion del metal pesado, usando
un disefio de optimizacion con metodologia de superficie respuesta, en un biorreactor a nivel
de laboratorio y luego a escala, para producir a mayor cantidad de indculo que sera empleado

en la biorremediacion de metales pesados con estas bacterias.
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VI. CONCLUSIONES

- Se determind el nivel de tolerancia al Pb en nueve cepas bacterianas aisladas de la
Bocana del rio Moche, Trujillo — Peru, en su mayoria bacilos, Gram positivas, aerobias,
esporuladas. El 22,2% de las bacterias mostraron una tolerancia baja, el 33,3% mostrd una

tolerancia alta y el 44,4% mostrd una tolerancia altamente significativa al Pb.

- Se determiné el nivel de tolerancia al Ni en cinco cepas bacterianas aisladas de la
Bocana del rio Moche, Trujillo — Perti, en su mayoria bacilos, Gram negativas, aerobias, no
esporuladas. El 80% de las bacterias mostr6 una tolerancia baja, el 20% mostré una tolerancia

alta al Ni.

- Se determindé el nivel de tolerancia al Cr de cinco cepas bacterianas aisladas de la
Bocana del rio Moche, Trujillo — Peru, en su mayoria bacilos, Gram positivas, anaerobias
facultativas, esporuladas. Un 60% de las bacterias mostrd una tolerancia baja al Cr y el 40%

mostro una tolerancia alta al Cr.

- Se determind el nivel alto de tolerancia al Cd de cinco cepas bacterianas aisladas de
la Bocana del rio Moche, Trujillo — Perti, en su mayoria bacilos, Gram positivas, aerobias,
esporuladas. El1 60% de las bacterias mostr6 una tolerancia baja, el 20% mostré una tolerancia

moderada y el 20% mostr6 una tolerancia alta al Cd.
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VII.LRECOMENDACIONES

- Los lugares contaminados con MP se convierten en acumuladores de bacterias
resistentes a estos y, debido a la alta diversidad y densidad de las comunidades de microbios,
sirven como "puntos calientes" para la transferencia horizontal, la recombinacion y la
propagacion de genes de resistencia a los metales pesados, por lo que se recomienda seguir con
la identificacién genotipica con técnicas para detectar la similitud de las secuencias de

nucledtidos del gen 16S rRNA.

- Se recomienda explorar los efectos de diferentes factores ambientales sobre la
biorremocion de Pb*2, Ni*2, Cr™®, Cd*? y la interaccion de estos, con el fin de proporcionar

materiales microbianos para la remediacion de suelos contaminados con estos MP.

- Se recomienda estudiar los microorganismos identificados para rizorremediacion,
puesto que es un enfoque promisorio para reducir la toxicidad de MP en suelos contaminados,

permitiendo el aprovechamiento del terreno para la agricultura.
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ANEXO A
Testimonio fotografico

Figura 2

Muestras obtenidas del sedimento del rio Moche

Figura 3

Soluciones de sales con metales pesados
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Figura 4

Preparacion de medios de cultivo

Figura 5

Activacion de las muestras




Figura 6

Determinacion de la concentracion minima inhibitoria (CMI)
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d) Cadmio
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ANEXO B
Tabla 13

Matriz de consistencia

Titulo: “Nivel de tolerancia a metales pesados de bacterias aisladas de la bocana del rio Moche, Trujillo — Perr”

PROBLEMA OBJETIVOS HIPOTESIS VARIABLES
Problema general Objetivo general Hipotesis general
(Cual sera el nivel de tolerancia a MP  Determinar el nivel de tolerancia a MP de  Existe diferencia en el nivel de tolerancia a
de bacterias aisladas de la Bocana del bacterias aisladas de la Bocana del rio MP de bacterias aisladas de la Bocana del
rio Moche, Trujillo - Pera? Moche, Trujillo — Pert. rio Moche, Trujillo — Peru.
Problemas Especificos Objetivos Especificos Hipétesis Especificos
¢ (Cual sera el nivel de tolerancia al Pb - Determinar el nivel de tolerancia al Pb de - Existe diferencia en el nivel de tolerancia al

Independiente

de bacterias aisladas de la Bocana del
rio Moche, Trujillo - Pera?

* ;Cual sera el nivel de tolerancia al Ni
de bacterias aisladas de la Bocana del
rio Moche, Trujillo - Pert?

* (Cual sera el nivel de tolerancia al Cr
de bacterias aisladas de la Bocana del
rio Moche, Trujillo - Pera?

¢ ;Cual sera el nivel de tolerancia al Cd
de bacterias aisladas de la Bocana del

rio Moche, Trujillo - Pert?

bacterias aisladas de la Bocana del rio
Moche, Trujillo — Perd.

- Determinar el nivel de tolerancia al Ni de
bacterias aisladas de la Bocana del rio
Moche, Trujillo — Pert.

- Determinar el nivel de tolerancia al Cr de
bacterias aisladas de la Bocana del rio
Moche, Trujillo — Peru.

- Determinar el nivel de tolerancia al Cd de
bacterias aisladas de la Bocana del rio

Moche, Trujillo — Pert.

Pb de bacterias aisladas de la Bocana del rio
Moche, Trujillo — Perd.

- Existe diferencia en el nivel de tolerancia al
Ni de bacterias aisladas de la Bocana del rio
Moche, Trujillo — Pert.

- Existe diferencia en el nivel de tolerancia al
Cr de bacterias aisladas de la Bocana del rio
Moche, Trujillo — Peru.

- Existe diferencia en el nivel de tolerancia al
Cd de bacterias aisladas de la Bocana del rio

Moche, Trujillo — Pert.

Concentracion de metales

pesados
Dependiente
Nivel de tolerancia a

metales pesados




65

ANEXO C
Medios de cultivo
Agar nutritivo Sigma
e Extracto de carne 5 g/L
e Extracto de levadura 2 g/L.
e Peptona 5 g/L
e NaCl 5g/L
e Agarl5 g/L
e pH7,2
Caldo tioglicolato Merck
Este medio de cultivo es usado para determinar el nivel de respiracion que posee un
cultivo bacteriano.
e Tripteina 15 g/L
e Extracto de levadura 5 g/L.
e Glucosa 5 g/L
e NaCl2,5¢g/L
e [-cisteina 0,5 g/L
e Tioglicolato de sodio 0,5 g/L.
e Resazurina 0,001 g/L
e Agar 0,75 g/L
e pH final: 7,1 £0,2
Agar sangre
Es una combinacion de un Agar base (agar nutritivo) con el agregado del 5% de sangre

ovina, también puede usarse sangre humana. El Agar Sangre aporta muchos factores de
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enriquecimiento, es un medio de aislamiento especialmente disefiado para facilitar el
crecimiento de microorganismos exigentes, contiene una mezcla de peptonas particularmente
adaptada al cultivo. La presencia de sangre permite la determinacion de la hemolisis, criterio
basico en la orientacion hacia la identificacion bacteriana.

e Infusion de musculo del corazon 10 g/L

e Peptona 10 g/L

e NaCl5g/L
e AguallL
e pH73

Agar movilidad

ES un medio que tiene la misma composicion del agar nutritivo, pero con solo la mitad
de agar (7,5 g/L).

Agar Luria Bertani (LB)

Este medio se uso para aislar los cultivos potencialmente tolerantes a las sales de los
metales pesados, asimismo para determinar el CMI de los metales pesados para cada uno de
los cultivos estudiados.

e TriptonalOg/L

e Extracto de levadura5g/L

e NaCl5g/L

o Agarl5g/L



