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RESUMEN

La Roxarsona® se usa como un complemento nutricional y antiparasitario de
manera frecuente en la industria agricola. Las bacterias presentes en el estiércol,
suelo y agua producen la transformacion de la roxarsona en productos toxicos, que
pueden lixiviarse desde la superficie hacia las napas de agua produciendo una
exposicidn cronica al arsénico inorganico el cual es toxico. El objetivo del trabajo fue
evaluar la transformacion del lixiviado del suelo por las comunidades bacterianas
presentes en agua de pozo; determinando la concentracibn de roxarsona y
compuestos inorganicos (roxarsona final, As (lll) y As (V)); identificar la presencia de
bacterias arsénico resistentes y comprobar la toxicidad que presenta este lixiviado al
ser transformado. Para ello se implementaron experimentos de transformacion del
lixiviado utilizando microcosmos, en presencia y ausencia de las comunidades
bacterianas de agua de pozo. Las diferentes transformaciones fueron analizadas
mediante espectrofotometria en un periodo de 20 dias. Para la deteccion de la
formacion de compuestos intermedios se utilizaron ensayos quimicos de
cromatografia liquida de alta resolucion en fase reversa con par idnico IP/RP/HPLC.
La caracterizacion metabdlica de las comunidades microbianas de aguas
subterraneas se realizé utilizando el kit comercial BIOLOG MicroPlate ™; y la
identificacion molecular, por medio del analisis del ADNr 16s. Finalmente, se evalud
la toxicidad de los compuestos presentes en el producto en condiciones anaerdbicas
utilizando el kit TOXI-CHROMO TEST vy células endoteliales del Cordén Umbilical

(HUVEC)

Los resultados obtenidos demostraron que las comunidades microbianas de
suelo, estiércol y agua de pozo en condiciones anaerdbicas (microcosmo B4)
transformaron la roxarsona en un 97,67% encontrandose una concentracion de
roxarsona de 3ppm, 3,15 ppb de As (lll) y 0,78 ppb de As (V). El analisis de toxicidad
mostro valores mayores al 70% de inhibicidn de la p-galactosidasa en todos los

microcosmos confirmando que los productos provenientes de la biotransformacion de
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la roxarsona, que se encuentran en el agua de pozo, pueden ser toxicos para el
hombre, y que esta se ve estrechamente relacionada con la concentracion de
arsenito (As lll). De igual manera, se comprobd que la roxarsona y los compuestos
de su transformacién afectaron la capacidad metabdlica de las comunidades
bacterianas de estiércol, suelo y agua de pozo aumentando la oxidacién de fuentes
de carbono como carbohidratos, aminoacidos y polimeros. Ademas afecto la
estructura de las comunidades bacterianas, especializando y reduciendo la
diversidad de especies. En el ensayo de MDS obtenido del DGGE permitié identificar
dos grupos de microorganismos con un 40% de similitud en sus comunidades, el
primer grupo formado por los microcosmos que no poseian roxarsona y los
microcosmos que presentaban bajo porcentaje de transformacidn (<50%); el
segundo grupo estaba formado por microcosmos que poseian un porcentaje de
transformacion de roxarsona mayor al 50%. Ademas, se secuenciacion las
principales bandas obtenidas por DGGE demostrandose la presencia de
Proteobacteria  (48,38%), Firmicutes (35,48%), Actinobacteria  (9,67%),
Planctonmycetes (3,22%) y Spirochaetes (3,22%).

Los resultados obtenidos sugieren que las comunidades bacterianas
presentes en agua de pozo pueden transformar la roxarsona proveniente de los
lixiviados de suelo y estiércol; incrementando la presencia de arsénico inorganico en

el agua.

Palabras clave: Roxarsona, comunidades microbianas, estiércol, lixiviado.
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ABSTRACT

Roxarsone ® is commonly used as a nutritional supplement and anti-parasite
supplemente in the agricultural industry. The bacteria present in manure , soil and
water on able to transformf roxarsone in toxic products that can leach from the
surface to the groundwater water producing the chronic exposure of humans to
inorganic arsenic. The aim of this work was to evaluate the transformation capacity of
the leachate by bacterial communities present in well water, determining the
concentration of roxarsone and inorganic compounds (final roxarsone , As (lll) and As
(V)); to identify the presence of arsenic-resistant bacteria, and to evaluate the
leachate toxicity often been transformed. Transformation experiments using leachate
microcosms with and without bacterial communities present in the well water were
implemented. Transformations were analyzed by spectrophotometry. To detect the
formation of chemical intermediates high-resolution liquid chromatography using
reverse phase ion pair IP / RP / HPLC was used. Metabolic characterization of
microbial communities in groundwater was performed using a commercial kit BIOLOG
™ microplate , and molecular identification by 16S rDNA analysis . Finally the toxicity
of compunds produced by anaerobic transformation of the leachate was evaluated by
using the kit TOXI-CHROMO TEST.

The results showed that soil, manure and water well microbial communities was able
anaerobic conditions (microcosm B4) showing to transform 97,67 % roxarsone finding
a concentration of 3 ppm of roxarsone, 3.15 ppb of inirganirc arsenite (As Ill) and 0.78
ppb of inorganic arseniate (As V). Toxicity analysis showed higher values at 70%
inhibition of p-galactosidase in all confirming microcosm products from the
biotransformation of roxarsone, which are found in well water can be toxic to humans,
and that this is closely related to the concentration of arsenite (As Ill). Similarly, it was
found roxarsone and its products affected the metabolic capacity of bacterial
communities from manure, soil and well water by increasing the oxidation capacity of

carbon sources such as carbohydrates, amino acids and polymers, as well as by
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modifying the structure of specialized bacterial communities and reducing species
diversity. MDS banding pattern analysis from DGGE allowed two groups with 40 %
similarity in their communities. The first group of microcosm had no roxarsone or low
roxarsone conversion ability (<50%), an the second group consist of microcosm with
increased degree of conversion of 50% roxarsone. The sequencing of the major
bands obtained by DGGE showed the presence of Proteobacteria (48.38 %),
Firmicutes (35.48%), Actinobacteria (9.67%), Planctonmycetes (3.22%) and
Spirochaetes (3.22 %).

The result present suggest that bacterial communities present in well water of human
consume in able to transform leached product from soil contaminated with poultry

faecal material allowing the release of inorganic arsenic to water.

Keywords: roxarsone , microbial communities , manure, leachate.
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1. INTRODUCCION

El acido (4-hidroxi-3-nitrofenil) arsonico, conocido como Roxarsona, es
una droga de uso animal manufacturada por Alpharma, aprobado para prevenir la
coccidiosis en animales de granja y ademas aumenta la eficiencia alimenticia y
mejora la pigmentacion de pollos (Yao, 2011). Estudio realizados por la Food and
Drug administration de Estados Unidos (FDA) demostro la presencia de arsénico
inorganico en el higado de pollos (Kitchin, 2001), por lo cual Alpharma, una
subsidiaria de Pfizer Inc., decidié suspender voluntariamente la venta de

roxarsona en el ano 2011.

Mas del 95% de la roxarsona suministrada a los pollos es excretada sin
cambios en el estiércol de aves (Garbarino et al., 2003) el cual es regularmente
utilizado como fertilizante en granjas aledanas, o en abonos comerciales (Yao,
2010). A consecuencia de las bacterias presentes en suelo se produce la
transformacién de la roxarsona en productos toxicos, dichos productos pueden
lixiviarse desde la superficie hacia las napas de agua produciendo una exposicion
cronica por ingesta de arsénico inorganico el cual es causante de cancer (Chen et
al., 1988), y ha sido relacionado con enfermedades cardiacas, diabetes y es
nocivo para las funciones cerebrales (Chen et al., 1992).

Las bacterias poseen diferentes mecanismos para transformar el arsénico
siendo uno de ellos la metilacion de los compuestos inorganicos de arsénico
formando intermediarios metilados de arsénico en condiciones aerodbicas y
anaerobicas. La metilacidn microbiana de los oxianiones inorganicos del arsénico
forman metilarsénicos como el monometilarsénico, dimetilarsina un producto de
las demetilacion del trimetilarsénico, estos compuestos pueden desmetilarse a
consecuencias de las bacterias presentes en el suelo (MacKenzie et al. 1979); los
enlaces formados As-C se forman dentro de las vias metabdlicas de las bacterias
(Cullen y Reimer, 1989).



Se han estudiado tres mecanismos bacterianos diferentes para la
transformacion de la roxarsona: el primero se produce por una reduccion de grupo
NO, de la roxarsona transformandose en acido 3-amino-4hidroxi fenilarsénico
luego se produce una desanimacion y como producto final el acido 4-
hidroxifenilarsénico. La segunda biotransformacion se produce por una ruptura del
anillo aromatico transformando al arsenito en arseniato y finalmente el arsenito
producido por la ruptura del grupo aromatico se metila para dar las diferentes
formas de arsénico metilado como el acido 5 monometil arsénico, acido 3
monometil arsénico, acido 5 dimetil arsénico, acido 3 dimetil arsénico, el éxido
trimetil arsina y finalmente el acido 3 trimetil arsénico (Challenger y Higginbottom
1935).

Se han aislado diferentes bacterias capaces de transformar arsénico, las
cuales afectan el comportamiento del metaloide tanto en su solubilidad,
biodisponibilidad y toxicidad (Nriagu, 1994). La presencia de mecanismos de
transformacién de arsénico y resistencia en bacterias se hace evidente debido a
su tolerancia en estos ambientes, las bacterias usan el arsenito como dador de
electrones oxidandose a arseniato, el arseniato puede ser usado como aceptor
final de electrones durante la respiracion anaerébica siendo menos toxico y movil
en el ambiente (Stolz et al., 2002); el arsénico inorganico puede acomplejarse con
residuos de cisteina y transformarse en especies organicas a partir de cascadas
de metilacion (Paez et al., 2009). Los mecanismos de resistencia codificados por
genes ars presentes en cromosoma o en plasmidos han sido los mas estudiados
(Escalante et al., 2006). El arsénico entra en la célula a través de canales para
fosfato o de glicoproteinas, ya en el interior como arseniato es reducido a arsenito
por ArsC (una arseniato reductasa) para ser expulsado luego por ArsB, este
proceso es regulado por gen arsR (Silver y Phung, 2005).

En Chile se han aislado bacterias transformadoras de arsénico de
diferentes fuentes como muestras de roca volcanica de la quebrada camarotes

(Campos et al, 2011), sedimentos de los sectores lllapata, Esquifia y
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Desembocadura del rio Camarones y del rio Lauca de la region Arica y
Parinacota, respectivamente (Mellado et al., 2011; Escalante et al., 2006). Sitios
donde la contaminacién de arsénico geologico superan los limites permitidos por
la Organizacion Mundial de la Salud de 10 ppb (Yanez et al., 2005). De igual
manera se han realizado estudios en Espana en el rio Tinto, el cual posee
similares caracteristicas fisico-quimicas a los rios presentes en Chile, en el cual se
identificaron bacterias descomponedoras de compuestos o6rgano arsenicales
(Lépez et al., 2001) aplicando una aproximacién a la meta gendémica funcional
para describir nuevos genes de resistencia al arsénico (Riesenfeld et al., 2004).

No obstante, no se han realizado estudios que indiquen la presencia de
microorganismos resistentes a arsénico en cuerpos de agua subterraneas
contaminadas por la presencia de roxarsona. Tomando en cuenta estos
antecedentes el presente estudio se orientdo hacia los procesos de

biotransformacién de los lixiviados de suelos que fueron tratados con roxarsona.

1.1 Roxarsona y su uso en la produccion avicola

Desde la década de 1940, se han usado ampliamente compuestos érganos
arsenicales en la dieta de aves de corral. En 1944, el 3-Nitro se convirtio en el
primer medicamento veterinario con arsénico aprobado por la FDA (Food and
Drug Administration) de EEUU. De acuerdo a Evisa (European Virtual Institute for
Speciation Analysis) el producto también se vende en Canada, México, Malasia,
Indonesia, Filipinas, Vietnam, Chile, Argentina, Peru, Venezuela, Brasil, Australia,
Pakistan y Jordania. Los investigadores han demostrado que la alimentacion de
pollos con el acido (4-hidroxi-3-nitrofenil) arsénico (roxarsona), en combinacion
con antibidticos y compuestos anticoccidiales, mejora el crecimiento de las aves
(Anderson y Chamblee, 2001; Alcaino et al., 2002; Chapman et al., 2004). Bassu
et al.,, (2008) realiz6 ensayos usando ceélulas endoteliales de pulmo6n y aorta
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humana, las cuales fueron expuestas a diferentes concentraciones de roxarsona,
los resultados demostraron que la roxarsona es un potente inductor de la
angiogénesis y que éste a través de distintas vias promueve la formacion de
tubos o capilares sanguineos ligados al proceso de crecimiento.

Los investigadores han demostrado que la dieta con roxarsona ha
moderado los efectos anticoccidiales. La dieta con roxarsona también mejora la
pigmentacién de pollos de engorde (Fry et al., 1976). Actualmente se administra
una combinacién de salinomicina, roxarsona y bacitracina a aves en etapa de
crecimiento temprano con el fin de aumentar su ganancia de peso y mejorar su
conversién alimenticia. De esta forma se usa como promotor de crecimiento dado
que también controla la flora bacteriana normal de estos animales (Chapman et
al., 2002; 2004).

En muchos paises se ha prohibido la venta de este compuesto, sin
embargo la roxarsona sigue siendo utilizado en la industria avicola, recientemente
(junio del 2011) se prohibié la venta de roxarsona en EEUU segun la FDA. En
Chile el uso de roxarsona esta regulado en la elaboracién de suplementos
animales, su administracion esta autorizada solamente a pollos en etapa de

crecimiento (SAG, 2006) y se comercializa como polvo mezclado con antibidticos.

1.2Roxarsona y su problematica ambiental

Los desechos de animales durante muchos afios han sido utilizados como
fertilizantes ya que poseen cantidades variables de nitrégeno, fésforo, potasio,
magnesio, azufre y otros elementos nutricionales para la vegetacion. Tales
contenidos varian segun la especie, pero también en funcion de la edad del
animal, la alimentacion, las caracteristicas del sitio en donde se acumulan los

desechos y su manipulacion. En general, los estiércoles suelen ejercer acciones
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positivas sobre un variado conjunto de propiedades, esencialmente porque
mejoran el contenido y la calidad de la materia organica del suelo (Pereira et al.,
2008). Se ha demostrado que el abono es capaz de mejorar la condicion fisica de
las tierras, al aumentar la porosidad total, la macro porosidad, la estabilidad de los
agregados, la capacidad de almacenaje de agua y disminuir la densidad aparente
del suelo, entre otros.

Segun varios autores la acumulacion del compuesto arsenical (Roxarsona)
se libera en su mayoria sin cambios en las deposiciones de los pollos, segun
Morrison, (1969) postula que el compuesto tiende acumularse en los desechos de
las aves. Se han realizado diversos estudios que han determinado que durante el
periodo de crecimiento de 42 dias de administracion de roxarsona, cada pollo
excreta aproximadamente 150 mg del compuesto (Anderson and Chamblee,
2001); resultando una concentracion de arsénico de 30 a 50 mg/kg en desecho
(Garbarino et al., 2003). Una vez utilizado estos desechos como fertilizantes, la
roxarsona se esparce en las praderas en un rango de dos toneladas métricas por
hectarea. De esta forma, si la superficie de la pradera es de 100 Hectareas cerca
de 10 kilos de arsénico se introducen al medio ambiente mediante este

procedimiento.

Varias especies de microorganismos como bacterias, hongos y levaduras
poseen la capacidad de metilar compuestos arsenicales presentes en el suelo
tanto en condiciones aerobicas como anaerdbicas (NCRCC, 1978); las bacterias
producen dimetilarsina, mientras que los hongos sintetizan trimetilarsina. La
dimetilarsina es un producto de oxidacion de compuestos trimetilarsenicales y
estos dos subproductos pueden desmetilarse por accion bacteriana. Segun
Mackenzie (1979) se estima que 2,1x10"° gramos anuales de arsénico se pierden
en la atmosfera desde la superficie terrestre debido a estos procesos bidticos.

Cortinas et al., (2006) mostraron que en ausencia de oxigeno la roxarsona

se transforma rapidamente a la correspondiente amina aromatica que es el acido
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4-hidroxi-3-aminofenilarsona (HAPA), la formacién de HAPA se atribuia a la
reduccion del grupo nitro. Ademas demostr6 que después de un tiempo
prolongado de incubacion HAPA y el acido 4-animofenilarsenico fue eliminado
cerca de un 99% en condiciones metanogénicas y sulforeductoras. Conjuntamente
indico que algunos sustratos actuan como donantes de electrones, tales como gas
hidrégeno, glucosa y lactato estimulando la tasa de reduccién del grupo nitro,
constituyéndose en el primer informe de una ruptura del grupo fenilarsénico

catalizada biologicamente en condiciones anaerobicas.

Stolz et al., (2007) evaluo la transformacion de la roxarsona en condiciones
anaerobicas por especies de Clostridium presentes en desechos de pollo y en un
cultivo puro de una especie de agua dulce (Clostridium sp. Cepa OhlLAs) que
respiran arseniato. Los principales productos fueron 3-amino-4-acido
hidroxibenceno arsonico y el arsénico inorganico. Experimentos de crecimiento de
la cepa OhILAs y analisis genémico pudieron indicaron el uso de la roxarsona
como aceptor terminal de electrones para la respiraciéon anaerdbica. Ademas se
realizaron analisis de la estructura electronica de los compuestos y estos sugieren
que la reduccion de los equivalentes reductores deben ir con el grupo nitro,
mientras que la liberacion de arsénico inorganico del anillo bencénico por la
ruptura del enlace C-As es poco probable. También determiné que la especie
Clostridium y especies de Lactobacillus son comunes en los desechos de pollo.
Ademas Stolz sugiere que el abono rico en materia organica y en conjunto con
anaerobiosis suele proporcionar condiciones necesarias para que las poblaciones
microbianas nativas puedan transformar la roxarsona, del estiércol de pollo, a

arsenico inorganico producto toxico.

Por lo tanto, el riesgo asociado a este tipo de practicas es alto, ya que una
vez esparcida la roxarsona en el suelo es rapidamente transformada a los estados
inorganicos del arsénico (As lll y As V). Aun faltan estudios mas completos acerca
de las comunidades bacterianas involucradas en la transformacion de este

compuesto; ya que la disposicion en el suelo de estos residuos pueden
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contaminar tanto aguas superficiales como subterraneas, contribuyendo a la
contaminacion por arsénico al ambiente ademas de poner en riesgo la integridad y
bien estar de animales y humanos (Rutherford et al., 2003; Welch et al., 2000;
British Geological Survey, 2001).

1.3 Lixiviacion de roxarsona

Al arsénico posee una alta afinidad por superficies minerales como arcillas,
oxidos de hierro, aluminio y manganeso, por ello es dificil controlar la
concentracion de arsénico en el agua y suelo; aun mas si las caracteristicas fisico-
quimicas como pH del suelo y densidad de carga son variables, los cuales pueden
cambiar de estados de oxidacion de forma rapida. La sorcion de la roxarsona

presenta caracteristicas especiales debido a su composicion organica y metalica.

Rutherford (2003), examino las caracteristicas de sorcion de la roxarsona y
determind las zonas donde esta se secuestra mas facilmente. Descubrié que al
incrementarse el pH de 2 a 8; la adsorcion de la roxarsona disminuia siendo este
mas facil para la lixiviacién. También se demostré que la sorcidén de la roxarsona
en oxidos de hierro es menor a la sorcion de arseniatos en los mismos Oxidos,
sugiriendo que el tamano de la molécula de roxarsona evita la unién con un
hidroxilo de metal a diferencia de los iones arseniato. Incluso se senaldé que la
roxarsona poseia una mayor capacidad de absorcion en la materia organica que el
arseniato, debido a su parte organica en la molécula. Finalmente el estudio indico
que la roxarsona absorbida por la materia organica es de facil lixiviacion en
comparacion al arsénico absorbido por el hidroxido de hierro, indicando que los
compuestos intermedios organoarsenicales transformados de la roxarsona pueden

ser lixiviable y llegar a las napas de agua profundas.



1.4 Componentes del arsénico en el ambiente

El arsénico (As) es un elemento que se encuentra en los sistemas naturales
en una gran variedad de formas quimicas, incluyendo formas inorganicas, As (lll) y
As (V), y formas organicas metiladas. El arsénico es un elemento del grupo V-A de
la tabla peridédica, se presenta en estado soélido como forma de sulfuro
principalmente. El arsénico se une covalentemente con metales, no metales y
pueden formar parte de moléculas organicas (Baran, 1995). El arsénico se
encuentra en los estados de oxidacién mas comun: -3, 0, +3, +5. El As®* puede
ser oxidado por las bacterias a pentadxido de arsénico y el As> a &cido orto
arsénico. En valores de pH hasta 2 el estado de oxidaciéon dominante es As®* y
aparece como H3AsOy; entre pH 2 y pH 11 se presenta como HzAsO4- y HAsO4 Zz,
Por otra parte los enlaces As-C son faciles de formar, lo cual ha proporcionado
diversos compuestos organoarsenicales y de facil metilacion (Baran, 1995).

La mayoria de los metales toxicos estan en solucion en forma de cationes
(p.ej. Pb*, Cu?*, Ni*, Cd*", Co?**, Zn?*), que generalmente son mas insolubles
cuanto mas alto sea el pH. A valores de pH cercanos al neutro la solubilidad de la
mayoria de estos cationes se encuentra limitada por la precipitacion o co-
precipitacion formando oOxidos, hidroxidos, carbonatos, fosfatos o mas
probablemente por la adsorcién fuerte a los éxidos metalicos acuosos, incluido el
arseniato, tienden a adsorberse menos fuertemente al aumentar el pH (Dzombak y
Morel, 1990). Bajo ciertas condiciones, estos aniones pueden persistir en solucion
en concentraciones relativamente altas (decenas de mg/L) incluso a los valores de
pH cercanos al neutro. Por lo tanto, los oxianiones que conforman los elementos
tales como Cr, As, U y Se son algunos de los contaminantes mas comunes en las

aguas subterraneas y superficiales.

El arsénico se encuentra en el agua, suelo, aire y alimentos de manera que
el hombre se encuentra expuesto al contaminante (Mandal et al., 2001; 2003). El
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arseénico se une con azufre, hierro y fosfatos (Tamaki y Frankenberger, 1992). La
forma predominante ya liberada en el medio es el arseniato As®* o arsenito As**
(Smith, 1998). El arsénico en el agua se carga negativamente formando los
oxoaniones (HAsO4?, HxAsO4, H.AsOs y HAsOs?) (Sadig, 1997). Los cuales
modifican su estado de valencia dependiendo del pH y el potencial redox del
medio (Smith, 1998). En el suelo el As °* es la forma predominante pero en
condiciones reductoras este cambia de estado de oxidacion a As ** (Tamaki y
Frankenberger, 1992).

1.5 As inorganico

El arsénico en su forma inorganica, puede presentarse en dos estados
redox: la forma reducida, arsenito (As lll), y la forma oxidada, arseniato (As V).
Ambos estados son téxicos para la mayoria de los organismos. En el ambiente, el
arsenito es la forma quimica mas soluble y mas movil y por lo tanto es la forma
mas téxica. El arseniato, a diferencia del arsenito, se fija fuertemente a la
superficie de varios minerales comunes tales como ferrihidrita y alumina. (Smedley
y Kinniburgh, 2002).

Los compuestos inorganicos trivalentes como el tricloruro de arsénico
(AsCl3) son utilizados en la industria ceramica y en la fabricacion de arsenicales
con contenido de cloro. El triéxido de arsénico (As;O3) o0 arsénico blanco se utiliza
en la purificacion de gases sintéticos y como materia prima para todos los
compuestos de arsénico; se utiliza también como conservante de cuero y madera,
como mordente en la industria textil, como reactivo en la flotacion de minerales y
para la decoloracion y refinamiento en la fabricacion del vidrio. El arsenito calcico
[Ca(As2H204)] y el acetoarsenito cuprico (considerado generalmente como
Cu(COOCHs3)2 3Cu(AsOy)2) son insecticidas. El acetoarsenito cuprico se utiliza

también en la fabricacion de pinturas para barcos y submarinos. El arsenito sodico
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(NaAsO,) se utiliza como herbicida, como inhibidor de la corrosién y como agente
de secado en la industria textil. El trisulfuro de arsénico es un componente del
cristal de transmision de infrarrojos y un agente para eliminar el pelo en el curtido
de pieles; también se utiliza en la fabricacion de material pirotécnico y de

semiconductores.

Los microorganismos presentes en suelos y ambientes acuaticos juegan un
rol fundamental en el ciclo biogeoquimico del arsénico lo que influye en el
comportamiento ambiental de este, ya que las diferentes especies del metaloide
muestran diferencias en la solubilidad o biodisponibilidad y toxicidad (Nriagu,
1994). Se han descrito diversas bacterias involucradas en los procesos de
transformacion que comprenden la oxidacidn, reduccion y metilacion del arsénico
(Muller et al., 2003).

Los microorganismos han desarrollado diversos mecanismos de tolerancia
para hacer frente a la toxicidad del arsénico. Mientras que algunas bacterias, son
solo capaces de reducir el arseniato como forma de detoxificacion. Otras bacterias
utilizan el arseniato como aceptor terminal de electrones dentro del proceso de
respiracion anaerdbica. La oxidacion microbiana de As (lll) a As (V) también
puede afectar la movilidad y la especiacion del arsénico en el ambiente (Ehrlich,
2002). Los organismos capaces de realizar este proceso son fisiolégicamente
diversos, e incluyen a heterétrofos y quimiolitoautétrofos oxidantes de arsenito. La
oxidacion heterotrofica de As (lll), se ve como una reaccion de detoxificacion, que
convierte el As (lll), ubicado en el exterior de la membrana celular, en As (V)
menos toxico para la bacteria (Stolz et al., 2002).
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1.6 As Organico

Existe una amplia gama de compuestos organicos de arsénico. El acido
cacodilico ((CH3)2AsOOH) se utiliza como herbicida y defoliante. El acido
arsenilico (NH2CgH4AsO(OH)2) se utiliza como cebo para saltamontes. El gas
arsina se utiliza en la sintesis organica y en el proceso de componentes
electronicos en estado solido. Las arcinas sustituidas son compuestos arsenicales
organicos trivalentes que, dependiendo del numero de grupos alquilos o fenilos
que tengan unidos al nucleo de arsénico, se conocen como arcinas mono, bi o
trisustituidas. La dimetilarsina (CHs3)AsH o cacodil hidruro y la trimetilarsina
(CHs)3As o trimetilarsénico son liquidos incoloros. Estos dos agentes se producen
tras la transformacion metabdlica de los compuestos de arsénico en bacterias y

hongos.

La metilacion del arsénico es un fendbmeno ampliamente distribuido en la
Naturaleza. Desde bacterias hasta humanos, la gran mayoria de organismos son
capaces de realizar esta reaccion, aunque, si bien es un proceso bien
documentado en hongos y eucariotas, es bastante desconocido aun en bacterias.
Asi, las rutas de metilacion propuestas para procariotas son las mismas que
aquellas que fueron descritas para el hongo Scopulariopsis brevicaulis
(Challenger, 1951). Estos mecanismos implican un conjunto de etapas en las
cuales, a la reduccion de las formas pentavalentes de As le sigue la adicion
oxidativa de un grupo metilo (Dombrowski et al., 2005). Esto genera una cadena
de productos metilados de especies quimicas de arsénico: monometil arsenito
(MMA), dimetil arseniato (DMA-V), dimetil arsenito (DMA-III) y 6xido trimetil arsina
(TMAO). Encontramos ejemplos de metilacion de arsénico tanto en bacterias
aerobias como anaerobias (Bentley y Chasteen, 2002), incluyendo Clostridium
collagenovorans, Desulfovivrio gigas, capaz de producir cantidades medibles de
TMA (Michalke et al., 2000), y Methanobacterium formicium (productor de arsina).
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1.7 Efectos toxicos del arsénico

La presencia de arsénico en aguas potables y de riego es un problema
econdmico, social y ambiental de extrema importancia. En varios paises de
América latina (especialmente en el norte de Chile y de Argentina) por lo menos
cuatro millones de personas beben en forma permanente agua con niveles de
arseénico que ponen en riesgo su salud, presentando indices muy elevados de
enfermedades ligadas a exposicion prolongada a este elemento. El arsénico es
uno de los elementos mas téxicos para el ser humano. Los humanos pueden estar
expuestos al arsénico a través de la comida, el agua y el aire. La exposicion
también puede producirse a través del contacto de la piel con el suelo o el agua
que contengan arsénico. Las principales actividades humanas fuentes de arsénico
son la mineria, la siderurgia, la agricultura, la silvicultura, las plantas de
tratamiento de combustibles fésiles, los desechos urbanos y la ganaderia
(Adriano, 2001; Cullen y Reimer, 1989). La formulacion de numerosos plaguicidas,
fungicidas y biocidas utilizados para controlar enfermedades en cultivos tanto
agricolas como forestales que suelen contener arsénico (Lepp, 1981). A su vez, La
exposicidn del hombre al arsénico en el agua continental se encuentra por debajo
de 1ug/L (Smedley y Kinniburgh, 2002) en comparacion al agua oceanica que la
concentracion de arsénico es cercano a 1,5ug/L (Biessen y Frimmel, 2003).

La organizacion mundial de la salud indica que el nivel maximo de arsénico
es de 10ug/L; pero un estudio de las plantaciones agricolas en Maryland que se
habian expuestos a estiércol avicola que contenia roxarsona; indicaba que poseia
concentraciones de arsénico mas altas que a superficies las cuales no se habian
tratado con el estiércol (Nachman et al., 2013). La roxarsona que posee el metal
pesado se puede lixiviar a aguas profundas estando disponible para
microorganismos que pueden transformar el compuesto en intermediarios mas
toxicos ademas de disolverse en el agua siendo esta ultima no apta para el
consumo humano (Krishnamurti y Naidu, 2008); indicando asi que algunos
fertilizantes derivados del estiércol contaminado pueden suponer un aporte de
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arseénico al suelo (Matschullat, 2000). Las personas que no estan expuestas a As
muere con una concentracion de 0,1 - 0,3 g/dia, contrario a lo que sucede con
personas que estan expuestos crénicamente pudiendo resistir 1 g/dia de H3AsOs;
sin presentar cambios de salud (Biessen y Frimmel, 2003). La exposicion laboral al
arsénico esta presente en ciertos trabajos relacionados con la mineria, la
combustién de carbdn rico en arsénico, uso de conservantes para la madera,

produccion y uso de pesticidas.

Ademas el arsénico es catalogado como un agente carcinégeno por el
Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer International Agency for
Research on Cancer (IARC, 1987), altos niveles de arsénico en el agua potable se
han relacionado con cancer de vejiga, pulmones y piel, asi como efectos no
cancerigenos, incluyendo enfermedades cardiovasculares, diabetes, queratosis y
otras enfermedades a la piel (Agency for Toxic Substancies and Desease Registry,
2005), lo que también se ha sido descrito por Yoshida et al., (2004), el cual
postula que la exposicidén cronica a As inorganico esta estrechamente relacionado
a el desarrollo de varias enfermedades, incluyendo enfermedad cardiaca,
diabetes, cancer y lesiones en la piel en los individuos expuestos. En Chile, la
mortalidad por cancer a la vejiga y al pulmon ha incrementado por agua potable
contaminada con arsénico (Marshall et al., 2007).

Si bien el modo preciso de accion de arsénico que induce a la enfermedad
es desconocida, se ha demostrado que la exposicion al arsénico altera los niveles
de metilacion de ADN y los promotores de genes; acetilacion de las histonas,
metilacion, fosforilacion y la expresion del mRNA (Ren et al.,, 2011). Estudios
sistematicos epigenomicos en las poblaciones humanas expuestas al arsénico o

en pacientes con cancer de arsénico asociados aun no se han realizado.

Los efectos toxicologicos del arsénico estan relacionados a su forma
quimica y a su estado de oxidacion; las formas organicas como roxarsona por

ejemplo, son menos toxicas, sin embargo la exposicidon ambiental a compuestos
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organoarsenicales comerciales es una preocupacion cada vez mayor (Sapkota et
al., 2007).

1.8 Bacterias Arsénico resistentes

Varios microorganismo han sido aislados de medios que son capases de
usar al arsénico como aceptor o donador de electrones. La oxidacion del As**
unido al O; es energéticamente favorable para las bacterias heterétrofas vy
autotrofas que pueden fijar el CO2 en condiciones aerobicas (llyaletdinov, 1981) y
fijar al nitrato en condiciones reductoras (Oremland et al, 2000). Hasta cierto punto
esto puede ser una manera para que los microorganismos puedan desintoxicar su
entorno inmediato; por ejemplo las bacterias oxidarian al As>* que es mas estable
y movil a As®* que es mas fuertemente adsorbido y menos téxicos (Oremland y
Stolz, 2003). Por otra parte, el As® se reduce a As®* en una reaccién energética
por medio del cual las bacterias anaerébicas usan al As®* como aceptor de

electrones en la respiracion (Ahmann et al., 1994).

Uno de los sistemas mas conocidos es el de los genes ars (Gotz et al.,
1983) el cual consiste en una serie de genes que codifican un sistema de flujo
transmembrana y una enzima arseniato reductasa. Este operdn posee un gen
regulador (ars R), un gen codificante para una bomba de expulsion
transmembranal especifica para arsenito (ars B) y un gen que codifica para una
arseniato reductasa (ars C) (Ji et al, 1993). Se ha descrito varias cepas
bacterianas como S. barnesii que reduce el As®* a As>* en presencia de lactato, B.
selenitireducens y B. aresenicoselenatis tienen la misma funcionalidad (Switzer,
1998). Otras tres especies que son capaces de crecer en medio con As® son
Sulfurospirillum arsenophilum (Steinberg et al.,, 1992), Desulfotomaculum
auripigmentum (Newman et al., 1997) y Chrysiogenes arsenatis (Macy et al.,
1993). Por otra parte el operon ars se ha descrito en Escherichia coli (Carlin et al.,
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1995; Diorio et al., 1995), Pseudomonas aeruginosa (Cai et al., 1998), Yersinia
spp. (Neyt et al., 1997; Bansal et al., 2000), Acidiphilum multivorum (Susuki et al.,
1997) y Thiobacillus ferrooxidans (Butcher et al., 2000).

1.9 HIPOTESIS DE TRABAJO

La roxarsona es usada en la industria avicola como aditivo alimenticio la
cual contiene un 28,48% de su peso molecular en arsénico. Debido a la alta
solubilidad de la roxarsona en el agua ésta podria movilizarse hasta llegar al agua
subterranea, contaminando el agua de consumo humano y de riego. Ademas, este
lixiviado podria ser transformado nuevamente por los microorganismos
anaerobicos presentes en las aguas subterraneas volviéndose aun mas toxico, ya
que en estas condiciones predomina el As®* responsable de provocar

enfermedades cardiovasculares y diversos tipos de cancer.

Estudios anteriores han comprobado que la roxarsona es transformada en
compuestos arsenicales de facil solubilidad y alta toxicidad por las bacterias que

se encuentran en suelo.

El presente trabajo plantea la siguiente hipotesis:

El lixiviado proveniente de suelos agricolas, que dentro de sus
constituyentes se encuentra roxarsona y compuestos arsenicales derivados de la
biotransformacion, es nuevamente transformado por las comunidades bacterianas,
presentes en aguas subterraneas, aumentando la concentracion de compuestos

arsenicales toxicos y moviles, en relacion al lixiviado original.
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1.10 OBJETIVO GENERAL

Determinar la capacidad de transformacién del lixiviado, proveniente del
suelo impactado con Roxarsona, por comunidades bacterianas asociadas a aguas

subterraneas y evaluar la toxicidad del lixiviado transformado.

1.11 OBJETIVOS ESPECIFICOS

. Determinar la transformacién de los compuestos arsenicales, presentes en
el lixiviado de suelo, por las comunidades bacterianas asociadas a aguas

subterraneas, en condiciones anaerobicas.

. Evaluar la degradacion y toxicidad del lixiviado de roxarsona
biotransformado por comunidades bacterianas de aguas subterraneas y suelo
agricola.

. Determinar las comunidades bacterianas presentes en aguas subterraneas

procedentes de un sector agricola.

16



2. MATERIALES Y METODOS

2.1 Toma de Muestra.

Las muestras de suelo fueron obtenidas de suelos agricolas de la Provincia
de Nuble, VIl Region del Bio-Bio, Chile. Estas se tomaron a una profundidad de
50 cm con cores de policarbonatos, de 5 cm diametro. Las muestras fueron
transportaron a 4°C al laboratorio de Microbiologia Ambiental de la facultad de
Ciencias Biologicas de la Universidad de Concepcidn.

Las muestras de agua subterranea se envasaron en frascos de vidrio neutro
o plastico estériles (esterilizados a 120°C por 15 minutos), transportada a 4°C al
laboratorio de Microbiologia Ambiental de la facultad de Ciencias Bioldgicas de la
Universidad de Concepcion.

Muestras de estiércol de pollo se recolectaron en una avicola de la region
del Bio-Bio, se almacenaron en bolsas estériles y transportadas a 4°C al
laboratorio de Microbiologia Ambiental de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la

Universidad de Concepcion.

2.2 Experimento de microcosmos y transformacién del lixiviado de suelo,

por bacterias de aguas de pozo

Los experimentos de microcosmos se realizaron en 4 columnas, las
columnas fueron fabricadas en vidrio con un tamafno de 50 cm de largo y 4 cm de
diametro. Cada columna contenia 1 kg de suelo y 10 g de estiércol de pollo,
previamente tratado con roxarsona (0.5 mM). El Microcosmo (A) (Control abiotico)
tenia: suelo agricola estéril y estiércol de pollo estéril. Microcosmo (B) tenia: suelo
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agricola y el estiércol de pollo sin esterilizar. Microcosmo (C): suelo estéril y
estiércol pollo. Microcosmo (D): suelo con bacterias y estiércol de pollo estéril. A
cada una de las columnas se agrego 45ml de agua estéril cada semana (Raizman
et al., 2011), y fueron incubadas a temperatura ambiente y en oscuridad durante
15 dias.

Los lixiviados proveniente de cada columna fueron colocados en 4 frascos
de vidrio esterilizable (BOECO). 1) El primer frasco poseia el lixiviado filtrado y
100ml de agua de pozo estéril; 2) el segundo frasco contenia el lixiviado sin filtrar
y 100ml de agua de pozo estéril; 3) el tercer frasco contenia el lixiviado filtrado y
100ml de agua de pozo sin esterilizar, y 4) el cuarto frasco contenia el lixiviado sin
filtrar y 100ml de agua de pozo sin esterilizar. Todos estos ensayos se realizaron
en condiciones anaerobicas sellados con una tapa de goma y envueltos en papel
aluminio. Para conseguir la anaerobiosis se bombed CO, estéril a los frascos por
45 segundos. Posteriormente se agrego 8,25 ml del lixiviado filtrado y sin filtrar
segun correspondia el caso, (Rutherford et al., 2003; Alley et al., 1999). Los
experimentos fueron realizados utilizando el lixiviado filtrado (por filtros de 0,22um)
y sin filtrar. Este ensayo demostro como actuaban las distintas comunidades

bacterianas por separado (Figura 1).

El suelo y estiércol se secaron por 48 horas en estufa a 37°C, luego se
realizaron tres ciclos de esterilizacion humeda en autoclave a 121°C por 15
minutos y finalmente se esterilizd por calor seco en horno a 150°C por 150
minutos, obteniendo suelo y estiércol estéril. El agua de pozo fue esterilizada a
121°C por 15 minutos. Para obtener la esterilidad en los lixiviados se filtro por
medio de filtros de jeringa con un poro de 0,22 nm.
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Microcosmo A

CONTROLABIOTICO

45 ml de agua estéril cada 15 dias

I kg de suelo estéril

10g. Estiércol estéril
Con 0.5mM de roxarsona

8,25 ml de lixiviado c/u
Lixiviado filtrado

Lixiviado sin filtrar

A3 Ad4
100 ml 100 ml 100 ml 100 mi
Agua de pozo Agua depozo | Aguade pozo Agua de pozo
Estéril Sin esterilizar Estéril Sin esterilzar

Microcosmo C

45 ml de agua estéril cada 15 dias

I kg de suelo con bacterias

10g. Estiércol estéril
Con 0.5mM de roxarsona

8,25 ml de lixiviado c/u

45 ml de agua estéril cada 15 dias

Microcosmo B

CONTROL BIOTICO

I kg de suelo con bacterias

10g. Estiércol con bacterias
Con 0.5mM de roxarsona

8,25 ml de lixiviado c/u
Lixiviado filtrado Lixiviado sin filtrar

8| 82 B3 B4
100 mi 100 ml 100 ml 100 mi
Agua de pozo Agua depozo | Agua de pozo Agua de pozo
Estéril Sin esterilizar Estéril Sin esterilzar

45 ml de agua estéril cada 15 dias

Microcosmo' D

| kg de suelo estéril

10g. Estiércol con bacterias
Con 0.5mM de roxarsona

8,25 ml de lixiviado c/u

Lixiviado filtrado Lixiviado sin filtrar Lixiviado fiitrado Lixiviado sin fiitrar
—— oe= T
- -
o] Cc3 C4 D2 D3 D4
100 ml 100 ml 100 ml 100 mi 100 ml 100 ml 100 ml 100 mi
Agua de pozo Aguadepozo | Aguade pozo Agua de pozo Agua de pozo Agua depozo | Aguade pozc Agua de poze
Estéril Sin esterilizar Estéril Sin esterilzar Estéril Sin esterilizar Escéril Sin esterilzar

Figura 1. Esquema de los ensayos realizados.

2.3 Evaluacion de la transformacién de roxarsona y lixiviado en ambientes

anaerobicos

La transformacién de la roxarsona fue determinada por espectrofotometria

UV. Se tom6 una alicuota de 10 ml del lixiviado de cada una de las columnas (A,
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B, C, D) a los 20 dias; después de colocar los primeros 45 ml de agua estéril.
También se tomaron alicuotas de los microcosmos de los frascos (A1, A2, A3, A4,
B1, B2, B3, B4, C1, C2, C3, C4, D1, D2, D3 Y D4) a los 0, 5 10, 15 y 20 dias
después de ser colocado el lixiviado en cada uno de los frascos. Posteriormente
cada alicuota fue filtrada por un medio de un filtro de membrana de 0,22 ym para

jeringa; obteniendo la esterilidad.

100 ul de cada una de las muestras filtradas se colocaron en los pocillos de
placas de lectura (placas de 96 pocillos fondo plano, Trueline) y fueron medidas en
un espectrofotémetro de microplacas Epoch™

500 nm.

a una longitud de onda entre 300 y

Los microcosmos (A1, B1, C1, D1) se tomaron como control para su grupo
correspondiente, las muestras (A1, B1, C1, D1) no cambiaron durante los 20 dias
ya que es estos ensayos no poseian bacterias que realicen una nueva
transformacion de la roxarsona remanente. Todos los ensayos se realizaron a
temperatura ambiente durante 20 dias, bajo condiciones controladas en el
laboratorio de Microbiologia Ambiental de la Universidad de Concepcion.

La transformacion de roxarsona fue analizada por medio de
espectrofotometria, basada en el método del trapezoide el cual calcula el area
formada bajo la curva que produce la lectura del espectrofotometro, demostrando
que existio una baja en la concentracion de roxarsona ya que sus areas también

mostraron una reduccién en su tamano.

Los resultados obtenidos se analizaron a través del software estadistico
Gen5™ (BIOTEK®).

20



2.3.1 Deteccion y cuantificacion de roxarsona

Se utilizé cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC) con un detector UV
(260 nm) segun lo propuesto por Chen et al., (2011), para la determinacién de
roxarsona. Las muestras fueron separadas en una columna C-18 (Hibar RT 250-
4,6mm Purospher Star RP_18 endcapped 5um) usando una fase movil compuesta
de 1% de acido acético y 3% metanol a una velocidad de flujo de 2,5 ml/min. Se
realizé una curva de calibracion de roxarsona (0,1-10 ppm). Bajo estas
condiciones el tiempo de retencion de roxarsona fue de 7,9 min y se obtuvo un

R?=0,99998. Las muestras fueron analizadas con un factor de dilucién igual a 10.

2.3.2 Determinacioén de arsénico total, arsenito y arseniato por
Espectrofotometria de Absorcion Atomica (AAS).

Para la determinacion y cuantificacion de As (lll) y As (V) se realizaron dos
curvas de calibracion (20-200ppb), la primera de arseénico total (As (lll) y As (V)) a
pH=0 ajustada con HCI, la cual fue reducido con un 4% de loduro de potasio y
acido ascorbico (ambos al 10%) dejando reposar 1 hora en oscuridad y la segunda
de As (lll) a pH=4,6 utilizando buffer de acido acético-acetato de sodio (0,5 M). Se
trabajé con una solucién sodio borohidruro (NaBH4) al 0,2% y estabilizada con
NaOH al 0,05% para la generacion de hidruro de arsénico, AsHs(g), el cual se
formar al mezclarse la muestra con el carrier (HCI 10% a pH=0 y el buffer de acido
acético-acetato de sodio (0,5 M a pH= 4,6) para seguir avanzando hacia una
segunda entrada donde se encuentra con el NaBH4, en continuo a estas entradas
para el flujo de reactivos se insertd un bucle de reaccion con el fin de mezclar los
reactivos y dar tiempo suficiente para la reaccion de formacion de hidruro,
finalmente es seguido por un separador gas liquido, donde los productos
resultantes que provienen del bucle de reaccion ingresan desde una entrada

inferior y entran en contacto frontal con el flujo de argdn que viene en descenso.
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Esta reaccidn consiste en la reduccion del arsénico mediante hidrogeno

elemental, el cual se origina por descomposicion del NaBH, en medio acido.

Formado el AsHs(g), es transportado hacia el espectrofotdmetro mediante el
gas de arrastre argon (Ar(g)), con un flujo de 50 ml/min. La absorcion la realizan
los atomos de la muestra, neutros, libres y en estado fundamental, los que son
obtenidos en una cubeta de cuarzo, la cual se ubica sobre la llama para alcanzar
la temperatura de atomizacion del arsénico (900°C) con llama reductora de
acetileno—aire (Arias, 2005).

2.4Determinacion de la Toxicidad

2.4.1 Deteccidn de la actividad toxica de roxarsona y compuestos derivados
de la biotransformacion.

La toxicidad de las muestras (A, B, C, D, P, K, A1, A2, A3, A4, B1, B2, B3,
B4, C1, C2, C3, C4, D1, D2, D3, D4) fueron analizados por medio de Toxi-
ChromoTestTM kit de Enviromental Bio-detection Products Inc. (ebpi) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Toxi-ChromoTestTM es un kit basado en la
capacidad de inhibir la sintesis de la B-galactosidasa de una cepa de E. Coli, esta
cepa es altamente sensible a una amplia variedad de sustancias toxicas tales
como metales pesados, contaminantes organicos e inorganicos (Kwan y Dutka
1992).

El método consiste en una placa de 96 pocillos que usa una sustancia
blanco la cual fue colocada en la primera columna y un téxico estandar Cloruro de
mercurio (HgCl,) colocado en la segunda columna, este ultimo sirvi6 como control
positivo y sirvio para la realizacién de una curva de calibracion; el resto de pocillos

fueron usados para analisis de las muestras.
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Se coloco 100 pul del diluyente G en las dos primeras columnas, luego se
coloco 200 pl de la solucion toxica en el primer pocillo de la primera columna, se
transfirio 100 ul de la mezcla anterior al pocillo siguiente repitiéendose este paso
hasta llegar al final de la columna, de esta forma se obtuvo una dilucion seriada
con una concentracion maxima de 4 uyg/ml de HgCl, y una concentracion minima
de 0,06 ug/ml de HgCly; en las siguientes columnas se dispensaron las muestras

por duplicado.

A continuacion se rehidratd la suspension bacteriana de la botella B con la
solucion de la botella C dejando a temperatura ambiente por 15 minutos. A
continuacion se transfirio 1 ml de la suspension bacteriana a la botella A, se
dispensd 100 ul de la suspension de la botella A a cada uno de los pocillos sin
incluir a los de la primera columna; se incubé la placa a 37°C durante 90 minutos.
Una vez retirada la placa de la incubadora se dispensé 100 pl del sustrato
cromogénico (botella F) en todos los pocillos de la placa y se cultivd nuevamente a
37°C por 30 minutos. Finalmente por medio del espectrofotémetro de UV
(EPOCH) se analizaron las muestras a una densidad optica de 615 nm. Estos
resultados fueron analizados posteriormente con el programa informatico que
contiene el kit Toxi-ChromoTestTM. Donde la toxicidad de los materiales
ensayados causa una densidad de color por debajo de los valores de densidad
optica de los controles y la toxicidad es calculada por la ecuacion:

1- D.Océlulastmtadas)

%Toxicidad = ( x 100

D.Océlulascontrol

* Las células tratadas fueron aquellas que se incubaron en presencia de las
muestras en estudio (compuestos toxicos). Las células control fueron aquellas

incubadas en ausencia de las muestras en estudio.
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2.4.2 Deteccidn de la actividad toxica de roxarsona y compuestos derivados
de la biotransformacién en células HUVECs.

Se utilizaron células endoteliales de vena umbilical humana (HUVEC), las
cuales fueron obtenidas mediante digestion con colagenasa tipo Il (0,2 mg/mL) y
mantenidas (37° C, 5% CO 2) en medio de cultivo primario suplementado con

suero.

Se procedio a transferir células HUVEC a placas de experimentacion (96
pocillos). Luego que la células alcanzaron 100% de confluencia, estas fueron
suplementadas con 50 ul de roxarsona (0,5 mM) (Rx), 50ul del microcosmo A1 (el
lixiviado de la columna A en agua de pozo estéril) y 50 ul de lixiviados filtrados
provenientes de los cuatro microcosmos (B1, B2, B3 y B4), cultivado bajo
condiciones anaerodbicas por 14 dias. Como control, se incubaron células HUVEC

viables suplementadas con 50 ul de agua estéril.

El recuento celular se realizé utilizando una camara de Neubauer utilizando
azul de tripan. Se extrajo una muestra de células en suspension (20 yl) durante la
etapa de tripsinizacién, en el momento en que se inactivo el efecto de la tripsina
con medio de cultivo M199 y 20% suero (10% suero bovino fetal y 10% suero de
recién nacido). Se afiadio 20 ul de la solucion de azul tripan, la cual tifie el medio y
las células muertas, permitiendo diferenciarlas de las células vivas. Se contaron
los cuadrantes superiores e inferiores, se obtuvo un numero de células promedio
por cuadrante y se multiplic6 por el volumen final de células en suspension
(Morata, 2005). Los porcentajes de viabilidad obtenidos fueron analizados
estadisticamente a través de ANOVA de una via y test T de Student, utilizando el

software GraphPad Prism 5®.
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2.5Caracterizacion de las comunidades microbianas de aguas subterraneas.

2.5.1 Caracterizacion metabodlica

Se realizd la caracterizacion metabodlica de los microcosmos asociados a
las muestras B1, B2, B3, B4, P (agua de pozo) y K (microcosmos de suelo y
estiércol sin roxarsona)., para el analisis metabodlico se uso el kit BIOLOG
EcoPlate™ siguiendo las instrucciones del fabricante (BIOLOG®, Hayward, CA,
USA). (Garland y Mills, 1991). Biolog Ecoplate™ es un sistema de 96 pocillos los
cuales contiene 31 fuentes de carbono y un pocillo control sin sustrato por
triplicado. los al ser usados por las bacterias producen un color violeta el cual es
medido por medio de un espectrofotometro de placa a 590 nm. Se inoculé 150yl
de cada muestra en cada pocillo y fueron incubadas a 25°C en ambiente humedo
con agua miliQ estéril. Se midié la densidad optica de cada pocillo a A= 590 nm
durante 96 horas con intervalos de 24 horas (Garland, 1997), usando el lector de
micro placas (Epoch™ de BIOTEK®). Las muestras para la inoculaciéon se
tomaron a los 20 dias de iniciado el experimento de transformacién de la
roxarsona en agua de pozo. Para este ensayo se midid una concentracion de

células de 1x10° a 1x10° células/ml.

Por medio de este kit se pueden medir varios indices como: desarrollo de
color en los pocillos de las micro placas (AWCD), indice de Shannon-Weaver (H’)
y el indice de riqueza (S) (OD>0,25) (Haack et al., 1990; Garland et al., 1997).
Estos indices fueron posteriormente analizados en el software GraphPad Prism
5®.

Los resultados de AWCD, H y E fueron analizados estadisticamente a

través de un ANOVA de una via y test T de Student con un 95% de confianza,
utilizando el software GraphPad Prism 5® (Tabla 1).
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Las fuentes de carbono se dividieron en carbohidratos (N=10), acidos
carboxilicos (N=9), aminoacidos (N=6), polimeros (N=4) y aminas (N=2) (Garland

y Mills, 1991). Para luego obtener el indice AWCD de cada muestra.

Tabla 1. indices de los perfiles metabdlicos.

Indices Abreviacion Férmula Variables

C= densidad o6ptica de
cada fuente de carbono.

Desarrollo de color en AWCD R= densidad o6ptica del

los pocillos de las OD=C-R pocillo control.

microplacas >OD/N N= numero de fuentes
de carbono

Enriquecimiento S 0OD>0,25 N= numero de fuentes
de carbono

2.5.2 Caracterizacion molecular

La caracterizacidon molecular se realizé por medio de electroforesis en gel
con gradiente denaturante (DGGE). La toma de muestras se realizdo a 20 dias
iniciado el experimento. Para lo cual se extrajo el ADN bacteriano por medio del
UltraClean® Microbial DNA Isolation Kit (Mo Bio laboratorios Inc.) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Para la extraccion de ADN se enriquecieron las
muestras de agua de pozo con un medio quimicamente definido MQD (Stolz y
Oremland, 1999), este medio contenia 0,1544g MgCl,-6H,0; 4,2g NaHCOs3; 0,59
de extracto de levadura, 10 ml de elementos traza y 2,4 ml de lactato (10mM) en

un litro de agua ultra pura.

Posteriormente se efectué una PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)
de la region V3 de la secuencia del ADNr 16s. La DGGE se ejecut6 en un

gradiente de desnaturalizacién del 10% al 80% para los analisis de los indices
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ecologicos y de 20% al 60% para la extraccion de bandas, purificacion,
amplificacion y posterior secuenciacion e identificacion de las cepas presentes en

las muestras (Leon, 2013; Escalante et al., 2006).

2.5.3 Amplificacién del gen ADNr 16S

La amplificacion del gen ADNr 16s se la realizé en dos fases mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). En la primera fase se utilizaron
partidores universales para el dominio bacterias, 907r (926r) y P3(341f) (Tabla 2).
El mix de PCR fue realizado en un volumen total de 50 pl, los cuales contenian 25
pl SapphireAmp® Fast PCR Master Mix (TAHARA BIO INC.), 2 pl de los partidores
907r (926r a una concentracion de 0,10uM) y 2 pl de P3 (341f a una concentracion
de 0,10uM), 4ul de DNA templado y 17 ul con agua DEPC (Dietilpirocarbonato).
Las condiciones para la PCR consistieron en una denaturacion inicial a 94°C por 5
minutos; luego 35 ciclos de denaturacion a 94°C por 30 segundos, alineamiento a
55,6°C por 45 segundos y elongacion a 72°C por 90 segundos y finalmente una
extension final a 72°C por 10 minutos.

El segundo paso consistidé en una PCR anidada de la region V3 del gen 16S
del ADNr; para esto se uso los partidores P3 (341f) y P2 (534r) y el ADN templado
de la PCR del 907. El partidor P3 contiene 40 bases de GC los cuales ayudan a la
disgregacion en el analisis de DGGE (Tabla 2). La mix de la PCR anidada poseia
un volumen total de 50 pl, los cuales contenian 25 pl SapphireAmp® Fast PCR
Master Mix (TAHARA BIO INC.), 2 ul de los partidores P2 (534r una concentracion
de 0.10 uM) y 2 ul de P3 (341f una concentracién de 0,10 uM), 4ul de DNA
templado y 17 pl con agua DEPC (Dietilpirocarbonato). A continuacion la PCR-
Touchdown poseia una denaturacion inicial a 94°C por 5 minutos; luego 20 ciclos
de denaturacion a 94°C por 30 segundos, alineamiento a 61°C por 45 segundos
(la temperatura de alineamiento fue decreciendo 0,5°C en cada ciclo hasta llegar a
51°C) y elongacion a 72°C por 90 segundos, finalmente se realizaron 10 ciclos de:
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denaturacion a 94°C por 30 segundos, alineamiento a 51°C por 45 segundos y
elongacion a 72°C por 90 segundos.

Tabla 2 Secuencia de partidores y tamafio esperado de los productos de PCR de
la amplificacion del gen 16S rDNA y region V3 del mismo gen.

Partidores Secuencia Tamano Referencia
esperado

907r 5-AGT TTG ATC MTG GCT CAG- 926 pb Muyzer et al.,
3 1995

P3 5-CCGTCAATTCMTTTG AGT
TT-3

P3 5-40 GC+TAG GGG AGG CAG 193 pb Wang et al.,
CAG-3 2008

P2 5ATT ACC GCG GCT GG-3’

2.5.4 Electroforesis en gel con gradiente denaturante (DGGE)

Los productos de amplificacion de PCR del dominio bacteria con el partidor
907r se sometieron a una electroforesis en gel con gradiente denaturante (DGGE).

Estos productos sirvieron para separar las diferentes bandas OTU’s
(Unidades operacionales taxondmicas) existentes en las muestras de los
diferentes ensayo; el gel contenia un gradiente de denaturacion del 10% al 60%
preparado con las soluciones stock que se muestran en la Tabla 3. Para formar el
gradiente se preparo un gel usando 15 ml de cada solucion stock, para la
polimerizacién de la acrilamida se usé 130 yl de per sulfato de amonio (BioRad®)
al 10% y 13 pl de N'-Tetra-metil-etilendiamina [TEMED] (BioRad®), el gradiente
vertical se obtuvo utilizando el formador de gradiente de proporcionado por el
fabricante del equipo para DGGE (C.B.S Scientific Company®) siguiendo las
indicaciones. Se cargo las muestras de la PCR de los partidores (907r-P3f ) para
lo cual se uso 15 pl de los productos de la amplificacion, mezclado con 3 ul buffer
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de carga (Blue 6x Bio Labs Inc.) en una proporcion 3:1, esta mezcla se cargo en
los geles denaturantes por medio de una jeringa Hamilton

Los OTU’s mas representativos de este ensayo fueron cortados del gel para
su purificacion y colocando las bandas en tubos Eppendorf de 1,5 ml con 50 pl de
agua DEPC en bafio Maria a 65 °C por 15 minutos y posteriormente una
centrifugacion a 10000 rpm por 3 minutos. Finalmente estas secuencias se re
amplificaron y fueron secuenciadas por Macrogen Inc. para a su identificacion por
medio de BLAST.

Tabla 3. Preparacion de las soluciones stock de DGGE.

10% 20% 60% 80%
Acrilamida Bis 18.8 ml 18.8 ml 18.8 ml 18.8 ml
30%
TAE 50X 2 ml 2 ml 2 ml 2 ml
Formamida 4 ml 8 mi 24 ml 32 ml
Urea 4,249 8,449 252¢g 33,69

Aforar a 100 ml con agua DEPC

Para el analisis de la region v3 del ADNr 16s se prepararon geles con una
concentracion de agente denaturante del 20% al 80%. (Tabla 2) Los geles se
prepararon con concentracion en gradiente de agente denaturante entre el 20% al
80%. Para esto se usdé 15 ml de cada solucién stock para la formacion del
gradiente. La polimerizacion de la poliacrilamida se logré agregando 130 pl de
persulfato de amonio (BioRad®) 10% y 13 yl de N’'-Tetra-metil-etilendiamina
(TEMED) (BioRad®), el gradiente vertical se obtuvo utilizando el formador de
gradiente de proporcionado por el fabricante del equipo siguiendo sus
indicaciones. Se uso 16 ul de los productos de la amplificacién con los partidores
P2-P3, mezclado con 3 ul de buffer de carga a una concentracién 6x obteniendo
una proporcion 3:1, esta mezcla se cargo en los geles denaturantes por medio de
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una jeringa Hamilton. A diferencia del gel anterior; este gel sirvio para realizar los

estudios de los indices ecoldgicos y de diversidad bacteriana.

La técnica de Electroforesis en gel con gradiente de denaturacion se realizo
en el equipo DGGE-1001 (C.B.S Scientific Company®). Este equipo posee una
camara de electroforesis vertical cargada con buffer TAE 1X (40 mM Tris-acetato y
1mM EDTA, pH 8.3 a 25°C) el casete que contiene los geles son embebidos en
esta solucion y la electroforesis fue corrida a 82V por 18 horas a 56°C. El gel fue
tefiido con una solucion de SYBR Gold Nucleic acid gel stain (Molecular Probes
Invitrogen®) al 0,05% durante 1 hora en oscuridad, posteriormente la visualizacion
de las bandas se las realiz6 en UltraBright LED Transilluminator, 470nm (LB-16
MAESTROGEN) y se fotografi6 con una camara Canon PowerShot G12 de
10.0MP en formato RAW, para asi obtener un registro de los patrones de las

bandas de cada muestra y su posterior analisis informatico.

Las imagenes del gel fueron reconstruidas con software Photoshop
CS6.v13.0 (Adobe). Las bandas se analizaron usando el software Gel-Pro
Analyzer 4.0 (Applied Math) definiendo las bandas como aquellas que poseian al
menos 5% de intensidad de la banda mas intensa, anotandose como presencia o
ausencia de las bandas en cada posicion del gel. Para la comparacion se
construyé una matriz binaria basada en la presencia (1) o ausencia (0) de cada
banda individual por cada linea, los cuales son usados para la construccion de una
matriz de distancia. La matriz de distancia fue usada para la construccion de un
diagrama de escalamiento multidimensional (MDS) el cual es un mapa
bidimensional con ejes artificiales X y el eje Y donde cada fingerprint de DGGE se
coloca como un punto de forma que las muestras similares son representadas
juntas. Clustering analysis y MDS se llevaron a cabo con el PRIMER V6 software
package (Clarke y Gorley, 2001). Los patrones unicos de DGGE o unidades
operacionales taxonomicas (OTU’s) se examinaron usando dos indices que

indican los aspectos de la diversidad microbiana. El indice de Shannon-Weaver
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indice de diversidad H (Shannon y Weaver, 1963) y el indice de equidad E (Pielou,
1975) se calcularon para cada muestra de acuerdo a la formula:

H=—E(ni/N)log(ni/N)
E=H/logS

Donde ni es la intensidad relativa de cada superficie de la banda del DGGE,
S es el numero de banda de DGGE (usado para indicar el numero de especie) y N
la sumatoria de todas las bandas en la superficie en una muestra dada (usada
para estimar la abundancia de especies).

El rango de riqueza ponderado (Rr) es el numero total de bandas
multiplicado por el porcentaje de gradiente de Denaturacion necesario para

describir la diversidad total de las muestras analizadas segun la siguiente formula:

Rr = (C*xDg)

Donde C representa el numero total de bandas en el patron y Dg el
gradiente de Denaturacion comprendido entre la primera y la ultima banda del
patron (Marzorati et al., 2008).

2.5.4 Electroforesis en gel de agarosa

Los amplicones de cada PCR se visualizaron en un gel de agarosa al 2% al
cual se le agrego 1,8 yl de MaestroSafeTM Prestained por cada 100 ml de
solucién, la electroforesis se corrié a 90V por 40 minutos, la electroforesis fue
realizada a todos los productos de PCR del gen ADNr 16s con los partidores 907r-
P3f y con los partidores P2r-P3f y ADN total extraido de las muestras enriquecidas
con el MDQ.
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Los productos de PCR contenian SapphireAmp® Fast PCR Master Mix
(TAHARA BIO INC.) la cual poseia en su mezcla el Buffer de carga. Los
fragmentos amplificados fueron comparados segun el marcador de peso molecular
de 100pb (CLEAVER) , posteriormente el gel se observo en un transiluminador.

Las electroforesis fueron realizadas, para el gen ADNr 16S (1500 pb) y
para la regién V3 del ADNr 16S (190 pb), cargando 5 yl del producto de PCR. El
tamafo de los fragmentos amplificados se comprobé comparando con un
marcador de peso molecular de 100 pb (New England, BioLabs®). La visualizacion
fue realizada en UltraBright LED Transilluminator, 470 nm (LB-16
MAESTROGEN).
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3. RESULTADOS

3.1 Evaluacion de la transformacion de roxarsona y lixiviado en ambientes
anaerdébicos

Los valores obtenidos por el método del trapezoide fueron convertidos en
porcentajes, siendo un valor de area de 186,97 equivalente al 100% de roxarsona
a una concentracion de 0,5mM, los datos obtenidos fueron analizados por medio
de ANOVA con un 95% de confianza y un analisis de TUKEY de comparacion
entre variables.
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Figura 2. Porcentaje de roxarsona transformada en los microcosmos A (Control

abidtico), B (Bacterias de suelo-estiércol), C (Bacterias de suelo), D(bacterias de
estiercol).

El microcosmos A fue considerado como control, el cual no poseian
bacterias para la transformacion de roxarsona. El analisis de ANOVA mostré un
R= 0,9804 con un 95% de confianza entre los datos analizados. Los porcentajes
de roxarsona transformada en los lixiviados de los microcosmos B, C y D (23,39%;
57,85%, 22,97%, respectivamente) mostraron una diferencia significativa en

comparacion con el porcentaje de roxarsona transformada del microcosmo A (3%).
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Entre los microcosmos B y D no hubo una diferencia significativa entre los valores
de transformacion (23,39% y 22,97%, respectivamente); indicando que el
microcosmo B, que tenia las bacterias de suelo y estiércol, obtuvieron el mismo
nivel de transformacion que el microcosmo D que poseia bacterias de estiércol. El
microcosmo C que tenia bacterias de suelo obtuvo mayor porcentaje de roxarsona

transformada (57,85) con respecto a los A, B y D microcosmos A, By D (Figura 2).
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Figura 3. Porcentaje de roxarsona transformada por bacterias del microcosmo A3
(contiene roxarsona lixiviada de la columna A en agua de pozo con bacterias)
durante 5, 10, 15y 20 dias.

El lixiviado del microcosmo A (control abi6tico) se tomo como control para el
microcosmo A3 (agua de pozo con bacterias. Los porcentajes de transformacion
del microcosmo A2 (lixiviado estérii y agua de pozo estéril) fueron
estadisticamente similares a los porcentajes de transformacion del microcosmo A1
ya que tenia las mismas condiciones de esterilidad (datos no mostrados). El
porcentaje de transformacion en el microcosmo A3 fueron estadisticamente
similares a los porcentajes de transformacion del microcosmo A4 (agua de pozo
con bacterias) ya que también tenian las mismas condiciones. Las bacterias
presentes en el microcosmo A3 que poseia 8,25 ml del lixiviado de la columna A
en 100 ml de agua de pozo demostré una disminucion significativa de roxarsona a
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los 20 dias obteniendo un 95,13% de roxarsona transformada en comparacién con
el control (3%). La roxarsona transformada a los 5 y 10 dias (92,85% y 92,86%) no
se obtuvo una diferencia significativa entre estos dias; de igual forma la roxarsona
detectada se mantuvo a los 15 y 20 dias (95,08% y 95,13%) (Figura 3).
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Figura 4. Porcentaje de roxarsona transformada por bacterias del microcosmo B2

(contiene lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias) durante 5, 10,
15y 20 dias.

El lixiviado del microcosmo B (bacterias de estiércol y suelo) fue
considerado como control para B2, B3 y B4. En el microcosmo B2 (bacterias de
agua de pozo) transformé la roxarsona en un 96,98% a los 20 dias demostrando
una reduccion significativa en comparacion con el control (23,39%). Entre los 10,
15 y 20 dias existio una transformacion de roxarsona del 95,65%; 95,68% y

96,27%; respectivamente sin ser estadisticamente significativa entre ella (Figura
4).
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Figura 5. Porcentaje de roxarsona transformada por bacterias del microcosmo B3
(contiene lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias de estiércol y
suelo) durante 5, 10, 15y 20 dias.

Las bacterias presentes en el microcosmo B3 (agua de pozo con bacterias
de estiércol y suelo) se demostré una transformacién de roxarsona del 96,27% en
comparacién con el control (23,39%). Los valores a los 5, 10 y 15 dias no
demostraron una reduccién significativa durante el tratamiento (95,79%; 95,68% vy
95,65%, respectivamente) (Figura 5).
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Figura 6. Porcentaje de roxarsona transformada por bacterias del microcosmo B4
(contiene lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias de suelo,
estiércol y agua de pozo) durante 5, 10, 15y 20 dias.
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Las bacterias presentes en el microcosmo B4 (bacterias de suelo, estiércol
y agua de pozo) transformd la roxarsona en un 97,64% a los 20 dias siendo
estadisticamente significativo en comparacion con el control (23,39% de roxarsona

detectada).
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Figura 7. Porcentaje de roxarsona transformada por las bacterias presentes en el
microcosmo C2 (lixiviado de la columna C en agua de pozo con bacterias de
suelo) durante 5, 10, 15y 20 dias.

El lixiviado del microcosmo C (bacterias de suelo) fue considerado como
control para C2, C3 y C4.

Las bacterias presentes en el microcosmo C2 (bacterias de agua de pozo)
transformaron la roxarsona en un 92,55% durante los 20 dias en comparacion con
el control (57,85%) (Figura 7).
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Figura 8. Porcentaje de roxarsona transformada por bacterias del microcosmo C3
(bacterias de suelo) durante 5, 10, 15y 20 dias.

Las bacterias presentes en el microcosmo C3 transformaron la roxarsona
en un 94,12% a los 20 dias siendo significativamente diferente al control (57,85%),
de igual forma que en el microcosmo C2, el microcosmo C3 mantuvo el porcentaje
de transformacion de roxarsona, sin un cambio aparente durante los 20 dias
(Figura 8).
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Figura 9. Porcentaje de roxarsona transformada por bacterias presentes en el
microcosmo C4 (bacterias de suelo y agua de pozo) durante 5, 10, 15 y 20 dias.
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En el microcosmo C4 se obtuvo un porcentaje transformacion de roxarsona
del 92,46% comparacion con el control (57,85%) (Figura 9).
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Figura 10. Porcentaje de roxarsona transformada por las bacterias presentes en el
microcosmo D2 (bacterias de agua de pozo) durante 5, 10, 15y 20 dias.

El lixiviado del microcosmo D (bacterias de estiércol) fue considerado como
control para D2, D3 y D4.

La bacterias presentes en el microcosmo D2 (bacterias de agua de pozo)
transformaron la roxarsona en un 94,20% durante los 20 dias obteniendo una

diferencia de 71,23% con respecto a la roxarsona transformada en el control
(22,97%) (Figura 10).
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Figura 11. Porcentaje de roxarsona transformada por bacterias presentes en el
microcosmo D3 (bacterias de estiércol) durante 5, 10, 15 y 20 dias.

Se obtuvo una transformacién de la roxarsona del 97,21% por parte de las
bacterias presentes en el microcosmo D3 (Bacterias de estiércol)durante los 20

dias del ensayo.
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Figura 12. Porcentaje de roxarsona transformada por las bacterias presentes en el
microcosmo D4 (bacterias de estiércol y de agua de pozo) durante 5, 10, 15y 20
dias.
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Las bacterias presentes en el microcosmo D4 transformaron la roxarsona a
los 10 dias hasta el dia 20. En relacion al control existio una transformacion de la
roxarsona del 72,56% durante los 20 dias. A los 20 dias el porcentaje de
roxarsona remanente fue de 4,47% (Figura 12).
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Figura 13. Porcentaje de roxarsona remanente en agua de pozo a los 20 dias.

Como se menciono anteriormente, el lixiviado correspondiente a cada
columna fue colocado en agua de pozo en diferentes condiciones: (1) esterilidad
total; (2) con bacterias provenientes del lixiviado; (3) bacterias de agua de pozo; y
(4) bacterias de agua de pozo junto con bacterias procedentes del lixiviado, los
cuales produjeron diferentes porcentaje de transformacion. A estos datos se les
realizo el analisis de porcentaje de roxarsona remanente del cual se demostro que
el microcosmo B4 fue el que obtuvo el menor porcentaje de roxarsona remanente
(2,43%), este microcosmo poseia bacterias de agua y bacterias provenientes del
lixiviado de la columna B (bacterias de suelo y estiércol). El segundo microcosmo
con menor porcentaje de roxarsona remanente fue D3 con un porcentaje de
2.87%; el tercero fue el microcosmo B2 con 3.11% y el cuarto el microcosmo B3
con 3,84% (Figura 13).
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3.2 Analisis de transformacién de roxarsona y especies arsenicales

inorganicas por HPLC

3.2.1 Deteccidn y cuantificacion de roxarsona
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Figura 14. Concentracion de roxarsona (ppm) en los microcosmo B (bacterias de
estiércol y suelo), B1 (lixiviado de la columna B en agua de pozo estéril), B2
(lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias), B3 (lixiviado de la
columna B en agua de pozo con bacterias de suelo y estiércol) y B4 (lixiviado de la
columna B en agua de pozo con bacterias de suelo, estiércol y agua de pozo)
detectada por HPLC después de 20 dias.

Se realiz6 el analisis de ANOVA para los datos de roxarsona detectada por
HPLC (Figura 15), demostrando que no existido una diferencia significativa entre el
lixiviado del microcosmo B (8,97 ppm) y las muestras de los microcosmos B1, B2,
B3 y B4 en el tiempo inicial (p<0,05). Pero si se demostrd una diferencia entre las
muestras de los microcosmos B y (B1, B2, B3 y B4) a tiempo final de 20 dias
(p<0,001). En el microcosmo B4 y B3 se detecto la menor concentracion de
roxarsona (3 ppm), la segundo concentracion menor detectada fue del
microcosmo B2( 3,73 ppm) y la tercera fue del microcosmo B1 (6,9 ppm) (Figura
14).
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El analisis de ANOVA entre los tiempos iniciales y tiempos finales de B2, B3 y B4
también mostraron una diferencia significativa (p=0,001) reafirmando que las

bacterias presentes en los microcosmos transformaron la roxarsona.
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Figura 15. Grafico de peaks de deteccion de roxarsona por medio de HPLC.

3.2.2 Determinacion de arsénico total, arsenito y arseniato por
Espectrofotometria de Absorcion Atomica (AAS).
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Figura 16 Concentracion final de arsénico inorganico (As total, As lll y As V)

Arsenico inorganic

después de 20 dias en los ensayos B (bacterias de estiércol y suelo), B1 (lixiviado
de la columna B en agua de pozo estéril), B2 (lixiviado de la columna B en agua
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de pozo con bacterias), B3 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con
bacterias de suelo y estiércol) y B4 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con
bacterias de suelo, estiércol y agua de pozo) detectada por HPLC después de 20
dias.

Los datos obtenidos de AAS fueron sometidos a un analisis de ANOVA y un
test de comparacion multiple de Tukey con un p< 0,05 lo que demostré que existe
una diferencia estadistica para el arsénico total entre las muestras, siendo la
mayor concentracion de arsénico total detectada en el microcosmo B2 (8,31 ppb) y
la menor concentracion de arsénico total detectada fue en el microcosmo B3 (3,56
ppb) (Figura 16).

Para el caso de arsenito (As Ill) se detectd la muestra de mayor
concentracion fue el microcosmo B4 (3,40 ppb) y la menor concentracion fue de
B2 (2,60 ppb) (Figura 16).

El arseniato (AsV) mostro una diferencia estadistica entre las muestras B1-
B2, B1-B3, B1-B4, B2-B3 y B2-B4. Mostrando la maxima concentracion de As V
en el microcosmo B2 (5,71 ppb) y la minima concentracion para el microcosmo B3

(0,75 ppb).

Finalmente el microcosmo B4 obtuvo una concentracion de arsénico total

de 3,65 ppb, arsenito de 3,15 ppb y arseniato de 0,78 ppb (Figura 16).

3.3 Determinacion de toxicidad

3.3.1 Deteccidn de téxidad de roxarsona y compuestos derivados de la
biotransformacion.
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Los datos de la toxicidad encontrados por el kit comercial Toxi-ChromoTest™

fueron analizados por medio de un test de ANOVA.
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Figura 17. Porcentaje de inhibicion de la actividad enzimatica ($-galactosidasa) de

Inhibicion de la actividad
enzimatica (%)

los microcosmos A3 y A4.

En los ensayos de toxicidad de los productos obtenidos en los microcosmos
A3 y A4; se pudo observar una inhibicion de la actividad enzimatica (p-
galactosidasa) del 71,27% para A3 y de 71,38% para A4 valores que no son
estadisticamente diferentes entre ellos. (Figura 17).
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Figura 18. Porcentaje de inhibicion la actividad enzimatica (3-galactosidasa) de los

microcosmos B1, B2, B3 y B4.

El microcosmo B1 que solamente era el lixiviado en agua de pozo obtuvo
un 75,15% de toxicidad. El microcosmo B2 obtuvo un 71,17% de inhibicién de la
actividad enzimatica. El microcosmo B3 obtuvo un 71,3% de inhibicion de la

actividad enzimatica y para el microcosmo B4 un 72.39% de inhibicion (Figura 18).
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Figura 19. Porcentaje de inhibicion de la actividad enzimatica (3-galactosidasa) de

los microcosmos C1, C2, C3 y C4.

El microcosmo C2 que poseia a bacterias de suelo obtuvo un 73,72% de
inhibicion de la actividad enzimatica, el microcosmo C3, que poseia bacterias de
agua de pozo juntamente con la roxarsona lixiviada de la columna C, tenia un
73,72%, finalmente para C4 que poseian bacterias de suelo y de agua de pozo

obtuvo el menos porcentaje de inhibicion con un 71,07% (Figura 19).
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Figura 20. Porcentaje de inhibicion de la actividad enzimatica (-galactosidasa) de

los microcosmos D1, D2, D3 y D4.

Para el caso de los ensayos que contenian el lixiviado de la columna D
(bacterias de estiércol) obtuvieron un porcentaje de inhibicibn enzimatica del
70,21% para la muestra del microcosmos D1, 70,26% para D2, 72,6% para D3 y
70,67% para D4 (Figura 20).

Realizando una comparacion entre los porcentajes de roxarsona detectada
y porcentaje de inhibicion enzimatica se puede concluir que los microcosmos B2
(3,11% y 71,17%, respectivamente); B3 (3,84% y 71,30%, respectivamente); B4
(2,43% y 72,39%, respectivamente); D3 (2,87% y 72,60%, respectivamente) y D4
(4,58% y 70,67%, respectivamente) poseian los menores porcentajes de
roxarsona detectada y el mayor porcentaje de inhibicibn enzimatica en
comparacion con los otros ensayos (Figura 21). Al comparar estos resultados se
observo que los microcosmos conformados por bacterias de agua de pozo-suelo y
estiércol fueron los mas eficientes en la transformacién de roxarsona seguido del
microcosmo de bacterias de agua de pozo y estiércol, de esta manera se pudo
indicar que las especies bacterianas que se encuentran en el estiércol y agua de
pozo son la principales responsables en la transformacién de roxarsona y

produccion de compuestos toxicos (Figura 21).

47



120,00 1

100,00‘IIIIIIIIIIII

:\‘; 80,00 -

z LN EEEEEEELEE

o & Transformacion de roxarsona
| 5]

Yot

& 40,00 - & Inhibicién enzimatica

0,00 LN RE RN

A2 A3 A4 B2 B3 B4 C2 C3 C4 D2 D3 D4

Ensayos

Figura 21. Relacion entre porcentaje de roxarsona transformada en agua de pozo
y porcentaje de inhibicion enzimatica.

Tabla 4. Porcentaje de toxicidad, As Ill, As V, roxarsona inicial y roxarsona final
para los microcosmos B, B1, B2, B3 y B4.

Microcosmo %Toxicidad %As lll %AsV % Roxarsona inicial %Roxarsona final

B 36,9 43,93 56,08 100 76,91
B1 79,15 46,07 53,92 5,43 5,21
B2 71,17 31,28 68,71 4,95 3,11
B3 71,3 78,93 21,06 5,8 3,84
B4 72,39 86,3 21,36 4,42 2,43

Tabla 5. Matriz de correlacion de PEARSON entre el porcentaje de toxicidad y
porcentaje de As lll, AsV, roxarsona inicial y final.

Microcosmo %Toxicidad %As lll %AsV % Roxarsona inicial %Roxarsona final
% As IlI 0,25 1,00
% AsV -0,25 -0,99 1,00
% Roxarsona inicial -0,98 -0,31 0,30 1,00
% Roxarsona final -0,97 -0,32 0,31 1,00 1,00
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Ademas se realiz6 una correlacion de PEARSON para los porcentajes de
toxicidad, As lll, AsV, roxarsona inicial y roxarsona final (Tabla 4). El indice de
correlacion indica que si r = 1, existe una correlacion positiva perfecta es decir
que cuando una variable aumente la otra variable aumentara en proporciones
constantes. 0 < r < 1, existe una correlacion positiva es decir que cuando una
variable aumente la otra variable aumentara en proporciones no constantes. Sir =
0, no existe relacion lineal Si -1 < r < 0, existe una correlacion negativa es decir
que cuando una variable aumente la otra variable disminuye en proporciones
constantes. Y si r = -1, existe una correlacion negativa perfecta, es decir que
cuando una variable aumente la otra variable disminuye en proporciones no
constantes. La correlacion de PEARSON se realiz6 a cada una de las variables, el
valor de r=0,25 para la correlacion entre el porcentaje de toxicidad y el porcentaje
de As lll fue positivo indicando una relacion positiva , es decir que al aumentar el
porcentaje de Aslll el porcentaje de toxicidad también aumenta, el r para la
correlacion entre el AsV y la concentracion final de la roxarsona detectada fue
negativo demostrando que la toxicidad aumenta al disminuir el porcentaje de AsV
el porcentaje de toxicidad aumenta, indicando que la toxicidad del producto esta
dada por la concentracion de As Il (Tabla 5).
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3.3.2 Deteccidn de la toxicidad de roxarsona y compuestos derivados de la
biotransformacién en células HUVEC.
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Figura 22. Porcentaje de células viables en muestras de microcosmo A1
(roxarsona lixiviada del control abi6tico), B1 (lixiviado de la columna B en agua de
pozo estéril), B2 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias), B3
(lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias de suelo y estiércol) y B4
(lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias de suelo, estiércol y
agua de pozo) Control (agua estéril), Roxarsona 0,5mM, microcosmo A1
(abiotico) con roxarsona 0,5mM.

El ensayo de toxicidad en células eucariotas fue realizado a las muestras de
roxarsona 0,5mM, microcosmo A1 B1, B2, B3 y B4, ademas se uso como control

agua estéril.

En este ensayo segun el analisis de Tukey demostré que la roxarsona 0,5mM
como la muestras del microcosmo A1 (97% y 98% de células viables,
respectivamente) no presentaron diferencias significativas con respecto al control
indicando de esta manera que la roxarsona diluida o que no es transformada por

las bacterias no presenta toxicidad alguna siendo inocua para células eucariotas.
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De igual manera las muestras del microcosmo B1, que poseia bacterias de

estiércol y suelo, demostré un porcentaje de 85% de células viables.

Los microcosmos B2, B3 y B4 que demostraron una reduccion en el
porcentaje células viables (80%,70% y 50%, respectivamente).

3.4 Caracterizaciéon de las comunidades microbianas de aguas subterraneas

La caracterizacion de las comunidades bacterianas se las realizd por
diferentes métodos, en el caso de la caracterizacion metabdlica se uso el Kit
comercial Biolog EcoPlate y para la caracterizacion molecular se uso la técnica de
DGGE

3.4.1 Caracterizacion metaboélica

La caracterizacién metabdlica se realizé a los microcosmos B1, B2, B3, B4,
ademas de agua de pozo sin roxarsona (P) y estiércol y suelo sin roxarsona (K).
Todos los resultados de medicion de fuentes de carbono e indices se obtuvieron a
las 120 h.

El analisis del AWCD de los microcosmos K, B1, B2, B3 y B4 muestran
diferencias significativas (p<0,05) en comparacion con el microcosmo P (que es el
microcosmo de agua de pozo sin roxarsona). Ademas el microcosmo P y B4
también poseia diferencia estadistica (P< 0,05). La comparacion entre los demas
microcosmos no se observd una diferencia de esta manera se pudo identificar que
el microcosmo B4 es el que mayor capacidad de AWCD obtuvo ya que es el
microcosmo que poseia las bacterias de suelo, estiércol y agua (Figura 23).
Demostrandose asi en el uso de las fuentes de carbono consumidas (indices)
(Figura 24). Lo anterior queda demostro la cantidad de fuentes de carbono que
fueron consumidas (indice S), alcanzando 28 fuentes de carbono para el
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microcosmo B4 que posee roxarsona, para P 27 fuentes de carbono y para K 30
fuentes de carbono lo que representa 90,3%; 87,07% y 96,77% de actividad,

respectivamente.
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Figura 23 AWCD de las distintas fuentes de carbono a las 120 horas. P (agua de
pozo sin roxarsona), K (suelo y estiércol sin agua de pozo), B1 (lixiviado de la
columna B en agua de pozo estéril), B2 (lixiviado de la columna B en agua de
pozo con bacterias), B3 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias
de suelo y estiércol) y B4 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias

de suelo, estiércol y agua de pozo) .
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Figura 24. Consumo de fuentes de carbono a las 120 horas. P (agua de pozo sin
roxarsona), K (suelo y estiércol sin agua de pozo), B1 (lixiviado de la columna B en

agua de pozo estéril), B2 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con
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bacterias), B3 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias de suelo y
estiércol) y B4 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias de suelo,

estiércol y agua de pozo) .

Se analizé por separado todas las fuentes de carbono dividiéndolas en
grupos: Carbohidratos, aminoacidos, polimeros, aminas, acido carboxilico,

compuestos aromaticos y no aromaticos.

Para el caso de los carbohidratos y aminas se observd una diferencia
estadistica entre P y (B2, B3, B4) (P<0,05). Indicando asi que el microcosmo B2,
B3 y B4 usaban mas carbohidratos que el control de agua de pozo (Figura 25).
Ademas también existié una diferencia en el uso de aminas entre el microcosmo K
(Bacterias de suelo y estiércol) y los microcosmos B2 y B3 (Figura 26), siendo el K
el microcosmo que us® mas aminas en comparacion con los otros. En el caso de
aminoacidos el microcosmo B2 obtuvo mayor diferencia estadistica mostrando una
media de AWCD de 2,22 (P<0,05) en comparacion con los otros microcosmos. El
consumo de aminoacidos reflejo una diferencia estadistica (P<0,05) entre los
microcosmos (P-B2); (B1-B2, B1-B3); (B2-B4) y (B3-B4) obteniendo B2 una media
maxima de AWCD de 2,22 (Figura 27); para el consumo de polimeros existid
diferencia estadistica (P<0,05) entre los grupos formados por (P-B3, P-B4); (B1-
B4) y (B2-B4) (Figura 28). Finalmente para los acidos carboxilicos no existio

diferencia estadistica (P=0.095) entre los microcosmos (Figura 29).
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Figura 25. Consumo de carbohidratos a las 120 horas. P (agua de pozo sin
roxarsona), K (suelo y estiércol sin agua de pozo), B1 (lixiviado de la columna B en
agua de pozo estéril), B2 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con
bacterias), B3 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias de suelo y
estiércol) y B4 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias de suelo,

estiércol y agua de pozo) .
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Figura 26. Consumo de aminas a las 120 horas. P (agua de pozo sin roxarsona), K
(suelo y estiércol sin agua de pozo), B1 (lixiviado de la columna B en agua de
pozo estéril), B2 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias), B3

(lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias de suelo y estiércol) y B4
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(lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias de suelo, estiércol y

agua de pozo) .

pERile
5 101 :ﬁ: / =

Muestras

Figura 27. Consumo de aminoacidos a las 120 horas. P (agua de pozo sin
roxarsona), K (suelo y estiércol sin agua de pozo), B1 (lixiviado de la columna B en
agua de pozo estéril), B2 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con
bacterias), B3 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias de suelo y
estiércol) y B4 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias de suelo,

estiércol y agua de pozo).
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Figura 28. Consumo de polimeros a las 120 horas. P (agua de pozo sin
roxarsona), K (suelo y estiércol sin agua de pozo), B1 (lixiviado de la columna B en
agua de pozo estéril), B2 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con
bacterias), B3 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias de suelo y
estiércol) y B4 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias de suelo,

estiércol y agua de pozo)
2.5

2.0 =

1.5

1.04

AWCD D.O 520 nm
v |

0.5+

O.O'J Y

Muestras

Figura 29. Consumo de acidos carboxilicos a las 120 horas. P (agua de pozo sin
roxarsona), K (suelo y estiércol sin agua de pozo), B1 (lixiviado de la columna B en
agua de pozo estéril), B2 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con

bacterias), B3 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias de suelo y
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estiércol) y B4 (lixiviado de la columna B en agua de pozo con bacterias de suelo,
estiércol y agua de pozo)

3.4.2 Caracterizacion Molecular

Las bandas obtenidas por DGGE se analizaron usando el software Gel-Pro
Analyzer 4.0 (Applied Math) definiendo las bandas como aquellas que poseian al
menos 5% de intensidad de la banda mas intensa, anotandose como presencia o
ausencia de las bandas en cada posicion del gel. Para la comparacion se
construyé una matriz binaria basada en la presencia (1) o ausencia (0) de cada
banda individual por cada linea. Para la comparacion de perfiles de banda, se
construy6 una matriz binaria que representa los patrones de las bandas, los cuales
son usados para la construccion de una matriz de distancia. La matriz de distancia
fue usada para la construccion de un diagrama de escalamiento multidimensional
(MDS) el cual es un mapa bidimensional con ejes artificiales X y el eje Y donde
cada fingerprint de DGGE se coloca como un punto de forma que las muestras
similares son representadas juntas. Clustering analysis y MDS se llevaron a cabo
con el PRIMER V6 software package (Clarke y Gorley, 2001). Los patrones unicos
de DGGE o unidades operacionales taxonomicas (OTU’s) se examinaron usando
dos indices que indican los aspectos de la diversidad microbiana. El indice de
Shannon-Weaver indice de diversidad H (Shannon y Weaver, 1963) y el indice de
equidad E (Pielou, 1975).

La presencia de las 20 bandas mas representativas del gel de DGGE con
un gradiente de denaturacién del 20%-80% (Figura 30) fueron extraidas,
purificadas, amplificadas y secuenciadas para ser analizadas por medio del
BLAST. Las secuencias relativas mas cercanas analizadas en el Gen Bank de
demostraron que los principales phylum bacterianos encontrados fueron:

57



Actinobacteria, Proteobacteria, Firmicutes, Planctonmycetes y Spirochaetes.
(Tabla 6).
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Figura 30. Perfil de bandas de gradiente denaturante (DGGE) 20%-80% de las
muestras de las columnas con roxarsona (A, B, C y D); de las muestras de los

frascos con los lixiviados respectivos que contienen roxarsona (A2, A3, B2, B3,
B4, C2, C3, C4, D2, D3 y D4); controles: columna de suelo y estiércol sin

roxarsona (K) y agua de pozo sin roxarsona (P).
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Tabla 6. Secuencias relativamente cercanas analizadas a partir del ensayo de

DGGE.
Banda Secuencia relativa mas Grupo Gen Bank
cercana bacteriano no. acceso
1 Nocardia cerradoensis Actinobacteria NR_028704.1
Kitasatospora setae Actinobacteria NR_037063.1
3 Streptomyces Actinobacteria NR_016582.1
bingchenggensis
4 Desulfaticacillum alkenivorans  Proteobacteria NR_025795.1
5 Lysinibasillus sp. Firmicutes HES77173.1
6 Pirellula staleyi Plactomycetes NR_037109.1
7 Spirochaeta africana Spirochaetes NR_026302.1
8 Acidovorax ebreus Proteobacteria NR_074591
9 Natranaerobius thermophilus Firmicutes NR_074181.1
10 Brevibacillus thermoruber Firmicutes NR_026514
11 Smithella propionica Proteobacteria NR_024989
12 Comamonas jiangduensis Proteobacteria NR_109655
13 Pseudorhodoferax soli Proteobacteria NR_044574
14 Pseudorhodoferax aquiterrae  Proteobacteria NR_108842
15 Aquabacterium fontiphilum Proteobacteria NR_ 044322
16 Diaphorobacter nitroreducens  Proteobacteria NR_024782
17 Simplicispira metamorpha Proteobacteria NR_044941
18 Diaphorobacter oryzae Proteobacteria NR _044472
19 Clostridium sulfidigenes Firmicutes NR_044161
20 Clostridium subterminale Firmicutes NR_041795.1
21 Brevibacillus agri Firmicutes NR_040983
22 Brevibacillus parabrevis Firmicutes NR_040981
23 Bacillus aquimaris Firmicutes NR_025241
24 Comamonas terrae Proteobacteria NR_108609
25 Acidovorax wautersii Proteobacteria NR_109656
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26
27
28
29
30
31

Alicycliphilus denitrificans
Natranaerobius thermophilus
Polaromonas aquatica
Bacillus alkalinitrilicus
Agrobacterium sanguineum

Eubacterium nitritogenes

Proteobacteria
Firmicutes
Proteobacteria
Firmicutes
Proteobacteria

Firmicutes

NR_074585
NR_074181
NR_042404
NR_044204
NR_036841
NR_024684

muestras se pudieron analizar la correlacion de Bray-Curtis basado en la
presencia o ausencia de bandas o OTU’s; ademas de esto se realizo el estudio de

su similitud por medio del método de escalamiento multidimensional (MDS) el cual

Las bandas del perfil de DGGE u OTU’s presentes en cada una de las

utiliza una matriz de distancia que posee la correlacion de Bray-Curtis.

Figura 31. Escalamiento multidimensional del patron de bandeo obtenidos
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Figura 32. Analisis de similitud (Bray-Curtis) del patron de bandeo obtenido
mediante analisis del gen ARNr 16s por DGGE.

Los analisis de similitud, entre las comunidades bacterianas presentes en
las muestras control, las columnas y los frascos con agua de pozo se estudiaron
mediante el método de escalamiento multidimensional (MDS) el cual utiliza la
matriz de Bray=Curtis. Este analisis mostro que al 60% de similitud en la
estructura de las comunidades bacterianas existian 4 grupos definidos, siendo el
primer grupo formado por las muestras (A3, A4, D, K, P y C); el segundo grupo fue
formado por las muestras (C2, C3, C4 y D3); el tercer grupo formado por las
muestras (B3 y B4) que ademas poseen un 80% de similitud; el cuarto grupo
formado por (D2 y D4). Para el caso del 40% de similitud existen dos grandes
grupos definidos siendo el primer grupo formado por las muestras (B, C, D, P, K,
A3 y A4) el segundo grupo lo conformaron las muestras (B2, B3, B4, C2, C3, C4,
D2, D3 y D4) (Figura 31). Finalmente existe un 20% de similitud entre todas las
muestras. Estos patrones fueron confirmados por el analisis de indice de Bray-

Curtis encontrandose el mismo orden jerarquico entre las muestras (Figura 32).

Los valores promedio de riqueza (S), diversidad de Shannon (H'), equidad

de Pielou (J') y dominancia de Simpson, muestran diferencias significativas entre
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el patron de bandas (OTU's), obtenido mediante el analisis del gen ARNr 16S por
DGGE, de las muestras evaluadas (Tabla 7).

Se observo que los indices de riqueza (S) como los de diversidad de
Shannon (H’) obtuvieron valores significativamente mayores en las muestras K, P
Y B4 (S/H=21/3.045, S/H'=19/2.994, S/H'=19/2.994, respectivamente). Valores
intermedios de riqueza (S) y H’, fueron obtenidos para las muestras: B3, B, C, D,
C4, D4 (S/H= 18/2.890, S/H’= 18/2.890, S/H’'= 18/2.890, S/H'= 18/2.890, S/H’=
17/2.833 y S/H'= 17/2.833, respectivamente). Y bajos valores de riqueza, fueron
encontrados para las muestras B2, D4, A4, A3, D3, C3, D2 (S/H’= 16/2.773, S/H'=
16/2.773, S/H’= 15/2.708, S/H'= 15/2.708, S/H’= 15/2.708, S/H'= 13/2.565 Y S/H’=
12/2.485 , respectivamente) (Tabla 7).

Al analizar el indice de equidad de Pielou (J’) se observo que no existid
diferencias entre los valores de cada una de las muestras siendo el valor de J'=1
para todas las muestras mostrando una maxima diversidad (Tabla 7).

De igual manera el indice de dominancia de Simpson fue igual en todas las

muestras teniendo como valor 1-Lambda’=1, lo que indico que posee un alto grado
de similitud con respecto a su diversidad entre los microcosmos (Tabla 7).
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Tabla 7. indices de Riqueza (S), indice de diversidad de Shannon-Weaver (H'),
indice de equidad de Pielou (J) e indice de dominancia de Simpson (1-Lambda')
del patrén de bandas (OTU’s), obtenido mediante el analisis del gen ARNr 16S por
DGGE.

Muestra S H' J' 1-

Lambda’
K 21 3.045 1 1
P 19 2.944 1 1
B4 19 2.944 1 1
B3 18 2.890 1 1
B 18 2.890 1 1
C 18 2.890 1 1
D 18 2.890 1 1
C4 17 2.833 1 1
D4 17 2.833 1 1
B2 16 2773 1 1
D4 16 2.773 1 1
A4 15 2.708 1 1
A3 15 2.708 1 1
D3 15 2.708 1 1
C3 13 2.565 1 1
D2 12 2.485 1 1

Los valores de capacidad de carga (Rr) son significativamente mayores en todas
las muestras siendo el valor de Rr mayor a 30 para cada una de ellas (Tabla 8).
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Tabla 8. Valores de Riqueza limite ponderada o capacidad de carga, de las
comunidades bacterianas de las diferentes muestras evaluadas, derivado del
patrén de bandas (OTU's), obtenido mediante el analisis del gen ARNr 16s por
DGGE.

Muestra Rr
K 330,75
P 270,75
B4 270,75
D 243
C 243
B3 243
B 243
D4 216,75
C4 216,75
D4 192
B2 192
D3 168,75
A4 168,75
A3 168,75
C3 126,75
D2 108

Donde los rango establecidos son Rr <10 se refiere a un nivel de riqueza bajo,
cuando el valor de Rr se encuentra entre 10 y 30 el nivel de riqueza es medio y si
Rr >30 el nivel de riqueza de la comunidad sera alto (Marzorati et al., 2008).
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4. DISCUSION.

4.1 Evaluacion por espectrofotometria de la transformacion de roxarsona y

lixiviado en ambientes anaerobicos.

Los analisis de biotransformacion bacteriana de roxarsona, a los 20 dias,
bajo condiciones anaerdbicas de los microcosmos A, B, C y D demostraron que
en ausencia de microorganismos de suelo y estiércol la roxarsona no sufre
transformacion (control abidtico A) teniendo un 97% de roxarsona, que representa
un area de curva de 181,36; el 3% restante que no se lixivié pudo permanecer en
los poros del estiércol o suelo, ya que esta puede permanecer en la materia
organica, segun estudios realizados por Rutherford (2003) sefalé que la roxarsona
poseia una mayor capacidad de absorcion a pH 2-8 en la materia organica que el
arseniato, debido a la parte organica que posee la molécula. Ademas sefalo que
la roxarsona absorbida por la materia organica es de facil lixiviacion en
comparacion al arsénico absorbido por el hidroxido de hierro, indicando que los
compuestos intermedios organoarsenicales transformados de la roxarsona

pueden ser lixiviable y llegar a las napas de agua profundas.

La transformacion de roxarsona ocurrid cuando los microcosmos poseian
bacterias como fue el caso del microcosmo B (bacterias de suelo y estiércol), el
cual tenia 76,61% de roxarsona detectada que representa a una area de 143,24
pero las bacterias que transformaron la roxarsona en mayor porcentaje fueron las
bacterias de suelo con un 42,15% (area de 78,81) y la de menor porcentaje de
transformacion fueron las bacterias de estiércol con un 77,02% (representa un
area de 144,01); demostrando que las bacterias de suelo poseen mayor capacidad
de transformacion ya que estas se encuentran en condiciones anaerobicas lo que
no sucede en el caso de las bacterias de estiércol ya que estas se encuentran al

ambiente expuestas al oxigeno y poseen una tasa menor de transformacion
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Stolz et al., (2007) en estudios con cepas del género Clostridium presentes
en estiércol de pollo en condiciones anaerdbicas demostraron la capacidad de
biotransformacion de roxarsona obteniendo como subproductos acido 4-hidroxi-3-

aminofenilarsonico y arsénico inorganico.

Los microcosmos A3 y A4 demostraron que las bacterias de agua de pozo
por si solas pueden transformar la roxarsona, a los 20 dias el porcentaje de
transformacién fue de 95,13% demostrando nuevamente que las bacterias en
condiciones anaerdbicas poseen una alta capacidad de transformacion y uso de la

roxarsona.

El ensayo B1 que poseia el lixiviado de roxarsona transformado por las
bacterias de estiércol y suelo llegdé a un porcentaje de roxarsona remanente del
76,61% el cual no tuvo mas transformacion en el tiempo, esto se debia a que el
agua de pozo, en el que fue diluido el lixiviado, no poseia bacterias (condiciones
estériles) deteniendo la transformacion. El ensayo B2 (bacterias percoladas de
suelo y estiércol) comenzaron la segunda transformacion de la roxarsona
remanente a los 10 dias, pero esta se mantuvo hasta los 20 dias del ensayo
llegando a tener un 3,02% de roxarsona remanente, demostrando que la cantidad
de bacterias percoladas influye en el proceso de transformacion de la roxarsona.
El ensayo B3 que tenia el lixiviado del microcosmo B y bacterias de agua de pozo
disminuyeron hasta el 3,73% de roxarsona, comparando los ensayos B2 y B3
(3,02% y 3,73% de roxarsona remanente, respectivamente) se pudo identificar que
las bacterias percoladas poseian una mayor capacidad de transformacion que las
bacterias que se encuentran en el agua de pozo, posiblemente esto puede
deberse a que las bacterias del ensayo B2 tuvieron una adaptacién anterior a la
roxarsona. Finalmente en el ensayo B4 que es la representacion de lo que puede
ocurrir in situ, demostr6 que las bacterias percoladas (Bacterias de suelo y
estiércol) juntamente con las bacterias de agua de pozo lograron el mayor
porcentaje de transformacién llegando a tener un 2,36% de roxarsona remanente

al final de los 20 dias. Es decir que del 76,61% de roxarsona que poseia el
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lixiviado y que llega a las napas subterraneas (in situ) sufrié una transformacion

del 74,25% de roxarsona solamente en el agua de pozo.

El ensayo C2 (bacterias percoladas de suelo) obtuvo una transformacion de
roxarsoma del 92,55% a los 20 dias, ademas se evidencio un aumento en el
porcentaje de roxarsona remanente del dia 10 (7,42%) al dia 15 (8,40%), esto
puede deberse a los productos de transformaciéon de la, ya que algunos de ellos
poseen la misma absorbancia (310-500nm) aumentando asi el area bajo la curva
del pick detectado por el espectrofotometro y aumentando el porcentaje de
roxarsona; lo que concuerda con estudios realizados por Mackenzie (1979) el cual
demostré la existencia de mecanismos de transformacion de la roxarsona por
bacterias presentes en el suelo, los cuales consisten en la metilacion microbiana
de los oxianiones inorganicos del arsénico, los cuales forman metilarsénicos como
el monometilarsénico, la dimetilarsina y el trimetilarsénico y detectables a la

misma absorbancia que la roxarsona.

En el ensayo C3 se observo una transformacion de roxarsona del 94,12% a
los 20 dias, indicando que las bacterias presentes en el agua de pozo continuaron
la transformacion, que realizaron inicialmente las bacterias de suelo. Comparando
los microcosmos C2 y C3 a los 20 dias se observo una porcentaje de roxarsona
remanente de 7,45% y 5,88%, respectivamente. Esta diferencia pudo ser debido a
que la cantidad de bacterias percoladas en el ensayo B2 fue menor a la cantidad

de bacterias presentes en agua de pozo.

Finalmente el microcosmo C4 que poseia bacterias de suelo y de agua de
pozo no mostré una transformacion del 92,46% de roxarsona a los 20 dias de
iniciado el ensayo. De igual forma que el ensayo C2, el ensayo C4 demostré un
alza en el porcentaje de roxarsona remanente entre el dia 10 y el dia 15 (8,02% y
8,24%), de igual forma pudo ser por la presencia de compuestos derivados de
roxarsona, compuestos pueden ser sintetizados por las bacterias que se

encuentran en el suelo como indica MacKenzie (1979).
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En el ensayo D2 que poseia el lixiviado de la columna D con (77,03% de
roxarsona remanente) y bacterias de agua de pozo mostré una diferencia
estadistica significativa reduciendo la roxarsona en un 94,20%. En el microcosmo
D3, que poseia bacterias de agua de pozo alcanzd un porcentaje de roxarsona
remanente del 3,69% es decir una transformacion de roxarsona del 97,21%.

Finalmente en el ensayo D4 que poseia bacterias de estiércol y de suelo
demostré una reduccion estadisticamente significativa entre el control (22,97%) y
el dia 20 (95,53%) obteniendo un remanente de roxarsona del 2,42% el segundo
porcentaje menor entre todos los microcosmos, demostrando que las bacterias de
agua de pozo son las responsables en transformar la roxarsona de forma rapida.
Comparando los resultados del microcosmo D4 con los del microcosmo D2 y D3
se puede decir que las bacterias que estaban presentes en el agua de pozo son
responsables de la transformacion de roxarsona, ya que el microcosmo D2 no
obtuvo una diferencia significativa que indique que las bacterias de estiércol

puedan ayudar a una rapida transformacion de la roxarsona.

Overby (1962) describié por primera vez formas de arsénico derivada de la
roxarsona proveniente de estiércol de pollo que pueden ser lixiviadas a aguas
subterraneas debido a la solubilidad que estas poseian, lo que fue confirmado por
Garbarino et al., (2003) que informaron que cerca del 71% del arsénico era soluble
en el agua debido a su forma inorganica y las concentraciones de fosforo que
poseian los suelos gracias a la adicion de la materia organica del estiércol de
pollo. Han (2004), compard las concentraciones de arsénico en muestras de suelo
tomadas de 0 a 5 cm de profundidad, previamente modificado con desechos de
aves. El arsénico encontrado en el suelo significativamente mas baja que la
concentracion de arsénico en el estiércol de aves de corral lo que sugiere el
arsenico de suelo arenoso puede migrar a las aguas subterraneas o lixiviar en
forma de escorrentia. También se realizaron estudios en suministros de agua, en

campos que fueron condicionados con roxarsona en Delaware y Virginia algunos
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datos sobre los niveles de arsénico en el superficiales y subterraneas en la regiéon
encontrandose alto rango de concentracion de arsénico (6,8-29 ppb) (Denver,
2004)

El analisis de los porcentajes de roxarsona entre los diferentes ensayos en
agua de pozo demostraron que los ensayos B2, B3 y B4 obtuvieron los menores
porcentajes de roxarsona remanente (3,11%; 3,84% y 2,43%, respectivamente); a
pesar que el lixiviado proveniente del microcosmo B obtuviera un alto porcentaje
de roxarsona remanente (76,61%). El ensayo B4 que poseia las bacterias de
suelo, estiércol y agua de pozo obtuvo el menor porcentaje de roxarsona

remanente siendo el 2,43%.

4.2 Analisis de transformacion de roxarsona y especies arsenicales por
HPLC

4.2.1 Deteccion y cuantificacion de roxarsona

Una vez que fueron analizados los datos de transformacion de roxarsona
por espectrofotometria e identificados los ensayos en agua de pozo con mayor
degradacion de roxarsona (B2, B3 y B4) se midio la concentraciéon de roxarsona
por medio de HPLC. A tiempo inicial se pudo identificar que no existi6 una
diferencia estadistica entre el microcosmos B (lixiviado y control), y los ensayos en
agua de pozo: B1 (Lixiviado en agua de pozo), B2 (lixiviado con bacterias
percoladas de B), B3 (lixiviado con bacterias de agua de pozo) y B4 (lixiviado con
bacterias percoladas y de agua de pozo) (8,97 ppm; 7,66 ppm; 7,12 ppm; 7,56
ppm; 7,88 ppm , respectivamente). Pero se observo una reduccion de la roxarsona
a los 20 dias en todos los microcosmos. Para el microcosmo B1 la reduccién de
roxarsona (6,98 ppm) a los 20 dias pudo deberse a varios factores como el pH, la
cantidad de hierro en el agua o debido a la foto sensibilidad de la roxarsona como
fue indicado por Arroyo et al., (2011) el que por irradiacion a una solucidon acuosa
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de roxarsona con de alta potencia de luz UV, demostré que la estructura organica
de el compuesto fue completamente destruida en algunos minutos para formar

arseniato como el principal producto de degradacion.

Los ensayos B2, B3 y B4 obtuvieron concentracion final de 3,73 ppm; 3
ppm y 3 ppm, respectivamente observandose una reduccion de la roxarsona
estadisticamente representativa respecto a los microcosmos B y B1 (8,97 ppm y
6,98 ppm). Los ensayos B3 y B4 obtuvieron la menor concentracion de roxarsona
(3 ppm), comprobando la capacidad de transformacion de la roxarsona por las
bacterias de agua de pozo, las cuales ayudaron reducir la roxarsona en 4,56 ppm

para B3 y 4,88 ppm para B4, es decir 60% y 61% en cada caso.

Estudios realizados por diferentes autores indican que la transformacién de
la roxarsona esta mediada por microorganismos que se encuentran en el suelo o
estiéercol de pollo (Stolz et al., 2007 y Chovanec et al., 2010), mostraron
Alkaliphilus oremlandii podia transformar la roxarsona en arsénico inorganico por
medio de la ruptura del anillo bencénico usando la enzima aldehido ferredoxina
oxidorreductasa y proteinas que contienen molibdopterina. Fisher et al., (2008),
identificé el operdon ars en la cepa de Alkaliphilus oremlandii el cual dota de

resistencia bacteriana al arsenito y arseniato.

Cortinas et al., (2006) y Stolz et al., (2007) demostraron que en condiciones
anaerobicas la roxarsona puede ser transformada en compuestos Organo-
arsenicales intermedios como, acido 4-hidroxi-3-amino fenil arsénico (4-HPAA)
acido monometilarsénico (MMA (V)), acido monometilarsénico (MMA (lll)), acido
dimetilarsinico (DMA (V)), acido dimetilarsinico (DMA (lll)), 6xido de trimetilarsina
(TMA (111)).
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4.2.2 Determinacion de arsénico total, arsenito y arseniato por
Espectrofotometria de Absorcion Atomica (AAS).

Los datos obtenidos por espectrofotometrias de masa fueron analizados
con el test de comparaciéon multiple (TUKEY). Este demostré que existe una
diferencia estadistica para el arsénico total entre las muestras siendo de mayor a
menor concentracion los ensayos B2, B1, B4 y B3 (8,31 ppb; 7,38 ppb, 3,65 ppb y
3,56 ppb, respectivamente).

En este ensayo se observo que para As lll, que es el de mayor toxicidad, el
ensayo B4 ,a pesar de tener la menor concentracion de roxarsona (3 ppm), la
concentracion de As lll fue la segunda mas alta (3,15 ppb) . Indicando de esta
forma que las bacterias presentes en agua de pozo juntamente con las bacterias
de suelo y estiércol pueden ser un factor importante para la contaminacién de
arsénico en agua de consumo humano, generando asi problemas de salud

ocasionados por el mismo.

El arseniato (As V) mostro una diferencia estadistica entre los ensayos
indicando una maxima concentraciéon de As V en la muestra B2 (5,71 ppb) y la
minima concentracion para la muestra de B3 (0,75 ppb). El ensayo B4 obtuvo una
concentracion de arseniato de 0,78 ppb. La concentracion mas alta de As V se
encontré en la muestra B2 (5,71ppb) pude ser un indicativo para que de esta
forma se puede establecer un método para la bioestimulacion de las bacterias
presentes en suelo y estiércol y que estas aumenten la concentracion de As V y
asi reducir la concentracién de As Ill para que las bacterias de agua de pozo no
puedan metabolizar la roxarsona y transformarla a As Il que es mas toxico y movil
que el As V. Andreae, (1979) indicaba que la demetilacion bioldgica es el proceso
dominante para la generacion de As inorganico DMAA (V) que se degrada a As V
en el suelo bajo condiciones aerobicas. Otros autores (Woolson y Kearney, 1973
y Harada et al., 2010) demostraron que la degradacion de MMAA (V) aumentaba
a medida que aumenta el contenido de materia organica del suelo a partir de su
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adicion. Stenotrophomonas maltophilia, Pseudomonas sp., Arthrobacter sp. y
Bacillus sp. fueron algunas de las cepas aisladas de suelos contaminados, estas
cepas demostrando la capacidad biodegradacién de acido difenilarsénico un
compuesto organoarsenicales para ser transformado a As V.

La EPA permite 10 ppb de As como Nivel Maximo del Contaminante (NMC),
el cual es el maximo nivel permitido de un contaminante en agua potable y se
espera a tener la Meta del Nivel Maximo del Contaminante (MNMC) de 0 ppb, el
cual es el nivel de un contaminante en el agua potable por debajo del cual no se
conocen 0 no se esperan riesgos para la salud. En este estudio se demuestra que
las concentraciones de arsénico total son menores a los establecidos por la EPA
(B1= 7,36 ppb; B2= 8,31 ppb; B3= 3,56 ppb; y B4= 3,65 ppb), pero esto se debe a
qgue la concentracion inicial de roxarsona fue de 0,05mM si al incrementarse la
concentracion de roxarsona o la percolacion de agua superficial (para este estudio
fue del 18%) aumentaria la concentracion de arsénico siendo un agua no apta

para el consumo.

4.3Determinacion de toxicidad

La toxicidad fue analizada por medio Toxi-ChromoTest™ kit de Enviromental
Bio-detection Products Inc. (EBPI) el cual indica si un liquido es toxico para
hombre por medio de la capacidad de inhibicion de la p-galactosidasa. Si la
inhibicion de la p-galactosidasa es mayor al 20% el test plantea que el liquido
analizado es toxico. Los datos resultantes fueron analizados por medio de un test
de ANOVA. Los resultados demostraron un porcentaje mayor al 70% con
excepcion al microcosmo D1 (65%) que poseia el lixiviado de las bacterias de
estiércol, aun con este resultado todos los analisis superaron el limite maximo
permitido por el kit indicando la presencia de toxicidad de todos los microcosmos.

Para los ensayos B1, B2, B3 y B4 el porcentaje de inhibicion enzimatica de f3-
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galactosidasa fue 3 veces superior al limite permitido (75,15%, 71,17%, 71,30% y
72,39%, respectivamente). Estos datos son concordantes con las concentraciones
de As llI; siendo B1 el que obtuvo mayor porcentaje de inhibicion debido a la alta
concentracion de As Il (3,40 ppb), el microcosmo B4 que representa a las
condiciones in situ obtuvo el segundo porcentaje de inhibicion (72,39%), mientras
que B2 y B3 obtuvieron valores estadisticamente similares (71,17% y 71,30%,
respectivamente). Como este kit es un método cualitativo para la identificacion de
sustancias toxicas, se puede indicar que mientras la concentracion de As Il
aumenta la inhibicion de la p-galactosidasa aumenta, incrementando asi el riesgo
que los productos que generan las bacterias de agua de pozo pueden ser mas
toxicos que los productos generados por las bacterias de suelo y estiércol.

El ensayo con células HUVEC demostraron que la roxarsona no presenta
toxicidad para células eucariotas, pero al presentar una transformacion por parte
de las bacterias de suelo y estiércol, representado en el ensayo B2, comienza a
disminuir la viabilidad celular en un 20%, de igual forma en el ensayo de agua de
pozo B3 (bacterias de agua de pozo en condiciones anaerobicas) disminuyeron la
viabilidad celular en un 30%; y en el ensayo B4, que contenia bacterias de
estiércol, suelo y agua, la viabilidad celular fue disminuida en un 50%. Esto
demuestra nuevamente que los compuestos originados de la biotransformacion de
la roxarsona por comunidades bacterianas pueden producir compuestos téxicos
nocivos para el hombre reduciendo el porcentaje de viabilidad. Diferentes estudios
han demostrado que las exposiciones a roxarsona pueden causar efectos morbiles
en humanos incluyendo los canceres de pulmén, vejiga, riidn y piel (Aderibigbe,
1983; Ahmad, 2001 y Arai, 2003), asi como enfermedades cardiovasculares
(Arunlertaree, 2008), diabetes tipo 2 (Association of American Plant Food Control
Officials, 2011), déficits neurocognitivos y los resultados adversos en partos
(Barone, 2006). La investigacion hasta la fecha sugieren firmemente que la
toxicidad de roxarsona es altamente dependiente de la especie arsenicales
inorganicas como es el As lll (Chen, 2011; Church, 2010) ademas de varias
especies de organoarsenicales derivados TMA, DMA, MMA (Dauwe, 2000).
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Para analizar las relaciones entre el porcentaje de toxicidad y la presencia
de roxarsona, Aslll y AsV se realizé un analisis de correlacion de Pearson, el cual
demostrd relacion positiva entre la toxicidad y la concentracion de As Il indicando
que cuanto mayor sea el porcentaje de As Ill mayor sera el porcentaje de toxicidad
presentado por las células de E. Coli. Lo contrario se observd con AsV que mostré
indices de correlacion negativos lo que demuestra que la concentracion de AsV es

inversamente proporcional a la toxicidad.

También se ha descrito que el As Ill se une a los grupos sulfhidrilo (-SH) de
las proteinas produciendo una alteracion estructural en las proteinas alterando asi
los procesos metabdlicos celulares (Kaltreider, 2001). Por otra parte el AsV puede
causar alteraciones en la expresion geénica, a través de la interrupcion de la
metilacién del ADN, la inhibicion de la reparacion del ADN, del estrés oxidativo, o
la alteracion de la modulacion de las vias de transduccion de sefiales (Rosen &
Liu, 2009).

4.4 Caracterizacion de las comunidades microbianas de aguas subterraneas

4.4.1 Caracterizacion metabodlica

Los datos de los analisis de la caracterizacion metabdlica del ensayo B1
desarrollo un AWCD de 0,01 el cual demuestra la ausencia de microorganismos
que usen los sustratos ya que para que un sustrato sea considerado como
utilizado de manera positiva, se requiere de valores de AWCD mayores a 0.25
(Garland, 1997). Los resultados de los ensayos P (bacterias de agua de pozo sin
roxarsona), K (bacterias de suelo y estiércol sin roxarsona), B2, B3 y B4
demostraron un desarrollo de color (AWCD) el cual aumento durante el intervalo
de tiempo de 24 a las 120 horas que dura el ensayo (dato no mostrado) este
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periodo 24 horas representaria una fase adaptacion, necesaria para que las
células logren alcanzar una densidad de 10°® células ml”, requerida para el
desarrollo del color en un sistema Biolog (Konopka et al., 1998), indicando que el
AWCD esta directamente relacionado con la cantidad de bacterias presentes
inicialmente en los sustratos. (Garland, 1996). Las comparaciones fueron
realizadas después de un tiempo fijo de incubacién, siendo este a las 120 horas,
cuando la absorbancia de los sustratos esta en aumento pero no llegan a la
saturacion del ensayo.

Los datos encontrados en el analisis del AWCD mostraron que los ensayos
B2, B3 y B4, que poseian guano de pollo y roxarsona (0,5mM) fueron
significativamente mayores a los microcosmos P(agua de pozo sin roxarsona) y K
(suelo sin roxarsona). Diversos autores indican que el indice AWCD ha sido usado
para identificar la funcionalidad de suelos que han sido alterados por el aumento
de materia organica o contaminacion por compuestos quimicos (Albiach et al.,
2000; Singh y Agrawal 2008; Frac et al., 2012 y Carrera et al., 2012).

El analisis de AWCD de agua de pozo sin roxarsona (P=1,21) indicé que
posee una comunidad microbiana escasa ya que comparada con el indice AWCD
de las bacterias de estiércol y suelo (K=1,67), ademas el indice aumenta
drasticamente en el caso de los ensayos B2, B3 y B4 (1,96; 1,79 y 1,97,
respectivamente) evidenciando que la roxarsona y las bacterias percolladas de
suelo y estiércol afectan la funcionalidad de los microcosmos. También se observo
una diferencia estadistica entre los el ensayos K, B2, B3 y B4 indicando que la

capacidad funcional se ve afectada por la presencia de roxarsona.

Los ensayos K, B1, B2, B3 y B4 mostraron diferencias significativas
(p<0,05) en comparacion con el ensayo P (agua de pozo sin roxarsona), en la
comparacion entre los ensayos no se observo una diferencia de esta manera el

ensayo B4 obtuvo el valor mas alto de AWCD (1,97).
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Se realiz6 el analisis de indice de diversidad de Shannon (H) y la riqueza
(S) después de 120 horas de incubacion, los cuales ayudaron a comparar la
diversidad catabdlica entre los diferentes ensayos. El indice de riqueza (S)
demostré que el ensayo con estierco y suelo sin roxarsona (K) poseia mayor
rigueza microbiana que el agua de pozo sin roxarsona (P) y los ensayos que
poseian roxarsona (B2, B3 y B4); concordando con estudios realizados por Zhou
(2013) que demostro que el uso de roxarsona reduce la riqueza que se presentan

en ambientes no contaminados.

Para identificar el numero, actividad y tasa de uso de sustratos se dividio los
sustratos de carbono presentes en la placa Biolog EcoPlate en 5 categorias,
carbohidratos, polimeros, acidos carboxilicos, aminoacidos y aminas, segun lo
descrito por Choi (1999).

El analisis de carbohidratos indico que en presencia de roxarsona las
bacterias de agua de pozo (B2) aumentan el consumo de carbohidratos con
respecto a bacterias de agua de pozo que no tiene roxarsona (P) (2,09 y 1,28,
respectivamente), lo que demuestra un cambio en el metabolismo a causa del
contaminante externo, esto puede deberse los iones metalicos presentes en el
medio que pueden forman compuestos complejos no especificos en la célula,
pudiendo detener la proliferacion celular, afectando el crecimiento, la morfologia y
metabolismo de los organismos (Giller et al., 1998; McGrath et al., 2001).

De igual forma que los carbohidratos, el uso de polimeros fue aumentado
por la presencia de roxarsona para las bacterias de agua de pozo con roxarsona
(B2=1,02) como para bacterias de suelo (B3=1,63); en comparacion con los
ensayos que de suelo y agua de pozo que no contenian roxarsona (k=1,34 y
P=0,82). Ademas el ensayo B4 obtuvo un AWCD de1,80; indicando que las
bacterias de suelo, estiércol y agua de pozo aumentan drasticamente el uso de
polimeros evidenciando nuevamente que la roxarsona afecta el metabolismo de

las bacterias. Estudios anteriores demostraron que los valores AWCD pueden
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disminuir en primer lugar y luego aumentar después de agregar altas
concentraciones de roxarsona, estimulando la tolerancia a la roxarsona para los
microbios del suelo durante periodos de incubacion largos, datos similares se
presentan en exposicion en comunidades microbianas a metales (Rasmussen ,
2001; Campbell, 2003; Catriona, 2010; Kristian, 2010; Kiran , 2011).

El uso de aminas vy acido carboxilico también se ve afectada por la
roxarsona como sucedio con los carbohidratos. La roxarsona aumenta el uso de
las aminas en las comunidades microbianas de agua de pozo con roxarsona y sin
roxarsona (B3=2,09 y P=1,65 para aminas y B3=1,72 y P=1,21 para acidos
carboxilicos). En el caso de las comunidades de suelo sucede lo contrario
reduciendo el uso de aminas y acidos carboxilicos por parte de B3 con respecto a
K (2,09 y 2,49 para aminas; 1,72 y 1,76 para acido carboxilico, respectivamente).
Para el microcosmo B4 (AWCD=2,40) el uso de aminas es similar a K esto puede
deberse a que en B4 estaban presentes bacterias de suelo estiércol y agua que en
conjunto pueden ayudar a aumentar su uso, de igual forma para el uso de acidos
carboxilicos. La disminucion del AWCD en suelos adicionados con roxarsona
demostraron que las comunidades microbianas del suelo fueron afectadas
significativamente, varios autores indican que la roxarsona puede causar la muerte
celular e inhibir el crecimiento de bacterias ROX-sensibles, debido a la formacién
de sustancia toxica durante su transformacion y descomposicion (Konstantinos et.
al., 2008; Yao et. Al., 2010)

4.4.2 Caracterizacion Molecular

El indice H' obtenido por el analisis de OTU’s, demuestra que existe una
mayor diversidad de especies en los microcosmos K y P lo que concordante con
los resultados ya que estas comunidades de microorganismos de suelo, estiércol y
agua de pozo no poseian roxarsona el microcosmo B4 también posee un indice H’

alto demostrando asi que la mezcla de las bacterias del microcosmo B y agua de
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pozo estabilizan la disminucidn del indice causada por la roxarsona. El indice J'
indica que las abundancias estan mas uniformemente distribuidas en todos los
microcosmos. Ademas, el indice de dominancia de Simpson fue igual en todas las
muestras teniendo como valor 1-Lambda’=1, lo que indico que posee un alto grado
de similitud en su diversidad entre los microcosmos. Estos resultados son
caracteristicos de ambientes, donde las condiciones del medio son adversas lo
que permite el desarrollo de unas pocas especies dominantes. Sun et al., (2004)
reportaron que en general la enmienda organica, promueve la diversidad y
produce una distribucidn mas equitativa de las especies bacterianas dentro de la

comunidad.

Al analizar el patréon de bandeo u OTU’s, mediante el método del
escalamiento multidimensional (MDS). Se demostré que las muestras B4 y B3
ademas de C4 y C3 poseen un indice de similitud de un 80% en la estructura de
sus comunidades bacterianas. Un segundo grupo de asociacion se ve
representado en el escalamiento multidimensional del patron de bandeo, el cual
esta formado por las muestras P, K, C, D A3 y A4, con un 60% de similitud. Por
otra parte, las muestras C2, C3, C4 y D3 forman un tercer grupo de asociacion
que también presenta un 60 % de similitud. Un cuarto grupo se ve representado
por las muestras D2 y D4 ademas de B3 y B4, con un 60% de similitud. Por
ultimo, las muestra forman dos grandes grupos con un 40 % de similitud siendo el
primer grupo P, K, B, C, D, A3 y A4 y el segundo grupo formado por B2, B3, B4,
C2, C3, C4, D2, D3 y D4 Estos resultados concordaron con los analisis jerarquico
de conglomerados (indice de Bray-Curtis), que sefald claramente la conformacion
de 2 grupos grandes (Figura 30).

El analisis de las comunidades bacterianas por DGGE indicé que tanto, la
presencia de roxarsona, como la presencia de compuestos arsenicales de mayor
toxicidad producto de la biotransformacion de roxarsona (As lll, As V) influyeron
directamente en la estructura de las comunidades. Evidenciandose una

disminucién significativa, de la riqueza de especies de las comunidades
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bacterianas en las muestras de agua de pozo A3, A4, C3 y D3. Por la misma
razon se puede esperar que algunas vias metabdlicas en los microorganismos
fueran mas sensibles a roxarsona y a los compuestos productos de su
biotransformacién. La toxicidad pudo ayudar a una inhibicion selectiva de
microorganismos en la comunidad, cuando aumento la concentracion de especies
arsenicales inorganicas en el medio. La inhibicion selectiva de vias especificas
daria lugar a la disminucién del numero y la diversidad de organismos que

dependan de esas vias (Sobolev y Begonia, 2008).

El analisis filogenético mostré que el mayor porcentaje de taxones
pertenecian al phylum Proteobacteria (48,38%), el segundo grupo mayoritario fue
el de Firmicutes (35,48%) y un tercer grupo minoritario formado por Actinobacteria
(9,67%), Planctomycetes y Spirochaetes (3,22%).

Wiegel (2006) demostré que el grupo de Firmicutes eran predominantes en
suelos, sedimentos y heces de animales y que viven en condiciones anaerobicas.
De igual forma Stolz et al.,(2007) estudio la clase Clostridium que fue aislada de
heces de pollo que son capaces de transformar la roxarsona en compuestos
arsenicales inorganicos. Otro grupo reconocido en suelo y agua es el de
Proteobacteria en las cuales se han encontrado sistema de resistencia al
arsenico(ars), estos genes se han descrito en bacterias como Escherichia coli
(Carlin et al., 1995; Diorio et al., 1995), Pseudomonas aeruginosa (Cai et al.,
1998), Yersinia spp (Neyt et al., 1997; Bansal et al 2000), Acidiphilum multivorum
(Susuki et al. 1997; Susuki et al., 1998), Thiobacillus ferrooxidans (Butcher et al.,
2000), Acidithiobacillus caldus (Dopson et al., 2001).
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5. CONCLUSIONES

Las bacterias presentes en suelo obtuvieron un mayor porcentaje de
transformacion de la roxarsona (57,85%) en comparacion con la transformacién de
roxarsona por parte del microcosmo de estiércol (22,97%) y el microcosmo
formado por las bacterias de suelo y estiércol (23,39%).

La roxarsona no presenta toxicidad y es de facil movilizacién hacia las
napas de agua subterranea, en donde las bacterias presentes en agua
subterranea transforman la roxarsona proveniente de estiércol y suelo

contaminados, en productos altamente solubles y toxicos para el hombre

La capacidad metabdlica de las bacterias presentes en estiércol, suelo y
agua de pozo fueron afectadas por la presencia de roxarsona y sus derivados de
la transformacion, alterando el metabolismo y el uso de las diferentes fuentes de

carbono.
El analisis filogenético indicé que los principales phylum encontrados en los

ensayos de transformacion de roxarsona en condiciones anaerdbicas fueron:

Proteobacteria, Firmicutes, Actinobacteria, Planctomycetes y Spirochaetes.
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6. PROYECCIONES

Identificar los microorganismos que sean capaces de transformar la roxarsona y

obtener porcentajes de toxicidad bajos.

Establecer los mecanismos celulares que poseen las bacterias, para la resistencia,

transformacion y toxicidad del arsénico.

Desarrollar un método de remediacion en cual permita reducir o anular la

concentracion de derivados arsenicales toxicos
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