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RESUMEN 

Durante muchos años, compuestos orgánicos que contienen arsénico en 

su estructura (organoarsenicales) han sido utilizados como aditivos alimenticios 

en la industria avícola. Utilizar el estiércol de las aves como fertilizante en 

cultivos, es una práctica común que aumenta la concentración de arsénico en 

los suelos, ya que los organoarsenicales se liberan inalterados en las heces de 

los animales. En la agricultura, durante décadas se utilizaron pesticidas 

inorgánicos y orgánicos de arsénico en cultivos. El impacto generado en este 

período ha sido el aumento de la concentración de arsénico en los suelos. 

Actualmente aún se permite el uso de algunos pesticidas como el 

metanoarsenato monosódico y en países asiáticos aún se utilizan compuestos 

organoarsenicales en la industria avícola. 

En el suelo, los compuestos organoarsenicales sufren transformaciones 

mediadas por microorganismos produciendo arsénico inorgánico, 

principalmente arsenito (As(III)) y arseniato (As(V)), siendo el primero más 

tóxico, soluble y móvil. Debido a su naturaleza, estas especies de arsénico 

pueden lixiviar o movilizarse por escorrentía, llegando a fuentes hidrológicas de 

uso humano y generar problemas sanitarios, pues el arsénico es carcinogénico 

y se asocia a enfermedad cardiovascular, hiperqueratosis y déficit 

neurocognitivo.  

La transformación biológica de organoarsenicales mediada por 

microorganismos, es una alternativa para el abatimiento de estos compuestos 

desde el suelo y/o el agua. Sin embargo, se genera arsenito y arseniato como 

productos de estas transformaciones por lo que es necesario desarrollar 

alternativas que logren abatir tanto los compuestos organoarsenicales, como el 

arsénico inorgánico generado.   

La precipitación de carbonato de calcio mediada por microorganismos 

(MICP), específicamente por bacterias ureolíticas, es un proceso mediante el 
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cual bacterias metabolizan la urea generando amonio y bicarbonato, 

provocando un aumento del pH en el medio extracelular. Si existen iones calcio 

en el medio, se desencadena la precipitación de carbonato de calcio o Calcita, 

que es un mineral con la capacidad de adsorber y/o co-precipitar arsénico 

inorgánico, principalmente arseniato. 

El objetivo de esta investigación fue implementar un sistema de 

tratamiento biológico aeróbico secuencial para el abatimiento de la toxicidad de 

compuestos arsenicales. Para ello, se caracterizó la reducción de compuestos 

organoarsenicales a arsénico inorgánico, por un consorcio bacteriano utilizando 

los parámetros cinéticos obtenidos mediante curvas de crecimiento, y curvas de 

reducción de mediante la detección de arsénico inorgánico. Luego, se 

caracterizó la producción de calcita y la oxidación/co-precipitación de arsénico 

inorgánico por Pseudomonas arsenicoxydans en un medio de cultivo modificado 

para la MICP utilizando los parámetros cinéticos obtenidos mediante curvas de 

crecimiento en estado planctónico y sésil. Finalmente, se implementó un 

sistema de tratamiento biológico aeróbico secuencial a escala de laboratorio, 

para estudiar el abatimiento de la toxicidad de arsénico de un afluente artificial 

suplementado con arsénico orgánico. Este sistema de tratamiento se dividió en 

2 etapas, la primera fue un sistema discontinuo dónde se cultivó el consorcio 

bacteriano aeróbico con el fin de reducir los compuestos organoarsenicales 

roxarsona, nitarsona y metanoarsenato monosódico, hasta arsénico inorgánico. 

En la segunda etapa, el efluente del primer sistema fue alimentado en un 

sistema semi-continuo en el que se cultivó P. arsenicoxydans en un medio 

modificado para la MICP, con el fin de abatir el arsénico presente en el efluente 

mediante la simultánea oxidación de arsenito y co-precipitación de arsénico en 

la calcita producida a través de MIPC. La toxicidad del efluente final fue 

evaluada a través de un ensayo de viabilidad con células HUVEC. 

Los resultados demuestran que a las 144 h de operación de la primera 

etapa del sistema de tratamiento se alcanzó un 96,70% de transformación de 
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compuestos organoarsenicales a arsénico inorgánico con una velocidad 

máxima de aparición de arsénico inorgánico de 0,033 ± 0,001 mg·l-1·h-1. El 

efluente de este reactor fue diluido al 12% v/v y usado para alimentar el 

biorreactor de la segunda etapa. A partir de las 72 h de operación de esta 

segunda etapa, la remoción de arsénico del medio líquido fue de 100% con una 

velocidad de remoción de 0,033 ± 8,750e-007 mg·l-1·h-1. El 99,3 ± 0,51% de las 

células HUVEC fue viable al ser expuestas al efluente final del sistema de 

tratamiento. 

Se puede concluir que el sistema de tratamiento biológico es capaz de 

abatir la toxicidad de compuestos arsenicales orgánicos e inorgánicos 

presentes en los afluentes ensayados, utilizando el sistema de tratamiento 

aeróbico secuencial con biotecnología de oxidación de arsenito y co-

precipitación de calcita-arsénico. 
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ABSTRACT 

During decades, organic compounds containing arsenic in their structure 

(organoarsenicals) have been used as food additives in the poultry industry. The 

use of manure from poultry as a fertilizer is a common practice that increases 

the concentration of arsenic in soils, because the organoarsenicals are released 

unaltered in the feces.  In agriculture, inorganic and organic arsenic compounds 

have been used as a pesticide in crops. Years of use of these compounds have 

been increased the arsenic concentration in soils. At present, the use of some 

pesticides such as monosodium methanoarsonate is still allowed, and in Asian 

countries organoarsenical compounds are still used in the poultry industry. 

Once in soil, the organoarsenic compounds undergo transformations 

mediated by microorganisms producing inorganic arsenic, mainly arsenite (As3 

+) and arsenate (As5 +). Being arsenite more toxic, soluble and mobile. Due to 

their nature, these species of arsenic can leach or move by runoff, reaching 

hydrological sources for human use. The consumption inorganic arsenic 

generates health problems, like cancer, cardiovascular disease, neurocognitive 

deficit and hyperkeratosis. 

The biological transformation of organoarsenicals mediated by 

microorganisms is an alternative for the abatement of these compounds from 

the soil and/or water. However, arsenite and arsenate are generated as 

products of these transformations. Thus, development of alternatives is 

necessary to reduce both the organoarsenic compound and the generated 

inorganic arsenic. 

Microbiologically induced calcite precipitation (MICP), specifically by 

ureolytic bacteria, is a process by which bacteria metabolize urea generating 

ammonium and bicarbonate, therefore increasing of extracellular pH. If there are 

calcium ions in the medium, precipitation of calcium carbonate or Calcite, is 
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triggered. Calcite is a mineral with the ability to adsorb and / or co-precipitate 

inorganic arsenic, mainly arsenate. 

The main goal of this study was to implement a sequential aerobic 

biological treatment system for the abatement of the toxicity of arsenical 

compounds. The reduction of organoarsenic compounds to inorganic arsenic by 

a bacterial consortium was characterized using growth curves and inorganic 

arsenic appearance curves. Then, it was characterized the production of calcite 

and the oxidation/co-precipitation of inorganic arsenic by Pseudomonas 

arsenicoxydans  in a culture medium adapted for MICP using growth curves in 

planktonic and sessile state. Finally, a sequential aerobic biological treatment 

system was implemented, at laboratory scale, for the abatement of the arsenic 

toxicity from an artificial effluent supplemented with organic arsenic. This 

treatment system was divided into 2 stages. First one, was a batch bioreactor 

where the bacterial consortium was cultivated in order to reduce the 

organoarsenic compounds roxarsone, nitarsone and monosodium 

methanoarsonate into inorganic arsenic. In the second stage, the effluent of the 

first system was fed in a fed-batch bioreactor where P. arsenicoxydans was 

cultivated in a medium adapted for MICP, in order to remove the arsenic present 

in the affluent by the simultaneous oxidation of arsenite and co-precipitation of 

arsenic in the calcite produced through MIPC. The toxicity of the final effluent 

was evaluated through a viability assay with HUVEC cells. 

The organoarsenic compounds transformation into inorganic arsenic, was 

96.70% at 144 h of operation of the batch bioreactor with a maximum inorganic 

arsenic appearance rate of 0.033 ± 0.001 mg · l- 1 · h-1. Then, the effluent from 

this reactor was diluted to 12% v / v and used to feed the fed-batch bioreactor. 

The removal of arsenic was 100% after 72 hours of operation of fed-batch 

bioreactor, with an arsenic removal rate of 0.033 ± 8.750e-007 mg · l-1 · h-1. 

After exposition to the final effluent, the HUVEC cells assay resulted on viability 

of 99.3 ± 0.51%. 
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In conclusion, is possible to abate the toxicity of organic and inorganic 

arsenical compounds using the sequential aerobic treatment system with 

arsenite-oxidation/calcite-arsenic co-precipitation biotechnology. 
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I. INTRODUCCIÓN 

El arsénico (As) es un metaloide tóxico que causa diversas 

enfermedades, entre ellas cáncer de pulmón, vejiga y piel (ATSDR, 2010). 

Puede encontrarse en el ambiente en sus formas inorgánicas arsenito (As(III)) y 

arseniato (As(V)), o bien como compuestos organoarsenicales.  

Los compuestos orgánicos de As existen naturalmente y también han 

sido introducidos por fuentes antropogénicas tales como el uso de herbicidas y 

suplementos veterinarios usados en la industria avícola. La toxicidad y 

comportamiento geoquímico del As dependen principalmente de su estado de 

oxidación. Arsenito es más soluble, móvil y tóxico que arseniato, este último es 

más estable y predomina en ambientes aeróbicos y condiciones oxidantes, 

mientras arsenito se encuentra principalmente en ambientes anaeróbicos y 

condiciones reductoras (Oremland y Stolz, 2003).  

Los compuestos organoarsenicales son  transformados en el ambiente 

por la acción de microorganismos capaces de reducir estas especies, 

transformándolas en nuevas moléculas de As orgánico, o bien degradándolas 

hasta arsenito y arseniato (Stolz y col., 2007). Debido a esto, la introducción y 

degradación de compuestos organoarsenicales genera un problema ambiental 

ya que las formas inorgánicas de As pueden movilizarse por procesos de 

lixiviación y escorrentía (Rutherford y col., 2003). Cuando esto ocurre As(III) y 
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As(V) pueden llegar a fuentes hidrológicas que finalmente tendrán contacto con 

el ser humano, ya sea como agua potable o bien como agua de riego de 

cultivos destinados a la alimentación, dónde además se facilita la movilidad de 

las especies tóxicas de arsénico a suelos no contaminados naturalmente con el 

metaloide.   

 Existen tratamientos químicos para abatir el arsénico presente en las 

aguas, los cuales se basan en la pre oxidación de arsenito a arseniato. Luego 

se pueden aplicar diferentes tecnologías para la remoción del arseniato, tales 

como coagulación-filtración, intercambio iónico, adsorción en alúmina activada y 

ósmosis inversa (Bahar y col., 2013). Sin embargo este tipo de tratamientos 

tiene las limitaciones típicas de los procesos químicos, entre ellas el alto costo 

de inversión y mantenimiento, y la generación de desechos tóxicos (Rivera y 

Piña, 2005). Por otro lado, se encuentra la alternativa de tratamiento biológico 

de residuos mediado principalmente por microorganismos, la cual es una 

estrategia actualmente utilizada para la remediación de diversos compuestos 

que contaminan el ambiente (Zouboulis y Latsoyiannis, 2005).  

Diversos estudios han evaluado la transformación biológica de 

compuestos organoarsenicales como roxarsona, p-ácido arsenílico y ácido 4-

hidroxi 3-aminofeniarsonico (HAPA), entre otros. Estas investigaciones han 

evidenciado que la degradación de estos compuestos genera compuestos 
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organoarsenicales reducidos, arsenito y arseniato (Cortinas y col., 2006; Stolz y 

col., 2007; Makris y col., 2008). 

Debido a que los tratamientos biológicos actuales para el abatimiento de 

compuestos organoarsenicales generan arsenito y arseniato, es que se deben 

buscar alternativas de tratamiento, o bien la mejora de los ya existentes, con el 

fin de abatir estos productos inorgánicos tóxicos de arsénico. 

Bajo este contexto, el objetivo general del proyecto fue implementar un 

sistema de tratamiento biológico aeróbico secuencial para la degradación de 

compuestos organoarsenicales y la biomineralización de arsénico inorgánico, 

mediante un consorcio bacteriano y una cepa bacteriana capaz de llevar a cabo 

el proceso de Precipitación de Carbonato de calcio Inducida por 

Microorganismos (MIPC). Primero, se alimentó un biorreactor con un medio de 

cultivo suplementado con compuestos organoarsenicales y cuya biomasa fue 

un consorcio bacteriano aeróbico capaz de transformar los compuestos 

organoarsenicales hasta especies inorgánicas de arsénico (arsenito y/o 

arseniato). Luego, el efluente obtenido de este biorreactor, fue tratado en un 

segundo biorreactor con una cepa bacteriana capaz de llevar a cabo el proceso 

de MIPC, que consiste en la precipitación de carbonato de calcio (Calcita) 

mediante la acción de la enzima ureasa. En presencia de calcita, las especies 

inorgánicas de arsénico, presentes en el medio de cultivo del biorreactor, co-

precipitaron con este mineral, obteniéndose un efluente final libre de arsénico. 
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1. Arsénico orgánico e inorgánico 

El arsénico es un metaloide que posee los estados de oxidación -3, 0,+3 

y +5. Las formas oxidadas, arsenito (As(III)) y arseniato (As(V)), son las más 

comunes y pueden encontrarse como compuestos orgánicos o inorgánicos.  

El arsénico inorgánico que se encuentra en el ambiente de forma natural, 

formando compuestos con Mn, Fe, Co, Ni, Ag o Sr en la superficie de rocas. A 

menudo, se encuentra asociado en minerales como rejalgar (AsS), oropimente 

(As2S3), arsenopirita (FeAsS), o asociado/presente como una impureza traza en 

la pirita (FeS2), calcopirita (CuFeS2), y galena (PbS) (Smedley y Kinniburgh, 

2002; Bertoldi y col., 2013). Las formas inorgánicas de arsénico se difunden 

naturalmente debido a emisiones producidas por la actividad volcánica, 

hidrotermal y la erosión de rocas.  

Por otro lado, entre las fuentes antropogénicas de arsénico, están la 

fundición de metales a escala industrial y el uso de plaguicidas, fertilizantes y 

conservantes de la madera que contienen arsénico (Oremland y Stolz, 2003; 

Ravenscroft y col., 2009). En Chile, la minería y la fundición del cobre son 

actividades humanas reconocidas como importantes fuentes generadoras de 

arsénico en el Norte de Chile (Sancha y O’ Ryan, 2008).  

En el ambiente, As(V) se encuentra a la forma de los oxianiones di-

hidrógeno arseniato (H2AsO4
-) e hidrógeno arseniato (HAsO4

2-), y As(III) como 
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los oxianiones ácido arsenioso (H3AsO3) y di-hidrógeno arsenito (H2AsO3
-). La 

toxicidad del arsénico depende de la forma química, siendo arsenito 100 veces 

más tóxico que arseniato (Saluja y col., 2011).  

As(V) imita al fosfato, por lo tanto puede ingresar a las células a través 

de transportadores destinados a este nutriente, y una vez dentro interferir con 

los procesos de generación de energía a base de fosfato, por ejemplo, 

inhibiendo la fosforilación oxidativa. As(III), por otra parte, entra a través de una 

ruta diferente (porinas aqua-glicerol) y se dirige a una gama más amplia de 

procesos celulares, uniéndose a los grupos tiol en proteínas celulares 

importantes, tales como la piruvato deshidrogenasa y la 2-oxoglutarato 

deshidrogenasa (Oremland y Stolz, 2003).  

El arsénico orgánico también se encuentra en el ambiente de forma 

natural. Estos compuestos orgánicos se forman a partir de la interacción entre 

el arsénico inorgánico presente y microorganismos que modifican el metaloide, 

dando lugar a moléculas como las arsinas, el ácido monometilarsónico (MMA) o 

el ácido dimetilarsónico (DMA). Luego, el arsénico orgánico puede ser reducido 

hasta arsénico inorgánico por los microorganismos presentes ya sea en el suelo 

o agua. Estas especies inorgánicas introducidas/producidas se pueden 

bioacumular en los cultivos vegetales o bien movilizarse por procesos de 

lixiviación y escorrentía, pudiendo llegar a aguas superficiales y a fuentes 

hidrológicas (Rutherford y col., 2003). En caso de que el arsénico se 
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bioacumule en cultivos destinados a la alimentación humana, o bien difunda 

hasta aguas que serán utilizadas para el consumo, existe un potencial riesgo 

sanitario, debido a que el arsénico es un elemento carcinogénico (IARC, 2004).  

Se ha demostrado que la exposición a largo plazo, a bajos niveles de 

arsénico inorgánico, causa cáncer de pulmón, vejiga, riñón y piel, así como 

también, enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo 2, déficits 

neurocognitivos, resultados adversos durante el parto y alteraciones endocrinas 

(ATSDR, 2010; Fisher y col., 2015).  

 

2. Introducción de arsénico al ambiente por la industria avícola 

En la industria avícola, actualmente se implementan las operaciones de 

alimentación de animales confinados (Concentrated Animal Feeding 

Operations, CAFOs), una estrategia para ampliar el margen de  beneficio en la 

producción, que se caracteriza por aumentar con eficiencia la cantidad de 

animales por espacio. Sin embargo, este tipo de instalaciones plantean cada 

vez más problemas ambientales y de salud para las comunidades vecinas, ya 

que los desechos que producen representan un gran potencial de 

contaminación del aire, agua y suelos (NCSL, 2016). Si bien, esta práctica 

aumenta la densidad de la población de aves y disminuye los costos de 
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mantenimiento asociados, también aumenta el riesgo de enfermedades e 

infecciones en las aves (Mangalgiri y col., 2015).  

Los compuestos organoarsenicales son utilizados como aditivos 

alimenticios en la avicultura con el fin de acelerar el crecimiento, aumentar la 

eficiencia de la alimentación, mejorar la pigmentación de la carne de las aves y 

prevenir enfermedades e infecciones (Christen, 2001; Chapman y Johnson, 

2002). Los compuestos orgánicos de arsénico utilizados como aditivos 

alimenticios para aves de corral son roxarsona (ROX, ácido 4-hidroxi-3-

nitrofenilarsónico), ácido arsenílico (ASA, ácido 4-aminofenilarsónico), nitarsona 

(NIT, ácido 4-nitrofenilarsónico) y carbasona (CAR, ácido 4-

carbamoilaminofenilarsónico) (Chen y col., 2011). Estos compuestos son 

derivados del ácido fenilarsónico, es decir, poseen un grupo arseniato en la 

posición uno y, sustituciones de grupos orgánicos en las posiciones ortho- y 

para-.  

CAR es una droga antiprotozaria que fue utilizada para tratar la 

amebiasis en humanos hasta 1991 (Chen y col., 2011)  y para aumentar el peso 

y prevenir la histomoniasis (enfermedad de cabeza negra) en pavos. La dosis 

sugerida para aves es de 75 mg·kg-1 (Worden y Wood, 1973), siendo en 2013 

prohibido su uso como suplemento  alimenticio en aves para alimento humano 

por la Administración de Drogas y Alimentos de Estados Unidos (Food and Drug 

Administration, FDA) (FDA, 2013).  
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ASA es utilizado para el control de la coccidiosis, la ganancia de peso y 

mejorar la eficiencia de la alimentación en aves de corral (Craig, 1986). La dosis 

comúnmente administrada es de 100 mg·kg-1 de ASA en el alimento (Silbergeld 

y Nachman, 2008). Muchas evidencias científicas apuntan a que el uso de ASA 

como suplemento alimenticio es beneficioso como estimulador del crecimiento 

en la industria avícola y porcina (Frost y col., 1955) y fue demostrado que ASA 

era excretado inalterado y que no existía evidencia de arsénico inorgánico 

liberado en las aves (Moody y Williams, 1962), y, finalmente, se evidenció que 

ASA es estable en las aves de corral y que no existe presencia de compuestos 

reducidos de arsénico en los tejidos estas (Overby y Fredrickson, 1963).  

Sin embargo, estudios más recientes mostraron que existe distribución 

del ASA en el hígado y riñones de pollos, detectándose productos metabólicos 

del compuesto en las heces, orina y bilis, lo que sugiere absorción, distribución 

y procesamiento metabólico significativo del organoarsenical (Aschbacher y 

Feil, 1991). También se demostró que el arsénico se deposita en huevos, 

riñones,  hígado y el corazón de aves de corral luego de la administración de 

ASA (Desheng y Niya, 2006). Debido a estos últimos estudios, es que en 2013 

la FDA establece la prohibición del uso de este fármaco en la industria avícola 

(FDA, 2013).  

ROX se empleó por primera vez en la década de 1940 (Anderson y 

Chamblee, 2001) y se utiliza para promover el crecimiento, potenciar la 
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conversión del alimento, el tratamiento de la coccidiosis en aves de corral y 

prevenir infecciones del tracto gastrointestinal. Fue el primer compuesto 

organoarsenical aprobado por la FDA para uso veterinario. La dosis 

mayormente usada es de 20-50 mg de ROX por kg de alimento (Jones, 2007). 

Nachman y col. (2012) estimaron que el 88% de los pollos de engorde 

producidos en Estados Unidos eran alimentados con ROX, la cual es excretada 

principalmente inalterada en el estiércol. Cerca de 900 toneladas métricas de 

ROX, incluyendo 2.5 toneladas métricas de arsénico, presentes en el estiércol 

de pollos broiler, son liberadas anualmente al ambiente en EE.UU (Garbarino, 

2003) cuyo contenido de arsénico oscila entre 14 y 76 mg·kg-1 (Jackson y 

Bertsch, 2001; Jackson, 2003).  Actualmente la FDA no permite su uso, ya que 

encontraron niveles de arsénico inorgánico en el hígado de pollos tratados con 

el fármaco que aumentaban proporcionalmente al aumentar la concentración de 

la dosis (FDA, 2013), sin embargo, ROX sigue siendo producida a nivel mundial 

y es utilizada en muchas granjas avícolas de muchos países (Yang y Rosen, 

2016), como China dónde el compost comercial se produce a partir desechos 

de aves de corral cuya alimentación aún es suplementada con ROX (Yang y 

col., 2017).  

NIT es un antiprotozario,  utilizado para combatir la histomoniasis, 

enfermedad causada por el protozoo Histomonas meleagridis y nematodos, que 

afecta a pavos y pollos. La dosis sugerida para NIT es 375 mg·kg-1. Aunque 
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esta dosis es más alta que la descrita para ROX y ASA, NIT no se suministra 

continuamente a los pollos (Mangalgiri y col., 2015).  

Hasta el año 2015, NIT era el único suplemento en base a arsénico 

permitido por la FDA para ser administrado en animales de la agroindustria, 

esta diferencia en la regulación con respecto a los otros tres compuestos se 

debía principalmente a que la razón por la cual se utilizaba NIT era contrarrestar 

la histomoniasis, y no para promover el crecimiento de las aves de corral 

(Mangalgiri y col., 2015).  En 2014, las empresas Zoetis, Inc. y Huvepharma AD 

(distribuidoras suplementos organoarsenicales en E.E.U.U.) retiraron 

voluntariamente todas las aprobaciones de nuevos medicamentos veterinarios y 

suplementos alimenticios para su uso en la alimentación animal basados en 

ROX, ASA y CAR, retirándolos también del mercado. En 2015 Zoetis Inc. 

anunció el retiro del mercado de Histostat-50 (NIT), que dejó de estar disponible 

en la estación de crecimiento de las aves de 2016 (FDA, 2014).  

Los suplementos arsenicales destinados a aves de corral, nunca han 

sido aprobados para su uso en la Unión Europea, pero al día de hoy son 

ampliamente utilizados en China, dónde el límite de la dosis permitida para 

alimentar aves de corral es de 50 mg·kg-1 (Foust y col., 2018; Hu y col., 2017; 

Yao y col., 2016). 

Es importante señalar que la industria avícola a nivel mundial está en 

constante crecimiento. El año 2000 el consumo de pollos fue de 11 kg·persona-
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1·año-1 aumentando gradualmente hasta llegar a 14,5 kg·persona-1·año-1 en 

2011 (OCDE/FAO, 2013) y se proyecta un crecimiento de un 24% en la 

producción de carne de ave para el año 2024 (OCDE-FAO, 2015). Por ende, el 

desarrollo de esta industria durante las últimas décadas, a pesar de las 

restricciones actuales para el uso de compuestos organoarsenicales, ha 

contribuido significativamente en la introducción de arsénico en al ambiente, 

pues más del 90% de los compuestos organoarsenicales administrados a las 

aves de corral son excretados sin cambios (Morrison, 1969) y una de las 

alternativas más económicas y utilizadas para la disposición de los desechos de 

las aves es su uso como fertilizante en cultivos agrícolas (Silbergeld y 

Nachman, 2008).   

Algunos compuestos arsenicales detectados en los desechos de aves de 

corral son el ácido 4-hidroxifenilarsónico, ácido fenilarsónico y especies 

metiladas de arsénico (Moody y Williams, 1964; Jackson y Bertsch, 2001; 

Pavkov y Goessler, 2001; Garbarino y col., 2003; Jackson y col., 2003). Los 

residuos animales no están clasificados como residuos peligrosos, y la 

aplicación de estiércol contaminado con compuestos orgánicos como fertilizante 

es una práctica común en campos de cultivos cercanos a criaderos de aves y 

cerdos (Sierra-Alvarez y col., 2010).  

Los compuestos organoarsenicales se ven sometidos a transformaciones 

bióticas y abióticas cuando son almacenados, durante la producción de 
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compost a partir de estiércol y cuando son aplicados como fertilizantes 

(Christen, 2001; Garbarino y col., 2003; Jackson y col., 2003), lo que puede dar 

lugar a compuestos de mayor toxicidad y movilidad. Investigaciones han 

determinado que el uso de estiércol de aves de corral como fertilizantes genera 

la introducción de especies orgánicas e inorgánicas de As en el ambiente 

(Gupta y Karuppiah, 1996; Wershaw y col., 1999; Hancock y col., 2001). ROX, 

por ejemplo, puede ser transformada hasta ácido 4-hidroxi 3-aminofeniarsonico 

(HAPA) y especies de arsénico inorgánico, como As (III) y As (V), mediante 

reducción microbiana en ambientes anaeróbicos (Cortinas y col., 2006; Stolz y 

col, 2007; Makris y col., 2008), por lo que la aplicación de desechos de aves de 

corral con ROX como fertilizante aumenta la concentración de As en los suelos 

(Fisher y col., 2015). Es decir, la utilización como fertilizante de los desechos de 

aves de corral tratadas con compuestos organoarsenicales introduce 

compuestos de As al ambiente, aumentando los niveles del metaloide en el 

suelo (Nachman y col., 2005).  

 

3. Introducción de arsénico al ambiente por la agricultura 

En la industria agrícola, el arsénico ha sido utilizado históricamente en 

una gama de aplicaciones, incluyendo pesticidas, herbicidas, insecticidas, 

desecantes de algodón, defoliantes y esterilizantes de suelo (IARC, 2012). 
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 Durante el comienzo y la mitad del siglo 20, los pesticidas en base a 

arsénico inorgánico, incluyendo arseniato de plomo, arseniato de cobre y 

arseniato de calcio, fueron utilizados ampliamente para controlar insectos en la 

agricultura (Li y col., 2016). Los pesticidas inorgánicos en base a arsénico más 

utilizados en agricultura entre 1800 y 1900 fueron el Verde de Paris (un 

arsenical basado en cobre), y el Púrpura de Londres. En los años posteriores se 

amplió el uso de los arseniatos de plomo y el arseniato de calcio. En particular 

el arseniato de calcio, que tuvo un amplio uso entre 1920 y 1950, fue usado 

para combatir plagas en cultivos de algodón, pero también fue utilizado como 

insecticida general sobre una variedad de cultivos de hortalizas y patatas 

blancas en todo los EE.UU, y el arseniato de plomo fue utilizado principalmente 

para la protección contra insectos que atacan las frutas y verduras (Murphy y 

Aucott, 1998).  

El apogeo de uso de pesticidas inorgánicos arsenicales ocurrió 

aproximadamente desde 1930 hasta fines de 1940 (aprox. 60.000.000 lb·año-1 

de cada uno). Hacia la década del 60, el consumo de estos pesticidas era 

menor a la mitad de lo consumido durante el peak máximo (aprox. 10.000.000 

lb·año-1 de cada uno). Este descenso continuó durante la década de 1970, 

probablemente debido al acceso facilitado a nuevos pesticidas sintéticos de 

mayor eficacia (Murphy y Aucott, 1998). Los últimos usos de compuestos 

inorgánicos de arsénico en la agricultura fueron descontinuados 

voluntariamente a finales de 1980 y principios de 1990, estos incluían el 
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arseniato de plomo utilizado como regulador del crecimiento de los cítricos, 

arseniato de calcio utilizado como herbicida en el césped, el arsenito de sodio 

utilizado como fungicida en las uvas y el ácido arsénico utilizado como 

desecante de okra para las semillas y el algodón.  

Históricamente, el uso de ácido arsénico en cultivos de algodón fue tan 

alto que llegó a 6.8 millones de libras de ingrediente activo por año (USEPA, 

2006). Esta gran cantidad de pesticidas en base de arsénico inorgánico 

utilizado durante décadas ha conducido a la contaminación grave por arsénico 

en el medio ambiente (Datta y Sarkar, 2005). Los pesticidas inorgánicos de 

arsénico no se han utilizado con fines agrícolas en EE.UU. desde 1993 (IARC, 

2012). 

Los pesticidas orgánicos de arsénico en EE.UU. se registraron para su 

uso como herbicidas en la década de 1950 (metanoarsenato disódico (DSMA)) 

y en 1960 los organoarsenicales metanoarsenato monosódico (MSMA), ácido 

de calcio metanoarsenato (CAMA) y ácido cacodílico. En 2006, la USEPA 

inventariaba aproximadamente 90 productos que contienen MSMA, 25 que 

contienen DSMA, 4 que contienen CAMA, y 35 que contienen ácido cacodílico. 

En 2009, la Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos (USEPA) 

emitió una orden de cancelación para eliminar y reducir progresivamente el uso 

de pesticidas arsenicales orgánicos para el año 2013 (USEPA, 2009). La única 
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excepción a la orden fue el MSMA, que continúa aprobado para su uso en 

cultivos de algodón, campos de golf y granjas de césped.  

Antes de 2006, se usaban aproximadamente 1,4 millones de kg de 

MSMA cada año (USEPA, 2006). En general, los compuestos arsenicales se 

mantienen en el ambiente durante largos periodos de tiempo, por ejemplo, el 

MMA tiene una vida media promedio de 240 días en ambientes aeróbicos 

(Yoshinaga y col., 2011). Los microorganismos de suelo transforman estos 

compuestos en distintos derivados del As de manera bidireccional entre 

compuestos orgánicos e inorgánicos, por lo que compuestos como el MMA 

pueden ser desmetilados para transformarse en especies de arsénico 

inorgánico, que es más tóxico, móvil y biodisponible (USEPA, 2014). 

Otras fuentes de arsénico utilizadas en la agricultura son el compost y los 

fertilizantes que contienen arsénico. Según la Norma Chilena 2880 “Compost- 

Clasificación y requisitos” (NCh 2880, 2005), el compost es un producto inocuo 

y libre de efectos fitotóxicos que resulta del proceso de compostaje, constituido 

principalmente por materia orgánica estabilizada. El compostaje es una 

alternativa para gestionar residuos orgánicos generados por actividades 

agrícolas, forestales, agroindustriales y lodos provenientes del tratamiento de 

aguas servidas y de residuos líquidos industriales de algunos procesos 

productivos (NCh 2880, 2005). La NCh 2880, establece que el límite máximo de 

concentración de arsénico que pueden tener los compost es de 15 mg·kg-1 de 
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compost (peso seco), y que residuos orgánicos de origen animal pueden ser 

considerados como materia prima del compost, por lo que estiércol 

contaminado con organoarsenicales podría ser utilizado, pudiendo llegar a 

cultivos agrícolas. 

Los fertilizantes no tienen como principal componente algún compuesto 

arsenical, pero si presentan  concentraciones del metaloide. Molina y col. (2009) 

estudiaron la concentración de elementos traza de distintos tipos de 

fertilizantes, entre ellos, fertilizantes fosforados, fertilizantes nitrogenados, 

fertilizantes de potasio y abono NK. Determinaron que el contenido de 

elementos traza de los fertilizantes es altamente variable, lo que se relaciona 

con el origen del material. En particular, los fertilizantes triple-superfosfatos, 

presentaron altas concentraciones de arsénico en su composición. Estos 

fertilizantes, junto a otros que contienen fósforo, son obtenidos desde rocas 

fosfóricas, que poseen concentraciones variables de elementos traza según su 

origen (McLaughlin y col., 1996), y generalmente más altas que en la corteza 

terrestre (McBride y Spiers, 2001).  

En algunos sistemas agrícolas la entrada de elementos traza al suelo, 

como As, a través de la aplicación de fertilizantes puede ser mayor que la salida 

por bioacumulación y lixiviación. Por lo que, el uso a largo plazo de estos 

fertilizantes puede provocar el aumento de la concentración de As en la capa 

arable de los suelos agrícolas. Algunos países han establecido tasas máximas 
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de entrada de estos contaminantes en los suelos agrícolas y límites máximos 

de concentración en los fertilizantes (CFIA, 1997; USEPA, 1999; California 

Code of Regulations, 2001; USEPA, 2002; AAPFCO, 2007). En Chile,  la 

Resolución N°1035 (Rs. N°1035, 2011), establece los márgenes de tolerancia 

en el contenido de elementos traza en fertilizantes, dónde se establece que los 

fertilizantes importados pueden declarar un contenido de hasta 10 mg·kg-1 de 

arsénico con un margen de tolerancia del 10%.   

 

4. Arsénico en suelos de cultivo 

En suelos no contaminados, los niveles de arsénico van de <0,1 a 95 

mg·kg-1, con una media mundial menor a 10 mg·kg-1 (Adriano, 2001; Kabata-

Pendias, 2001). Sin embargo, en suelos contaminados o situados cerca de 

minas que contienen As, se han reportado concentraciones superiores a 600 

mg·kg-1 de As (Dudas, 1984; Adriano, 2001; Kabata-Pendias, 2001). En el 

suelo, As se encuentra principalmente a la forma de especies inorgánicas, pero 

también están presentes compuestos organoarsenicales que se interconvierten 

gracias a reacciones bióticas  y abióticas, como la metilación (Adriano, 2001). El 

arsénico se puede dispersar en suelos de cultivo después del uso de 

fertilizantes fosfatados debido a la utilización de pesticidas que contengan 

arsénico, defoliantes, y conservantes (Bertoldi y col., 2013). 
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La solubilidad del arsénico en la solución del suelo, y por tanto su 

disponibilidad, se ve afectada por factores como el potencial redox, pH, la 

presencia de Mn, Al, óxidos de fierro, presencia de materia orgánica y la 

actividad biológica (Dudas, 1984). En la solución de los suelos, los estados de 

oxidación más comunes de arsénico son +3 y +5. As(III) es más soluble, móvil, 

y tóxico que As(V), que es la forma dominante y más estable en suelos 

aeróbicos. Aunque los minerales y compuestos de arsénico son relativamente 

solubles, la mayor parte del arsénico encontrado en el suelo no es 

particularmente móvil ni está disponible, ya que generalmente se encuentra 

fuertemente asociado con Fe, Mn y óxidos de aluminio en suelos ácidos, y con 

Ca en suelos alcalinos y calcáreos (Dudas, 1984; Kabata-Pendias, 2001; 

Wenzel y col., 2001).  

En condiciones aeróbicas, la desorción de As(V) desde el suelo aumenta 

al aumentar el pH como consecuencia del aumento de las cargas negativas de 

los coloides del suelo (Dudas, 1984; Smith y col., 1999). Sin embargo, una 

disminución del pH, en la rizósfera por ejemplo, puede dar lugar a la disolución 

de los óxidos e hidróxidos de Fe y Al, con la consiguiente co-disolución del 

As(V) unido a esta fracción (Fitz y Wenzel, 2002). Por otro lado, la adsorción de 

As(III) aumenta al aumentar el pH (Dudas, 1984). El arsénico es fuertemente 

adsorbido por los óxidos cristalinos y amorfos de Fe, Mn, y Al principalmente a 

pH <6, cuando estos óxidos muestran una carga superficial positiva (Sadiq, 

1995).  En suelos ácidos sulfatados se han reportado concentraciones de 
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arsénico de hasta 290 mg·kg-1 debido a la erosión de la pirita presente en el 

material matriz del suelo (Dudas, 1987).  

Fosfato y As(V) son oxianiones que se comportan de manera similar y 

compiten entre sí por los sitios de adsorción. En suelos agrícolas, la fertilización 

con fosfato podría aumentar la solubilización de arsénico (Reynolds y col., 

1999), ya que cuando en un suelo contaminado con arsénico se realiza una 

excesiva fertilización con fosfato, este desplazará al arseniato acumulado de 

sus sitios de adsorción, dejándolo disponible para el consumo de las plantas, 

pudiendo llegar a la cadena alimentaria tanto de animales como de humanos. 

Un riesgo adicional asociado a la fertilización con fosfato es que en presencia 

de agua suficiente para lixiviar, el arsénico liberado podría penetrar a lugares 

más profundos del suelo, pudiendo llegar incluso a napas subterráneas (Peryea 

y Creger, 1994). Estudios han demostrado que un exceso en la aplicación de 

fertilizantes fosfatados (>400 mg·kg-1) en suelos contaminados con arsénico 

tiene un efecto directo sobre la concentración del metaloide en la solución del 

suelo, desplazando entre el 67-92% del arsénico total y haciéndolo 

fitodisponible (Woolson, 1973; Violante y Pigna, 2002; Bolan y col., 2013). El 

agua de riego con un alto contenido de fósforo podría generar un efecto similar 

al del fertilizante y contribuir a la liberación del arsénico desde las partículas del 

suelo (Venegas y CIAP-UTFSM, 2014).  
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Se ha determinado que la concentración de arsénico en tejidos de las 

plantas cultivadas en suelos no contaminados varía de 9 a 1500 µg·kg-1 de 

peso seco (Kabata-Pendias, 2001). Una concentración superior a 2,000 µg·kg-1 

de peso seco se considera fitotóxica (Pais y Jones, 1997). El arsénico se 

acumula principalmente en las raíces y hojas viejas, mientras que la 

translocación a las frutas y semillas es mínima (Woolson, 1973; Aguilar y 

col., 1987; Baxter y col., 1997; Galani-Nikolakaki y col., 2002; Baroni y col., 

2004; Kment y col., 2005; Ko y col., 2007; Fiket y col., 2010; Bertoldi y col., 

2011).    

 

5. Ciclo Biogeoquímico del arsénico 

Los microorganismos juegan un rol fundamental en el ciclo ambiental del 

arsénico, ya que transforman los compuestos arsenicales de una forma a otra. 

As(V) y As(III) son interconvertidos  por reducción y oxidación, dando lugar a un 

ciclo redox de arsénico. La reducción de As(V) a As(III) es llevada a cabo por 

microorganismos que expresan las arseniato reductasas ArsC y ArrAB que 

participan en procesos de resistencia y respiración anaeróbica del arseniato, 

respectivamente. La reducción de arseniato en el ambiente provoca un aumento 

en la movilidad del arsénico (como As(III)) a partir de sedimentos ricos en 

As(V), contaminando aguas subterráneas y el suelo. Por otro lado, el As(III) 

puede ser oxidado a As(V) por la acción de microorganismos que expresan las 
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arsenito oxidasas AioAB y ArxAB, que participan en la oxidación anclada a la 

respiración aeróbica/anaeróbica y anaeróbica, respectivamente. Esta oxidación 

resulta en la precipitación y/o adsorción del arseniato a los minerales de 

sedimentos marinos y/o de agua dulce (Andres y Bertin, 2016).  

Además, el arsénico inorgánico puede ser metilado, dando lugar a 

compuestos organoarsenicales mucho más tóxicos. La metilación es llevada a 

cabo por microorganismos que expresan la ArsM, una S-adenosilmetionina 

(SAM) As(III) metiltransferasa (AsMT), que metila el arsenito formando especies 

monometiladas (MMAs(III) o monometilarsenito), dimetiladas (DMAs(III) o 

dimetilarsenito), y trimetiladas (TMAs(III) o trimetilarsina). Todos los organismos 

vivos poseen ortólogos de arsM, en humanos es AS3MT, que se encuentra en 

el hígado y genera MMAs(III) y DMAs(III), las dos especies más tóxicas entre 

todas las especies inorgánicas y orgánicas de arsénico, consideradas 

carcinogénicas y responsables de la mayoría de las enfermedades humanas 

ligadas al As (Yang y Rosen, 2016).  La ArsM posee estructuras para los 

ligandos SAM, arsenito y también, para compuestos organoarsenicales 

aromáticos como el fenilarsenito (PhAs(III) o PAO) y la roxarsona trivalente 

(ROX(III)). La metilación de arsénico es un proceso metabólico común a todos 

los organismos vivos, que genera MMAs(III) y DMAs(III), tóxicos y TMAs(III) 

volátiles.  
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Sin embargo, en el ambiente la mayoría del arsénico encontrado es 

inorgánico, esto se debe a que en comunidades microbianas en las que hay 

miembros que metilan el arsénico inorgánico, también existen microorganismos 

que han desarrollado mecanismos de desmetilación para sobrevivir. Este 

proceso es llevado a cabo por ArsI, una dioxigenasa no dependiente de fierro 

hemo con actividad liasa, que cliva el enlace C-As convirtiendo el arsenito 

metilado (MAS(III)) en As(III). A partir de la evidencia existente del clivaje del 

enlace C-As en una amplia gama de organoarsenicales trivalentes (Von Endt y 

col., 1968;  Garbarino y col., 2003; Feng y col., 2005; Stolz y col., 2007; Makris 

y col., 2008), Yang y Rosen (2016) sugieren que los organoarsenicales 

aromáticos pentavalentes como ROX(V) y NIT(V), también son sometidos a una 

vía secuencial de 2 pasos que involucra, primero, la activación mediante 

reducción (hasta ROX(III) y NIT(III)) y segundo, el rompimiento del enlace C-As 

mediado por ArsI, ambos procesos llevados a cabo por comunidades 

microbianas, y tal como ocurre con el MSMA, que se degrada hasta arsénico 

inorgánico en una vía secuencial de reducción-desmetilación (Yoshinaga, Cai y 

Rosen, 2011).  

Por lo tanto, compuestos arsenicales aromáticos (ROX(V), (NIT(V), p-

ASA) y metilados (MMAs(V), MSMA) serían activados por reducción (pasando 

de nula a alta toxicidad), para luego der degradados a arsénico inorgánico en el 

ambiente (toxicidad intermedia).  
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Los procesos anteriores ocurren en comunidades microbianas donde 

algunos microorganismos se encargan de metilar arsénico como un mecanismo 

de competencia, y otros de desmetilarlo para sobrevivir a la alta toxicidad de 

estos compuestos, sin embargo, también hay miembros de estas comunidades 

capaces de sobrevivir mediante la oxidación de organoarsenicales trivalentes 

como son los MAs(III) y las especies activadas por reducción de ROX(III), 

NIT(III) y p-ASA. Estos microorganismos codifican una enzima llamada ArsH, 

una metilarsenito oxidasa que se encarga de la oxidación de organoarsenicales 

trivalentes tóxicos hasta especies pentavalentes no tóxicas, dando lugar a un 

mecanismo de resistencia alternativo a la desmetilación vía ArsI. La expresión 

de ArsH por sí sola (sin otros genes del operon ars) es suficiente para la 

detoxificación de las formas trivalentes activadas del herbicida MSMA y de ROX 

(Yang y Rosen, 2016). 

Las fuentes antropogénicas, como fertilizantes, pesticidas y suplementos 

alimenticios animales que contienen arsénico introducen principalmente MMAs 

y DMAs (Burló y col. 1999) al ambiente, los que terminan degradándose hasta 

compuestos inorgánicos de arsénico. Este proceso ocurre en diversos entornos 

como el suelo (Von Endt y col., 1968; Woolson y col., 1982; Akkari y col., 1986; 

Gao y Buran 1997; Feng y col., 2005; Maki y col., 2006a; Huang y col., 2007), 

los lodos (Sierra-Alvarez y col. 2006), los sedimentos (Hanaoka y col., 1990), el 

mar (Sanders 1979) y lagos (Maki y col., 2004; 2006b; 2009), donde la principal 

forma de arsénico es As(V), y se biotransforma a arsenoazúcares en las algas. 
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Algunos animales y vegetales son capaces de bioacumular las formas 

metiladas de arsénico presentes en su entorno, reincorporándolo al ambiente a 

través de sus desechos.  

El ciclo del arsénico tiene varios puntos dónde el arsénico tiene contacto 

directo e indirecto con el ser humano. Entre estos puntos encontramos los 

cultivos que bioacumulan arsénico, como por ejemplo, el arroz (Bakhat y col., 

2017), y el contacto con el metaloide de forma natural, debido a que se ubican 

en zonas geográficas ricas en arsénico. El contacto también puede deberse a la 

actividad antropogénica,  como el uso de fertilizantes y herbicidas arsenicales, 

entre ellos el abono proveniente de desechos de animales que fueron 

suplementados con ROX o MSMA.  

De estos mismos cultivos, dónde existen comunidades microbianas 

capaces de resistir, detoxificar o metabolizar el arsénico en sus distintas formas, 

es que especies inorgánicas de arsénico pueden transportarse por lixiviación o 

escorrentía hasta napas subterráneas de agua que son utilizadas para el uso y 

consumo humano, tal como ocurre en los asentamientos del norte de Chile 

(Caceres y col., 2005; Steinmaus y col., 2016; Smith y col., 2017), dónde 

además esta agua se utiliza para el riego en la agricultura, generándose un 

ciclo en que el arsénico vuelve a los suelos de plantaciones y luego se pone 

nuevamente en contacto con los seres humanos.  
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6. Transformación biológica de compuestos organoarsenicales  

El tratamiento biológico de residuos mediado por microorganismos es 

una estrategia utilizada actualmente para la remediación de compuestos que 

contaminan el ambiente. La degradación de ROX se da tanto en condiciones 

aeróbicas como anaeróbicas. Producto de la reducción y transformación de 

ROX, se producen compuestos orgánicos como ácido 4-hidroxi-3-amino fenil 

arsénico (HAPA), ácido monometilarsénico (MMAs(V)), ácido 

monometilarsonoso (MMAs(III)), ácido dimetilarsínico (DMAs(V)), ácido 

dimetilarsinoso (DMAs(III)) y óxido de trimetilarsina (TMAs(III)) y también 

inorgánicos como arsenito y, en mayor medida, arseniato (Cortinas y col., 2006; 

Stolz y col., 2007; Andra y col., 2010). Un estudio de la degradación de ROX y 

determinación de especies intermediarias evidenció trazas de NIT como 

producto de la metabolización (Conklin y col., 2012), por lo que es posible que 

NIT sea un intermediario metabólico de la transformación de ROX a arsénico 

inorgánico (Guzmán-Fierro, 2014).  

Algunos de los autores que han trabajado en la evaluación de la 

transformación biológica de ROX incluyen a Cortinas y col. (2006), Stolz y col. 

(2007), Fisher y col. (2008), Liang y col. (2014), Liu y col. (2014), Shi y col. 

(2014), Zhang y col. (2014), Fisher y col. (2015), Guzmán-Fierro y col. (2015), 

Mafla y col. (2015). Zhang y col. (2014) caracterizaron la degradación 

anaeróbica de ROX mediada por bacterias en un sistema de lodos granulares 
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determinando que a las 12 h casi el 100% de ROX había sido removida del 

sistema siendo transformánda en HAPA que finalmente también fue 

transformado casi al 100% a las 40 h de tratamiento. Mafla y col. (2015) 

evidenciaron que microcosmos incubados en condiciones anaeróbicas eran 

capaces de degradar el 90% de ROX en 15 días, en contraste a los 

miscrocosmos aeróbicos que alcanzaron un porcentaje de degradación máxima 

de 85%. Guzmán-Fierro y col. (2015) determinaron que la velocidad de 

crecimiento de un consorcio aeróbico, aislado desde suelo agrícola fertilizado 

con estiércol de ave de corral, fue mayor en presencia de ROX.  

Aunque no existen estudios que caractericen la cinética de crecimiento 

de otros consorcios bacterianos anaeróbicos aislados desde el ambiente en 

presencia de compuestos organoarsenicales, si hay estudios de monocultivos 

anaeróbicos aislados, que crecidos en presencia de ROX, también presentan 

un mayor crecimiento (Stolz y col., 2007; Fisher y col., 2015). 

Los mecanismos genéticos de detoxificación de compuestos 

organoarsenicales conocidos hasta ahora incluyen a arsM, gen que codifica una 

As(III) S-adenosilmetionina metiltransferasa, arsI, gen que codifica una liasa de 

C-As, y a arsH, gen que codifica una metilarsenito oxidasa (Yang y Rosen, 

2016). Estas tres enzimas forman lo que Yang y Rosen (2016), describen como 

un nuevo ciclo de metilación, desmetilación y detoxificación del arsénico (Figura 

1), dónde ArsM transforma el arsenito inorgánico en una especie 
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organoarsenical altamente tóxica que mata por competencia a otras especies 

bacterianas y que también puede ser la responsable de la carcinogénesis en 

animales (MAs(III)).  

Las especies microbianas en competencia han respondido a esta presión 

ambiental mediante la evolución de los mecanismos de detoxificación de 

MAs(III). Algunas producen ArsI, que desmetila las MAs(III) produciendo As(III) 

menos tóxico, mientras que otras producen ArsM que oxida las MAs(III) hasta 

MAs(V) no tóxicas. Es probable que estos procesos ocurran en comunidades 

microbianas ambientales. 

 

Figura 1. Ciclo de metilación, desmetilación y detoxificación del arsénico. En 

negrita enzimas que transforman especies organoarsenicales. ArsM: Arsenito 

metiltransferasa, ArsI: liasa de enlace C-As, ArsH: oxidasa organoarsenical. 

Modificada de Yang y Rosen (2016). 
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7. Transformación bacteriana de arsénico inorgánico 

Los microorganismos han desarrollado múltiples estrategias para tolerar 

y resistir la presencia de arsénico en el ambiente. La primera de ellas es la 

reducción de arseniato hasta arsenito, un mecanismo de resistencia 

evolutivamente conservado y presente en bacterias, arqueas y eucariontes de 

varios orígenes ecológicos. En procariontes, está genéticamente constituido por 

arsRBC, un operón simple que confiere tolerancia basal al arsénico, ArsC  

corresponde a una arseniato reductasa citoplasmática que media la reducción 

de As(V) a As(III) con glutaredoxina, glutatión o tiorredoxina suministrando el 

poder reductor para esta transformación (Silver y Phung, 2005). ArsB es una 

bomba de eflujo antiporte dependiente de ATP que excreta el As(III) al medio 

extracelular, y ArsR corresponde al regulador del operón. Los genes que 

codifican estas  proteínas, a menudo se localizan en plásmidos (Lloyd y 

Oremland, 2006).  

Es común que el operón arsRBC presente otros genes que lo flanquean 

y que se relacionan con la resistencia al arsénico, entre ellos los que codifican 

para ArsA, una ATPasa que se une a ArsB haciéndola más eficiente y ArsD, 

que reprime el operón y actúa como una chaperona de arsenito. Menos 

comúnmente se pueden encontrar genes que codifican para ArsH, ArsN 

(Acetiltransferasa putativa) y ArsT/ArsX (Sistema tiroredoxin), entre otras que 

han sido descritas tanto de forma experimental, es decir pesquisando los genes 
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ars y comprobando su actividad reductasa, como a través de la secuenciación 

de genomas de varias especies bacterianas. 

En segundo lugar está la reducción vía arr, un mecanismo de reducción 

deasimilatoria del arseniato, directamente relacionado con el metabolismo 

energético de las bacterias. El operón arrAB codifica una arseniato reductasa 

de membrana que es responsable de la respiración anaeróbica periplásmica de 

As(V), utilizando varias fuentes de electrones, ArrA corresponde a la subunidad 

mayor y ArrB a la subunidad menor de la reductasa. Este sistema es más 

especie- o nicho-específico que la resistencia al arsénico (arsRBC) (Andres y 

Bertin, 2016). 

Una tercera estrategia es la oxidación de arsenito, que corresponde a un 

mecanismo de detoxificación presente en bacterias heterótrofas (oxidan el 

arsenito en el periplasma para evitar su absorción) y en bacterias 

quimiolitoautótrofas (cuando la oxidación del As(III) puede proveer electrones 

para la respiración por oxígeno, nitrato o clorato conservando la energía 

obtenida para el crecimiento y para fijar el CO2) (Lloyd y Oremland, 2006).  La 

oxidación de arsenito es conferida por el sistema aio que se extiende 

filogenética y ecológicamente tanto en bacterias como arqueas, y en bacterias 

la mayoría de los genomas que poseen los genes aio presentes en bases de 

datos, pertenecen al filo Proteobacteria.  
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El operón aioBA codifica una arsenito oxidasa constituida por una 

subunidad mayor (AioA) y una subunidad menor (AioB) y el ordenamiento del 

operón es conservado en todas las bacterias oxidantes de As(III) analizadas 

(Slyemi y Bonnefoy, 2012). En algunos casos el operón aioBA es flanqueado 

por otros genes, cuyo orden difiere entre distintos organismos. Estos genes se 

ubican río abajo del operón y entre ellos están el gen aioC (o cytC) que codifica 

citocromo tipo C, aioD (o moeA) que codifica un cofactor de molibdeno, y gen el 

nitR, que codifica una nitroreductasa. Además, río arriba del operón, es posible 

encontrar el sistema aioXSR que codifica un sistema regulatorio de dos 

componentes y una proteína periplásmica de unión a As(III), y que puede estar 

en la misma dirección del operón aioBA o bien en dirección contraria, 

dependiendo si se trata de Alfa- o Beta-proteobacteria, respectivamente (Li y 

col., 2013a).  

Cabe destacar que, bacterias que poseen los operones aioBA y arsRBC 

a la vez, parecen ser más resistentes al arsénico que teniendo sólo el operón 

ars (Cai y col., 2009). Recientemente se ha descrito el gen aioE, que codifica un 

nuevo transportador de electrones asociado a la producción de NADH. Este gen 

fue descrito en Agrobacterium tumefaciens, y se demostró que al ser 

delecionado, la oxidación de arsenito no ocurre disminuyendo la resistencia a 

As(III) (Wang y col., 2017). 
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Finalmente, existe un segundo sistema de oxidación mediada por los 

genes arx, dónde se lleva a cabo la oxidación anaeróbica de As(III) combinada 

con la respiración vía nitrato o integrada en la cadena transportadora de 

electrones de la fotosíntesis anoxigénica (Zargar y col., 2012). Este sistema 

sólo se ha descrito en 4 especies pertenecientes a la clase Gamma-

proteobacteria, dentro de las cuales sólo se ha comprobado experimentalmente 

la oxidación de arsenito en Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1 (Zargar y col., 2010),  

y en las otras sólo se han pesquisado los genes arx por secuenciación y 

técnicas bioinformáticas.  

El operón arxB’AB, codifica la arsenito oxidasa anaeróbica, constituida 

por una subunidad molibdopterina (ArxA) y una subunidad sulfuro-fierro. Aún se 

desconoce la función de arxB’, que corresponde a un homólogo de arxB 

localizado río abajo de arxA. Flanqueando el operón, es posible encontrar 

genes adicionales como, arxC que codifica una proteína involucrada en el 

anclaje de la oxidasa y en el proceso de transferencia de electrones, arxD que 

codifica una chaperona, y el sistema arxXSR, que se encuentra río abajo del 

operón y en dirección opuesta, y codifica 3 proteínas putativas: una proteína 

periplásmica de unión a As(III) (ArxX), una histidina quinasa de transducción de 

señales de 2 componentes (ArxS) y un regulador de respuesta (ArxR).  

En la Figura 2 están representados los principales clústeres de 

resistencia, detoxificación y metabolización de arsénico conocidos a la fecha. 
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Es interesante notar que el sistema arxCD es similar al sistema arrCD y que el 

sistema arxXSR es similar al sistema aioXSR. Por otro lado, la gran similitud 

que existe entre las secuencias de arx, arr y aio dejan en evidencia la 

posibilidad de que ArxA sea una variante de Arr que cataliza la reacción 

inversa. 
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Figura 2. Organización de los clústeres genéticos relacionados al arsénico, 

observados en diferentes procariotas. (A)-(D), organización de los clúster 

genéticos ars, aio, arr y arx, respectivamente. Estos clúster pertenecen a 

organismos cuya capacidad de llevar a cabo  las correspondientes reacciones 

ha sido demostrada experimentalmente. Fuente: Andres y Bertin (2016). 
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8. Precipitación de carbonato de calcio inducida por microorganismos 

(MICP) 

La precipitación biológica de carbonato de calcio mediada por 

microorganismos es un proceso regido por 4 factores clave: la concentración de 

calcio, la concentración de carbono inorgánico disuelto (DIC), el pH y la 

disponibilidad de sitios de nucleación (Hammes y Verstraete, 2002). Puede 

ocurrir producto de distintos procesos metabólicos como la fotosíntesis (Dupraz 

y col., 2004), ureolisis (Fujita y col., 2000), desnitrificación (Van Paassen y col., 

2010), amonificación (Rodriguez-Navarro y col., 2003), reducción de sulfato 

(Braissant y col., 2007) y la oxidación de metano (Reeburgh, 2007). Además, se 

ha reportado que la pared celular y el exopolisacárido (EPS) sirven de molde 

para la precipitación de carbonatos (Obst y col., 2009). En la naturaleza este 

proceso media la cementación de sistemas naturales (Zhu y Dittrich, 2016).  

La mayoría de los estudios de MICP con fines biotecnológicos se basan 

en la ureolisis (De Muynck y col., 2013; Kumari y col., 2014a). En la MIPC 

mediada por bacterias ureolíticas, las bacterias hidrolizan la urea hasta 

amoníaco y ácido carbónico, y ambos son liberados al medio. En el medio 

extracelular, estos compuestos llegan al equilibrio con sus especies iónicas 

bicarbonato (HCO3
-) e hidroxilo (OH-), aumentando así el pH. Si hay suficiente 

calcio en el medio, se va a ver favorecida la precipitación de carbonato de calcio 

que ocurre en la superficie de la bacteria. Esto ocurre gracias a la presencia de 
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distintos grupos funcionales como carboxilos, fosfatos y aminas, que le dan una 

carga neta negativa a la superficie, y que facilitan la adsorción de cationes 

como calcio (aumentando su concentración en el microambiente bacteriano) y 

por ende, la precipitación del carbonato. Estas características hacen de la 

superficie celular bacteriana una estructura altamente efectiva como templado 

de la precipitación de carbonato (Warren y col., 2001).  

La habilidad de las bacterias ureolíticas-calcificantes  de precipitar 

carbonato de calcio actualmente está siendo estudiada con fines 

biotecnológicos, como por ejemplo, la remoción de calcio de aguas residuales, 

biorremediación de metales pesados, captación pasiva de dióxido de carbono 

atmosférico, biocementación de materiales arenosos y suelos, biomineralización 

de cemento, restauración de construcciones y grietas, entre otros (Dhami y col., 

2013). 

 

9. Biomineralización acoplada a la oxidación de arsenito e interacción 

calcita-arsénico  

La biomineralización es el proceso mediante el cual organismos forman 

minerales (Lowenstam y Weiner, 1989; Ben Omar y col., 1997; Gadd, 2010). La 

mayoría de los procesos de biomineralización hacen referencia a la 

Mineralización Inducida Biológicamente (BIM, por su nombre en inglés 
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Biologically Induced Mineralization) (Kumari y col., 2016), en la cual el 

organismo que mineraliza modifica su microambiente local para crear 

condiciones fisicoquímicas apropiadas para la precipitación de minerales (Gadd, 

2010; Gadd y col., 2012; 2014).  

El carbonato de calcio es el mayor producto en procesos de 

biomineralización (Berman y col., 1990; Perito y Mastromei, 2011; 

Lakshminarayanan y col., 2002). La calcita es un mineral de carbonato de calcio 

(CaCO3) muy estable en condiciones ambientales y su formación es un 

fenómeno mediado por microorganismos común en la biosfera (Ehrlich, 1998; 

Castanier y col., 1999). Existen estudios que han sugerido que los minerales de 

carbonato, como la calcita, a un pH alto podrían tener un rol fundamental en el 

control de la concentración de arsénico en el agua subterránea contaminada 

(Yokoyama y col., 2012).  

Dependiendo del pH y condiciones ambientales el arsénico se encuentra 

en sus distintas formas químicas. En ambientes aeróbicos y de condiciones 

oxidantes, predomina arseniato, y en ambientes anaeróbicos y de condiciones 

reductoras  predomina arsenito (Oremland y Stotz, 2003). Además, en función 

de las condiciones óxido-reductoras y del pH del ambiente, parte del arsénico 

puede ser retenido en superficies minerales, como hidróxidos de hierro, 

hidróxidos de aluminio, arcillas y calcita (Sadiq, 1995; Manning y Goldberg, 

1997). Arsenito, es la forma inorgánica de arsénico más tóxica, y se adsorbe 
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menos a la superficie de los minerales, por lo que tiene una mayor movilidad y 

biodisponibilidad (Cullen y Reimer, 1989; Kulp y col., 2004).  

Hay dos ideas completamente diferentes acerca de arsenito inmovilizado 

en calcita a pH neutral o circumneutral. Cheng y col. (1999) concluyeron que el 

As(III) es adsorbido y co-precipitado con calcita, mientras que Yokoyama y col. 

(2012) observaron una insignificante absorción y co-precipitación de As(III) con 

calcita a pH inferiores a 8.0. Según Yokoyama y col. (2012), As(V) se incorpora 

en la calcita en un amplio intervalo de pH (7.0-12.0), y el As(III) sólo a pH 

cercano a 9.0.  

En un estudio más reciente (Renard y col., 2015), se realizaron análisis 

de la interacción de las especies inorgánicas de arsénico con calcita utilizando 

un microscopio de fuerza atómica (AFM) y espectroscopía de absorción de 

rayos X (XAS). As(V) mostró una fuerte interacción con la superficie de la 

calcita incorporándose la mayor parte del compuesto en la estructura del 

mineral. As(III) demostró mucho menos impacto en el crecimiento de la calcita y 

se observó una incorporación menor de esta especie en su estructura. Los 

resultados de la XAS indicaron que As(III) se oxidó parcialmente a As(V) antes 

de ser incorporado en la calcita, y el contenido resultante en la calcita fue de 

36% As(III) y 64% As(V). Este resultado confirman que As(V) interactúa más 

fuertemente con la calcita que As(III). Por lo tanto, en procesos de co-

precipitación, As(V) se incorpora a la calcita en un amplio rango de pH (7.0 a 



38 
 

12) y, por otra parte As(III) se incorpora a la calcita, principalmente a pH 

cercano a 9.0 (Yokoyama y col., 2012). 

La biomineralización del As se basa en bacterias capaces de secretar 

productos metabólicos que promuevan la formación de minerales que adsorban 

las formas inorgánicas del metaloide, y que a la vez, puedan transformar el 

As(III) o As(V) (ya sea por reducción u oxidación) resultando en la co-

precipitación del As con las partículas minerales.  

La calcita puede adsorber fuertemente a su superficie cristalina 

elementos como el  arseniato, así como también incorporar As(V) a su 

estructura cristalina al ocurrir el intercambio del grupo carbonato por As(V) 

(Renard y col., 2015). Se han realizado estudios utilizando bacterias ureolíticas 

resistentes a arsénico (Achal y col., 2012a, 2012b, 2014), donde la 

mineralización se produce debido a la actividad metabólica bacteriana de la 

enzima ureasa (Achal y col., 2009, 2014; Kumari y col., 2016). El uso de 

bacterias ureolíticas arsenito-oxidantes podría facilitar la implementación de 

sistemas biológicos de remoción de arsénico inorgánico eficientes. 

 

10. Tratamiento biológico de aguas contaminadas con arsénico  

En el norte de Chile, el arsénico está presente en los suelos volcánicos 

de la cordillera de los Andes de forma natural, y se moviliza por lixiviación hasta 
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las cuencas hidrográficas de la zona, lo que resulta en altas concentraciones de 

arsénico (100-1500 µg·L-1) en las aguas (León y col., 2018). La Organización 

Mundial de la Salud y la Norma Chilena 409/1, han establecido un límite 

máximo de 10 µg As/L de agua potable (INN, 2005; WHO, 2011).  

La exposición crónica a arsénico se relaciona directamente con la 

incidencia de enfermedades como hipertensión, hiperpigmentación de la piel, 

algunas neuropatías, cáncer de hígado, de pulmón, de piel, de vejiga, de 

próstata y de riñón (IARC, 2012). En el norte de Chile, la mortalidad por cáncer 

de pulmón, vejiga y riñón, es entre 1,75 y 6,43 veces mayor que en otras 

regiones, y se relaciona directamente con la ingesta de arsénico presente en el 

agua potable (Smith y col., 2017).  El impacto económico del cáncer en Chile es 

de 2100 millones de dólares anuales (Cid y col., 2016), es decir, que para los 

3099 nuevos casos de cáncer registrados en la Región de Antofagasta 

(MINSAL, 2012), el impacto económico anual es de 200MUSD.  

En esta zona del país, una parte del agua potable se obtiene desde las 

aguas cordilleranas, que tienen altos niveles de arsénico. Para removerlo, las 

potabilizadoras de agua, utilizan procesos de coagulación-filtración y osmosis 

reversa, procesos que implican el uso de químicos y/o filtros, son costosos y 

contaminan el ambiente (Aguas Antofagasta, 2018). La concentración de 

arsénico en el agua potable en la II Región, actualmente fluctúa entre 10 y 60 

µg As/L (Smith y col., 2017), es decir que, aún después de ser tratada, el agua 
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tiene concentraciones que sobrepasan el límite máximo de arsénico permitido 

en el agua potable.  

Es evidente la necesidad de terminar con este problema que, sólo en la 

región de Antofagasta, afecta la salud de 550 mil personas, y para ello es 

necesario contar con un proceso que elimine el arsénico del agua de manera 

eficiente. Actualmente los procesos para remover el arsénico de afluentes, 

utilizan químicos y filtros, son costosos, contaminan el ambiente y no eliminan 

todo el arsénico dejando remanentes de entre 10 y 60 µg As/L de agua potable 

(Smith A H y col., 2017).  

Los reactores que contienen biopelículas pueden ser una buena 

estrategia para el tratamiento, mediante bioacumulación, de aguas poco 

contaminadas. Las biopelículas son conjuntos complejos formados por 

poblaciones únicas o mixtas de microorganismos, que se unen a superficies 

bióticas o abióticas a través de una matriz extracelular (Kruger y col., 2013). En 

comparación con sus homólogos planctónicos, estas células sésiles suelen ser 

más resistentes a muchos compuestos tóxicos, incluidos los metales pesados y 

los metaloides (Beveridge y col., 1997). La secreción de exopolímeros, que 

inmovilizan metales y metaloides por secuestro pasivo, es una estrategia de 

resistencia de las células en un biofilm. Varios estudios han demostrado que 

algunas bacterias, en presencia de arsénico, producen grandes cantidades de 

exopolisacárido (EPS) (Bryan y col., 2009; Marchal y col., 2011; Michel y col., 
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2007, 2011). Estas propiedades atractivas se pueden usar para desarrollar 

métodos de remediación, como los biorreactores basados en biopelículas 

(Chang y col., 2006; Harrison y col., 2006).  

Diferentes formas de abatir el arsénico microbiológicamente han sido 

descritas a la fecha (Battaglia-Brunet y col., 2002, 2006; Michel y col., 2007; 

Michon y col., 2010; Dastidar y Wang 2012; Ito y col., 2012; Corsini y col., 2014; 

Liu y col., 2017b; Biswas y Sarkar, 2018; Lu y col., 2018; Biswas y col., 2019). 

Uno de los métodos más estudiados es la utilización de biopelículas Fe-

oxidantes. Esta reacción mediada por microorganismos aumenta la eficiencia 

de remoción de arsénico a través de la oxidación simultánea de arsenito 

(Katsoyiannis and Zouboulis, 2004; Tani y col., 2004; Katsoyiannis y col., 2004, 

2007; Casiot y col., 2006). También se han realizado diversos estudios sobre la 

aplicación biotecnológica de biopelículas bacterianas en el abatimiento de 

arsénico en los procesos de tratamiento de aguas residuales (Battaglia-Brunet y 

col., 2006; Dastidar y Wang, 2009; Michon y col., 2010; Ahsan y col., 2012; 

Prabha y Natarajan, 2012; Srivastava y col., 2012; Majumder y col., 2013;  

Prieto y col., 2013) 

La Precipitación Microbiológicamente Inducida de Calcita (MICP, por su 

nombre en inglés Microbially Induced Calcite Precipitation) también ha sido 

estudiada con proyección de uso para el tratamiento de afluentes contaminados 

con arsénico. Achal y col. (2012a) aislaron la bacteria Sporosarcina ginsengisoli 
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CR5 desde suelos contaminados con As, y determinaron que esta bacteria es 

capaz de llevar a cabo la MICP y a su vez ser resistente a una concentración de 

50 mM de arsénico. Al estudiar diferentes fracciones del suelo estudiado, 

determinaron que la fracción de calcita tenía una mayor concentración de 

arsénico que otras fracciones estudiadas.  

Zhu y col. (2018) diseñaron un sistema de tratamiento de aguas 

residuales basado en biochar y perifiton (Biochar and Periphyton-Based system, 

BPS), compuesto por una columna de biochar y un biorreactor de perifiton, para 

disminuir la toxicidad asociada al As(III) presente en afluentes. 

Aproximadamente el 60% del As(III) se trató previamente (adsorbió) en la 

columna de biochar y la remoción del As (III) restante se atribuyó al biorreactor 

de perifito. El porcentaje de remoción de arsenito obtenido fue de ∼90.2–95.4% 

utilizando una concentración inicial de As (III) de 2.0 mg·l-1. Determinaron 

además, que la calcita en las superficies de biopelículas perifíticas junto a los 

grupos OH y CO contribuyeron a la eliminación de As(III).  
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II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

11. Hipótesis 

Compuestos organoarsenicales como roxarsona (ROX), nitarsona (NIT) y 

metanoarsenato monosódico (MSMA) han sido utilizados durante décadas en la 

industria avícola y la agricultura. Aunque el uso de ellos haya sido restringido 

actualmente, diversos estudios demuestran que estas prácticas han contribuido 

al aumento de la concentración de arsénico en fuentes hidrológicas y suelos. 

Los tratamientos actuales para el abatimiento de arsénico corresponden a 

tratamientos químicos caracterizados por su alto costo y la producción de otros 

contaminantes que son liberados al ambiente. El tratamiento biológico de 

compuestos organoarsenicales es ambientalmente compatible y menos 

costoso, sin embargo, también tiene la desventaja de producir arsénico 

inorgánico como producto final. Es por ello que se requiere innovar en el 

tratamiento para abatir la toxicidad del arsénico, e incorporar nuevas 

tecnologías que tengan la capacidad de remover el arsénico inorgánico que se 

obtiene como producto de los actuales tratamientos biológicos, tales como el 

tratamiento de compuestos organoarsenicales. La precipitación bacteriana 

mediada por microorganismos, es un proceso biológico llevado a cabo 

principalmente por bacterias, el cual genera cristales de calcita. Este proceso se 

estudia para ser utilizado en diversas aplicaciones biotecnológicas como la 

biocementación y consolidación de arenas. Sin embargo, la estructura cristalina 
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de la calcita le confiere la capacidad de ser utilizada como un mineral capaz de 

co-precipitar compuestos metálicos y semi-metálicos. Entre estos compuestos 

el arsenito y arseniato han sido estudiados durante procesos de co-precipitación 

con carbonato de calcio (calcita), determinándose que el arseniato tiene un alto 

potencial de adsorción a este mineral a un amplio rango de pH. 

La investigación propuesta en este trabajo plantea la siguiente hipótesis: 

 

Los microorganismos capaces de transformar compuestos arsenicales 

orgánicos e inorgánicos, presentes en suelos agrícolas, son capaces de abatir 

la toxicidad de estos, mediante la implementación de un sistema de tratamiento 

biológico aeróbico secuencial.  
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12. Objetivos 

General: 

Implementar un sistema de tratamiento biológico aeróbico secuencial para 

el abatimiento de la toxicidad de compuestos arsenicales presentes en suelos. 

Específicos: 

1. Caracterizar la transformación de compuestos organoarsenicales, por un 

consorcio bacteriano aeróbico aislado de un suelo agrícola, en condición 

discontinua. 

2. Caracterizar la producción de calcita y la oxidación de arsenito por 

Pseudomonas arsenicoxydans en condición discontinua. 

3. Implementar y evaluar un sistema de tratamiento biológico aeróbico 

secuencial, a escala de laboratorio, para el abatimiento de la toxicidad de 

compuestos arsenicales orgánicos e inorgánicos, presentes en suelos 

agrícolas. 
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III. METODOLOGÍA 

13. Caracterización del consorcio bacteriano crecido en presencia de 

compuestos organoarsenicales 

 

13.1 Consorcio Bacteriano 

Se utilizó un consorcio bacteriano aislado por Guzmán-Fierro (2011) desde 

una muestra de suelo agrícola fertilizado con estiércol de ave de corral. El 

consorcio bacteriano corresponde a una comunidad heterogénea con 

predominio de especies bacilares (Figura 3), en la cual predominan cuatro 

grupos bacterianos: Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria, 

Gammaproteobacteria y Firmicutes. Alphaproteobacteria y Firmicutes son los 

grupos dominantes dentro del consorcio, siendo Firmicutes el grupo 

mayormente representado (Guzmán-Fierro y col., 2015).  

A través del análisis de la cinética de crecimiento bacteriano, Guzmán-Fierro 

y col. (2015) demostraron que en presencia de ROX la velocidad de crecimiento 

aumentó 1,4 veces respecto al crecimiento en ausencia del compuesto 

(k=0.01689 OD·h-1 y k=0.01190 OD·h-1, respectivamente), por lo que postularon 

que el consorcio utilizó este compuesto como fuente de carbono. Además, 

demostraron que luego de 168 h de cultivo, el consorcio fue capaz de degradar 

el 81,04% de la ROX presente en el medio de cultivo a una velocidad de 
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0.09582 OD nm·h-1, y que el arseniato fue la especie inorgánica predominante 

luego de la degradación. 

 

Figura 3. Microfotografía del consorcio bacteriano después de 48 h de 

incubación, obtenida por microscopía electrónica de barrido (SEM). A: consorcio 

bacteriano sin ROX. B: consorcio bacteriano con ROX. Fuente: Guzmán-Fierro 

y col. (2015). 

 

Para el desarrollo de los experimentos se utilizó un medio químicamente 

definido descrito por Stolz y col. (2007) (MQD) suplementado con lactato 1 ml∙L-

1 (pH 7.3). Los inóculos fueron prepararon usando cultivos en fase exponencial 

de crecimiento (48 h) y luego se hicieron diluciones con agua miliQ estéril, hasta 

conseguir una concentración final de 0,5 Mac Farland (1-1.5 x108 ufc∙ml-1), con 
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la cual se inocularon los matraces experimentales con una concentración de 

inóculo de 1% v/v (concentración final). Luego se incubaron los matraces a 

37°C, bajo condiciones aeróbicas (Guzmán-Fierro, 2014). Estas corresponden a 

las condiciones generales de cultivo.  

 

13.2 Condiciones de cultivo del consorcio bacteriano 

Para evaluar el crecimiento del consorcio en presencia de compuestos 

organoarsenicales se utilizó la metodología descrita por Guzmán-Fierro (2014). 

Desde un matraz con el consorcio bacteriano previamente cultivado por 48 h, 1 

ml de cultivo fue traspasado a 100 ml de MQD y se incubó bajo las condiciones 

generales de cultivo descritas en el punto anterior.  

Se hicieron cinco cultivos discontinuos (batch): consorcio cultivado en 

presencia de ROX (0,5 mM, 37,4606 PPM As equivalentes), consorcio cultivado 

presencia de NIT (0,5 mM, 37,4606 PPM As equivalentes), consorcio cultivado 

presencia de MSMA (0,5 mM, 37,4605 PPM As equivalentes), consorcio 

cultivado en presencia de ROX, NIT y MSMA (0,5 mM cada organoarsenical, 

112,3817 PPM As equivalentes) y consorcio cultivado ausencia de compuestos 

organoarsenicales (Control biótico).  

Los controles abióticos de este experimento fueron: MQD sin adición de 

compuestos organoarsenicales, MQD suplementado con ROX (0,5 mM, 
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37,4606 PPM As equivalentes), MQD suplementado con NIT (0,5 mM, 37,4606 

PPM As equivalentes), MQD suplementado con MSMA (0,5 mM, 37,4605 PPM 

As equivalentes) y MQD suplementado con ROX, NIT y MSMA (0,5 mM cada 

organoarsenical, 112,3817 PPM As equivalentes). En total se montaron 10 

sistemas discontinuos.  

 

13.3 Cinética de crecimiento del consorcio bacteriano 

El estudio del crecimiento celular se realizó a través de curvas de 

crecimiento en microplacas, tomando muestras por triplicado, para determinar la 

densidad óptica a 600 nm. Las cinéticas de crecimiento fueron ajustadas con 

modelos matemáticos (Zwietering y col., 1990), usando el programa GraphPad 

Prism 5. Se escogió uno de los modelos evaluando el valor de R2, siendo el 

modelo con mayor R2 el escogido. A partir del modelo seleccionado se 

determinaron las velocidades de crecimiento bacteriano (k), biomasa inicial (Y0) 

y biomasa máxima alcanzada (Ym). 

 

13.4 Reducción de compuestos organoarsenicales 

La reducción de compuestos organoarsenicales a arsénico inorgánico fue 

evaluada mediante la obtención de muestras en triplicados, durante tiempos 
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específicos de incubación, del consorcio bacteriano en cada una de las 

condiciones ensayadas. Se tomaron muestras y se filtraron (0.2 μm). Luego se 

cuantificó la concentración de arsénico inorgánico total presente en cada 

muestra durante el crecimiento bacteriano, a través de HPLC-HG-AAS.  

 

14. Caracterización de la actividad ureolítica-calcificante y arsenito-

oxidante de Pseudomonas arsenicoxydans  

 

14.1 Pseudomonas arsenicoxydans 

La cepa bacteriana fue aislada desde sedimentos del Río Camarones, 

Desierto de Atacama Norte de Chile (Lat. 18◦57’ S, Long. 69◦30’ W), el cuál es 

un sector con altas concentraciones de arsénico tanto en el agua (1100 μg·L1) 

como en sedimentos (550 μg·L1). P. arsenicoxydans es una bacteria Gram 

negativa, aeróbica, oxidasa y catalasa positiva, con forma bacilar, 5.5 μm de 

largo y 0.5–1.0 μm de diámetro (Figura 4), móvil (flagelos múltiples polares), 

tolerante a arsenito (4 mM) y capaz de oxidar el 100% de As(III) a As(V) 

presente en el medio de cultivo, gracias a que posee y expresa los genes aio.  

La identificación molecular basada en la secuenciación del gen ADNr 16S, 

sumada a las características quimiotaxonómicas y fenotípicas (análisis 

polifásico), arrojó que P. arsenicoxydans corresponde a una nueva especie del 
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género Pseudomonas, y se propuso designarla como Pseudomonas 

arsenicoxydans (CCUG 58201T; CECT 7543T) (Campos y col., 2010). 

Valenzuela y col. (2015) determinaron que P. arsenicoxydans es capaz de 

crecer en estado sésil (biopelícula) sobre el soporte mineral zeolita. Además, 

demostraron que en este estado su capacidad oxidativa (12.86 μg 

As(III)·mL1·h1) es mayor que en estado planctónico (10.07 μg As(III)·mL1·h1) y 

que la actividad arsenito oxidasa se localiza en el periplasma bacteriano. 

 

Figura 4. Microfotografía de P. arsenicoxydans, mostrando los múltiples 

flagelos polares de la cepa, obtenida por microscopía electrónica de barrido. La 

barra indica 0,5 µm. Fuente: Campos y col. (2010). 

 

14.2 Actividad ureolítica de P. arsenicoxydans  

Se analizó cualitativamente la capacidad ureolítica de P. arsenicoxydans 

utilizando Agar Base Christensen, un medio de cultivo que contiene urea y que 
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detecta, mediante el viraje de color, la capacidad bacteriana de hidrolizar la 

urea. A partir de una colonia, se sembró P. arsenicoxydans por estriado en agar 

urea y se incubó por 48 h a 25°C. El viraje de color amarillo a fucsia en este 

agar indica actividad ureolítica positiva. Como control negativo se utilizó E. coli 

25922 y como control positivo K. pneumoniae.  

 

14.3 Precipitación de calcita microbiológicamente inducida (MICP) por P. 

arsenicoxydans  

Se inoculó P. arsenicoxydans en los medios de cultivo descritos por  

Hammes y col. (2003) y Achal y col. (2009), que corresponden a medios de 

cultivo químicamente definidos que permiten detectar la capacidad bacteriana 

de precipitar calcita (CaCO3). En su composición ambos tienen urea y una 

fuente inorgánica de calcio. Después de 48 h de incubación, las muestras 

fueron evaluadas utilizando un microscopio óptico para observar la formación 

de cristales de calcita, los que se reconocen por su tono verdoso (Hammes y 

col., 2003).  
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14.4 Condiciones de cultivo de P. arsenicoxydans 

P. arsenicoxydans fue cultivada en un medio descrito por Bataglia-Brunett y 

col. (2002) modificado para conseguir la MICP. Para ello se adicionó urea (33 

mM) y cloruro de calcio (30 mM) al medio, y se incubó a 25 ºC en agitación (90 

rpm) por 60 h. Los inóculos fueron preparados usando cultivos en fase 

exponencial de crecimiento (24 h) y luego se hicieron diluciones con agua miliQ 

estéril, hasta conseguir una concentración final de 0,5 Mac Farland (1-1.5 x108 

ufc∙ml-1), con la cual se inocularon los matraces experimentales a una 

concentración de inóculo de 1% v/v.   

 

14.5 Cultivos de P. arsenicoxydans en estado planctónico 

Para evaluar el crecimiento P. arsenicoxydans en estado planctónico y en 

presencia de arsénico inorgánico se hicieron 3 cultivos discontinuos (batch): 

uno suplementado con arsenito (0.5 mM, 37.4608 PPM As equivalentes), uno 

suplementado con arseniato (0.5 mM, 37.4608 PPM As equivalentes) y uno 

suplementado con ambos en mezcla (0.5 mM de cada especie arsenical, 

74.9216 PPM As equivalentes).  

Como control biótico se cultivó P. arsenicoxydans en ausencia de arsénico 

inorgánico. Los 4 controles abióticos fueron medio Bataglia-Brunett modificado 

para MICP sin cultivar: uno suplementado con arsenito (0.5 mM, 37.4608 PPM 
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As equivalentes), uno suplementado con arseniato (0.5 mM, 37.4608 PPM As 

equivalentes), uno suplementado con ambos en mezcla (0.5 mM de cada 

especie arsenical, 74,9216 PPM As equivalentes) y uno en ausencia de 

arsénico inorgánico. En total se montaron 8 sistemas discontinuos con P. 

arsenicoxydans cultivada en estado planctónico y en presencia de arsénico 

inorgánico.  

Luego, se evaluó el crecimiento de P. arsenicoxydans en estado 

planctónico, y en presencia de compuestos organoarsenicales. Para ello se 

hicieron 4 cultivos discontinuos: P. arsenicoxydans en presencia de ROX (0,5 

mM, 37,4606 PPM As equivalentes), P. arsenicoxydans en presencia de NIT 

(0,5 mM, 37,4606 PPM As equivalentes), P. arsenicoxydans  en presencia de 

MSMA (0,5 mM, 37,4605 PPM As equivalentes), P. arsenicoxydans en 

presencia de ROX, NIT y MSMA (0,5 mM cada organoarsenical, 112,3817 PPM 

As equivalentes). Como control biótico se cultivó P. arsenicoxydans en ausencia 

de compuestos organoarsenicales. Los 5 controles abióticos fueron medio 

Bataglia-Brunett modificado para MICP sin cultivar: sin adición de compuestos 

organoarsenicales, suplementado con ROX (0,5 mM, 37,4606 PPM As 

equivalentes), suplementado con NIT(0,5 mM, 37,4606 PPM As equivalentes), 

suplementado con MSMA (0,5 mM, 37,4605 PPM As equivalentes) y 

suplementado con ROX, NIT y MSMA (0,5 mM cada organoarsenical, 112,3817 

PPM As equivalentes). En total se montaron 10 sistemas discontinuos con P. 
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arsenicoxydans cultivada en estado planctónico y en presencia de arsénico 

orgánico. 

 

14.6 Cultivos de P. arsenicoxydans en estado sésil  

Para evaluar el crecimiento P. arsenicoxydans en estado sésil (biopelícula) y 

en presencia de arsénico inorgánico, se cultivó la bacteria en las mismas 

condiciones descritas anteriormente y adicionando un soporte para favorecer la 

formación de biopelícula. El soporte utilizado fue zeolita y se agregó 5 g cada 

100 ml de medio (Flores, 2007). Se hicieron 3 cultivos discontinuos (batch): uno 

suplementado con arsenito (0.5 mM, 37.4608 PPM As equivalentes), uno 

suplementado con arseniato (0.5 mM, 37.4608 PPM As equivalentes) y uno 

suplementado con ambos en mezcla (0.5 mM de cada especie arsenical, 

74.9216 PPM As equivalentes).  

Como control biótico se cultivó P. arsenicoxydans en ausencia de arsénico 

inorgánico. Los 4 controles abióticos fueron medio Bataglia-Brunett modificado 

sin cultivar: uno suplementado con arsenito (0.5 mM, 37.4608 PPM As 

equivalentes), uno suplementado con arseniato (0.5 mM, 37.4608 PPM As 

equivalentes), uno suplementado con ambos en mezcla (0.5 mM de cada 

especie arsenical, 74,9216 PPM As equivalentes) y uno en ausencia de 
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arsénico inorgánico. En total se montaron 8 sistemas discontinuos con P. 

arsenicoxydans cultivada en estado sésil y en presencia de arsénico inorgánico.  

 

14.7 Cinética de crecimiento de P. arsenicoxydans 

El estudio del crecimiento celular se realizó a través de curvas de 

crecimiento que fueron obtenidas mediante la técnica de microgotas tomando 

muestras por triplicado durante 60 h. Además se monitorearon los resultados 

determinando la densidad óptica a 600 nm en microplacas.  

Las muestras correspondientes a P. arsenicoxydans cultivada en estado 

sésil fueron tratadas previamente para poder analizar sólo la cinética de 

crecimiento de las células adheridas a la zeolita (biopelícula). Para ello se 

tomaron muestras de zeolita de 1 ml y se lavaron tres veces con PBS 1X 

(10.000 rpm por 5 min). Posteriormente las muestras fueron sonicadas a 

temperatura ambiente por 15 minutos, con el fin de desprender la biomasa 

adherida. Se centrifugaron las muestras a 5000 rpm por 5 minutos, y del 

sobrenadante se tomaron las muestras para realizar la técnica de microgota. 

Las cinéticas de crecimiento fueron ajustadas con modelos matemáticos, 

usando el programa GraphPad Prism 5. Se escogió uno de los modelos 

evaluando el valor de R2. A partir del modelo seleccionado, se determinaron las 
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velocidades de crecimiento bacteriano (k), biomasa inicial (Y0) y biomasa 

máxima alcanzada (Ym) (Zwietering y col., 1990). 

 

14.8 Capacidad de remover arsénico de P. arsenicoxydans   

La remoción de arsénico llevada a cabo a través de la oxidación/co-

precipitación de arsénico mediada por P. arsenicoxydans, fue analizada a 

través de curvas de remoción de arsénico total. Se tomaron muestras del medio 

de cultivo líquido en triplicado, durante las 60 h de incubación, luego se filtraron 

(0.2 μm) y se cuantificó la concentración de arsénico total durante el 

crecimiento bacteriano mediante HPLC-HG-AAS. 

 

14.9 Biopelícula y cristales de calcita formados durante la MICP 

La biopelícula y los cristales de calcita formados por MICP, fueron 

observados a través de microscopía electrónica de barrido (SEM, por su 

nombre en inglés Scanning Electron Microscopy). Finalizada la incubación de P. 

arsenicoxydans, se tomaron muestras de zeolita que fueron lavadas tres veces 

con PBS 1X (5000 rpm por 5 min) para desprender las células no adheridas. 

Luego las muestras fueron fijadas con glutaraldehído al 2,5% para su posterior 

análisis por SEM y espectroscopía de dispersión de energía de rayos X (EDS, 
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por su nombre en inglés Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy) utilizando un 

equipo JEOL, modelo JSM-638 OLV, 2005.   

 

14.10 Cultivo de P. arsenicoxydans en presencia de efluente abatido por 

consorcio bacteriano 

Para la obtención del efluente abatido por el consorcio bacteriano, el 

consorcio bacteriano fue cultivado en MQD suplementado con lactato 1 ml∙L-1 

(pH 7.3) y con los compuestos organoarsenicales ROX, NIT y MSMA (0.5 mM 

cada organoarsenical, 112,3817 PPM As equivalentes). Se incubó a 37°C por 

168 h. El cultivo del consorcio fue centrigufado a 9000 rpm por 15 minutos, 

luego se descartó el pellet, y el sobrenadante se filtró (0.22 μm) para eliminar 

las células bacterianas que quedasen suspendidas. El sobrenadante 

corresponde al efluente de consorcio bacteriano (ECB) utilizado posteriormente, 

y que fue almacenado a 4 °C hasta su utilización.  

Se adicionaron concentraciones volumétricas (%v/v) crecientes de ECB al 

medio descrito por Battaglia-Brunet y col. (2002) modificado para MICP. Se 

cultivó P. arsenicoxydans en presencia del efluente en 7 distintas 

concentraciones de ECB (6, 12, 25, 50, 70 y 100% v/v). Como control biótico se 

cultivó P. arsenicoxydans en ausencia de ECB. Como controles negativos se 

incubaron matraces con medio Battaglia-Brunet modificado para MICP en 



59 
 

ausencia de bacteria, para cada concentración de ECB (6, 12, 25, 50, 70 y 

100% v/v) y en ausencia de ECB.  

 

15. Sistema de tratamiento biológico aeróbico secuencial 

El sistema de tratamiento utilizado, fue un sistema biológico aeróbico 

secuencial de dos etapas, el cual es representado en la Figura 5. La primera 

etapa corresponde a un biorreactor discontinuo (batch) (R1) que fue alimentado 

por un afluente artificial compuesto de MQD suplementado con ROX, NIT y 

MSMA (0,5 mM cada organoarsenical, 112,3817 PPM As equivalentes), la 

biomasa de este reactor correspondió al consorcio bacteriano aeróbico. El 

tiempo de operación total del biorreactor fue de 144 h. 

Para la segunda etapa se utilizó un biorreactor semi-continuo (feed-batch) 

(R2), en el cual el afluente (A2) fue renovado a intervalos de 48 h, entre los que 

se operó como reactor discontinuo. El afluente de este reactor (E1) 

correspondió al efluente centrifugado (9000 rpm por 15 min) y filtrado (0.22 µm) 

del biorreactor de la primera etapa, mezclado con medio Battaglia-Brunet 

modificado para MICP a una concentración de 12% v/v (concentración final del 

efluente). La biomasa de este reactor correspondió a P. arsenicoxydans y se 

cultivó como biopelícula adherida a zeolita. El tiempo de operación total de este 
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biorreactor fue de 408 horas, adicionándose el medio de cultivo modificado con 

el efluente de R1 a las 288 h de operación.  

 

Figura 5. Sistema de tratamiento biológico aeróbico secuencial de dos etapas 

para el abatimiento de la toxicidad de compuestos arsenicales. A1: Afluente 

inicial de MQD suplementado con ROX, NIT y MSMA (0.5 mM cada 

compuesto); R1: Biorreactor discontinuo para cultivo del consorcio bacteriano; 

E1: Efluente de cultivo del consorcio; A2: Afluente de medio Battaglia-Brunet 

modificado para MIPC y suplementado con efluente de R1 (12% v/v); R2: 

Biorreactor semi-continuo para cultivo de P. arsenicoxydans adherida a zeolita. 

E2: Efluente final. Fuente: Elaboración propia. 
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15.1 Cinéticas de crecimiento del consorcio bacteriano y P. 

arsenicoxydans 

El estudio del crecimiento celular del consorcio bacteriano fue realizado a 

través de curvas de crecimiento en microplacas, tomando muestras por 

triplicado, para determinar la densidad óptica a 600 nm. El análisis del 

crecimiento celular de P. arsenicoxydans fue realizado a través de curvas de 

crecimiento que fueron obtenidas por la técnica de microgotas tomando 

muestras por triplicado. Las muestras fueron previamente sonicadas para 

obtener la biomasa adherida.  

Las cinéticas de crecimiento fueron ajustadas con modelos matemáticos, 

usando el programa GraphPad Prism 5. Se escogió uno de los modelos 

evaluando el valor de R2. A partir del modelo seleccionado, se determinaron las 

velocidades de crecimiento bacteriano (k), biomasa inicial (Y0) y biomasa 

máxima alcanzada (Ym) (Zwietering y col., 1990). 

 

15.2 Reducción de compuestos organoarsenicales y oxidación/co-

precipitación de arsénico 

La reducción de los compuestos organoarsenicales mediada por el 

consorcio bacteriano, fue analizada cuantificando el arsénico inorgánico total 
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generado. Para ello se tomaron muestras en triplicado durante 144 h de 

incubación, luego se filtraron (0.2 μm) y se analizaron mediante HPLC-HG-AAS. 

La oxidación de arsenito y co-precipitación de arsénico llevadas a cabo por 

P. arsenicoxydans, fueron analizadas a través de curvas de oxidación 

cuantificando la concentración de arsenito y arseniato, y curvas de arsénico 

total, respectivamente. Para ello, se tomaron muestras en triplicado durante las 

408 h de incubación, luego se filtraron (0.2 μm) y se analizaron mediante HPLC-

HG-AAS. 

 

15.3 Análisis de la biopelícula del biorreactor semi-continuo 

La biopelícula y los cristales de calcita formados por MICP, fueron 

observados a través de SEM. Se tomaron muestras de zeolita, que fueron 

lavadas tres veces con PBS 1X (5000 rpm por 5 minutos) para desprender las 

células no adheridas, finalmente se fijaron con glutaraldehído al 2,5% y se 

almacenaron a 4 °C para su posterior análisis por SEM-EDS utilizando un 

equipo JEOL, modelo JSM-638 OLV, 2005).  
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15.4 Evaluación de la toxicidad del efluente final del sistema de 

tratamiento biológico aeróbico secuencial 

Para estudiar el efecto tóxico del afluente inicial (A1), el afluente del 

segundo biorreactor (A2) y el efluente final (E2) del sistema de tratamiento 

biológico aeróbico secuencial, se aislaron células endoteliales de la vena 

umbilical humana (HUVEC) utilizando una digestión de venas de cordón 

umbilical (HUVEC) con 0,25 mg·ml-1 de colagenasa tipo II de Clostridium 

histolyticum (Boehringer, Mannheim, FRG) y fueron cultivadas hasta la 

confluencia (González y col.., 2004; Casanello y col., 2009). Los experimentos 

fueron realizados con D-glucosa normal (5 mM) o D-glucosa alta (25 mM) en 

presencia o ausencia (24 horas) de los afluentes o efluente respectivos. 

Después de este período de incubación, las células fueron expuestas a 1 μM de 

la sonda fluorescente 2', 7'-diclorodihidrofluoresceína diacetato acetil éster 

(Molecular Probes, Leiden, Inglaterra) durante 30 minutos, tiempo en el que es 

sensible a la oxidación al aumentar las especies reactivas de oxígeno (ROS) 

(La Favor y col., 2014). La fluorescencia fue medida utilizando un lector de 

microplacas (Bio-Rad) a 485 nm de excitación y 583 nm de emisión. Los 

porcentajes de viabilidad obtenidos fueron analizados estadísticamente 

utilizando el programa GraphPad Prism 5 (Guzmán-Fierro y col., 2015).  
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16. Determinación analítica de cinéticas de aparición y oxidación de 

arsénico a través de HPLC-HG-AAS  

Para determinar la capacidad de reducir compuestos organoarsenicales del 

consorcio bacteriano, se midió la aparición de arsénico inorgánico total durante 

el crecimiento del consorcio en presencia de ROX, NIT y MSMA. Para 

determinar la capacidad de oxidar arsenito y co-precipitar arsénico con la calcita 

por parte de Pseudomonas arsenicoxydans, se midió arsenito, arseniato y 

arsénico total durante el crecimiento bacteriano en presencia de As(III) y As(V). 

Se realizó tomando muestras en triplicado de forma periódica, durante el 

crecimiento de los cultivos, que luego se filtraron (0.22 µm) y fueron 

almacenadas a -20 °C hasta su análisis. Las muestras fueron analizadas 

mediante HPLC-HG-AAS, sistema que consiste en la unión de una técnica de 

separación cromatográfica (HPLC), un proceso de generación de hidruros (HG) 

y su posterior detección por espectrofotometría de absorción atómica en cubeta 

de cuarzo (QAAS) (Arias, 2005). Los análisis gráficos, cinéticas de aparición de 

arsénico y cinéticas de oxidación, fueron realizados con el software GraphPad 

Prism 5 (© 1992-201 GraphPad Software, Inc.). 
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17. Análisis estadísticos y parámetros cinéticos 

Los parámetros cinéticos fueron calculados desde los resultados obtenidos a 

partir de las curvas de crecimiento bacteriano, las cinéticas de aparición de 

arsénico inorgánico y las cinéticas de remoción de arsénico inorgánico. Se 

obtuvieron las velocidades de crecimiento bacteriano (k), el porcentaje de 

organoarsenical transformado a arsénico inorgánico, el porcentaje de arsénico 

inorgánico removido, las velocidades máximas de aparición de arsénico y las 

velocidades máximas de remoción de arsénico.  

Los porcentajes de transformación a arsénico inorgánico fueron calculados 

como la razón entre el As inorgánico y el As orgánico inicial. Las velocidades 

máximas de reducción de organoarsenicales y de remoción de arsénico fueron 

calculadas a través del modelamiento matemático con el modelo de Weibull, 

con el cual se obtuvieron los R2 mayores para el modelamiento de los datos en 

todos los casos. Para comparar entre los ensayos del consorcio con los 

distintos organoarsenicales, las velocidades máximas arsenicales fueron 

racionalizadas con la concentración inicial del arsénico orgánico, lo cual fue 

denominado concentración relativa (C/C0) (Selim y col., 1977).  

Para comparar entre los ensayos de P. arsenicoxydans cultivada en 

presencia de las distintas especies de arsénico inorgánico, las velocidades 

máximas arsenicales fueron racionalizadas con la concentración inicial del 

arsénico inorgánico, obteniendo la concentración relativa (C/C0).  
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Los parámetros fueron evaluados a través del análisis de varianza (ANOVA) 

de una vía y posteriormente se seleccionó el test de Tukey para separar las 

medias. La comparación individual de las medias de los parámetros cinéticos, 

se realizó a través del test t de Student. Los análisis estadísticos fueron 

realizados en el programa GraphPad Prism 5.0 (© 1992-201 GraphPad 

Software, Inc.). Los valores de p<0.05 fueron considerados como diferencia 

estadística significativa. 
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IV. RESULTADOS  

18. Caracterización de Consorcio bacteriano 

 

18.1 Cinética de crecimiento del consorcio bacteriano en presencia de 

compuestos organoarsenicales 

El consorcio bacteriano alcanzó su máximo crecimiento a las 24 h, iniciando 

la fase exponencial a las  4 horas de cultivo (Figura 6). En la Tabla 1 se 

observan los parámetros cinéticos del consorcio crecido en presencia de los 

compuestos organoarsenicales. En orden creciente las velocidades de 

crecimiento (k) fueron NIT, ROX-NIT-MSMA, MSMA, CONTROL y ROX. Sin 

embargo, no existen diferencias estadísticamente significativas entre las k de 

ROX y el control (p>0.05). Por otro lado, la k disminuyó significativamente 

cuando se adicionó NIT (p<0.001), los tres organoarsenicales en mezcla 

(p<0.001) y MSMA (0.01<p>0.05). La biomasa final (Ym)  no varió al adicionar 

MSMA (p> 0.05) alcanzando su máximo crecimiento a las 40 h, pero aumentó 

significativamente al adicionar los tres organoarsenicales en mezcla (p< 0.001) 

alcanzando el máximo crecimiento a las 44 h, ROX (0.001<p>0.01) alcanzando 

el máximo crecimiento a las 21 h, y NIT (0.01<p>0.05) alcanzando el máximo 

crecimiento observado a las 60 h. Por otro lado, la biomasa inicial (Y0) no 

presentó diferencias estadísticamente significativas entre ninguna de las 

condiciones ensayadas (p>0.05). Es importante señalar que existieron 
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diferencias estadísticamente significativas entre las velocidades de crecimiento 

del consorcio crecido en presencia de MSMA, NIT y la mezcla de 

organoarsenicales respecto del control, sin embargo no existió diferencia 

significativa entre las k del consorcio crecido en presencia de ROX y crecido en 

ausencia de compuestos organoarsenicales (Tabla 2). 

 

Figura 6. Cinética de crecimiento del consorcio bacteriano cultivado en 

presencia de compuestos organoarsenicales. Se cultivó el consorcio en 

presencia de ROX (0.5 mM), NIT (0.5 mM), MSMA (0.5 mM) y ROX-NIT-MSMA 

(0.5 mM cada uno). El control positivo corresponde al consorcio cultivado en 

ausencia de organoarsenicales y el control negativo es el medio sin inocular. 

Fuente: Elaboración propia. 
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Tabla 1. Parámetros cinéticos de crecimiento del consorcio bacteriano cultivado 

en presencia de ROX (0.5 mM), NIT (0.5 mM), MSMA (0.5 mM) y ROX-NIT-

MSMA (0.5 mM cada uno). Fuente: Elaboración propia. 

 
 

Control ROX NIT MSMA ROX-NIT-MSMA 

Y
m 

(OD
600nm

) 0,128±0,004 0,170±0,006 0,165±0,008 0,157±0,006 0,197±0,007 

Y
0 
(OD

600nm
) -0,009±0,006 -0,008±0,008 -0,011±0,007 -0,010±0,007 -0,010±0,007 

k (OD
600nm

 ∙ h
-1

) 0,075±0,004 0,075±0,003 0,048±0,003 0,061±0,004 0,054±0,003 

R
2
 0,951 0,952 0,956 0,959 0,965 

Los parámetros cinéticos fueron obtenidos a través del modelo matemático de Weibull. Se presentan 

resultados con su respectiva desviación estándar. Ym, biomasa máxima alcanzada; Y0, biomasa inicial; k, 

velocidad máxima de crecimiento. 
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Tabla 2. Test de Tukey de comparación múltiple de las velocidades máximas de 

crecimiento (k) del consorcio bacteriano cultivado en presencia de ROX (0.5 

mM), NIT (0.5 mM), MSMA (0.5 mM) y ROX-NIT-MSMA (0.5 mM cada uno). 

Fuente: Elaboración propia. 

 
Diferencia entre las medias Significancia estadística 

Control Positivo vs ROX 8,333e-005 No ns 

Control Positivo vs NIT 0,026 Si *** 

Control Positivo vs MSMA 0,013 Si * 

Control Positivo vs ROX-NIT-MSMA 0,021 Si *** 

ROX vs NIT 0,026 Si *** 

ROX vs MSMA 0,013 Si * 

ROX vs ROX-NIT-MSMA 0,021 Si *** 

NIT vs MSMA -0,013 Si * 

NIT vs ROX-NIT-MSMA -0,005 No ns 

MSMA vs ROX-NIT-MSMA 0,008 No ns 

*** p<0.001; ** 0.001<p<0.01; * 0.01<p<0.05; ns p>0.005 
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18.2 Reducción de compuestos organoarsenicales mediada por el 

consorcio bacteriano 

En la Figura 7 se representa la cinética de aparición de arsénico 

inorgánico durante la reducción de compuestos organoarsenicales  mediada 

por el consorcio bacteriano. Las velocidades máximas de aparición de 

arsénico (C) en orden decreciente fueron ROX-NI-MSMA, MSMA, ROX y 

NIT (Tabla 3). Sin embargo, al realizar la normalización de las C 

fraccionándolas por la concentración inicial de organoarsenical (Tabla 4), el 

análisis estadístico comprobó que no existieron diferencias significativas 

entre las máximas velocidades de aparición de arsénico de los ensayos 

(Tabla 5).  

Como se aprecia en la gráfica de la Figura 7 la máxima concentración 

alcanzada (Cm) por el consorcio crecido en presencia de la mezcla de 

organoarsenicales es mayor a la Cm alcanzada por el consorcio ensayado 

en las otras tres condiciones (p<0,05), lo que se confirmó al obtener los 

parámetros cinéticos mediante el modelamiento matemático, dónde la Cm 

alcanzada por ROX-NIT-MSMA es 2,9 veces la Cm de ROX, cuya 

concentración máxima alcanzada fue la menor de entre todos los ensayos. 

Sin embargo, sólo existieron diferencias estadísticamente significativas entre 

los ensayos ROX vs ROX-NIT-MSMA (p=0,0001), NIT vs ROX-NIT-MSMA 

(p= 0,0009) y MSMA vs ROX-NIT-MSMA (p= 0,0015). 
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Figura 7. Cinética de aparición de arsénico inorgánico a partir de la 

reducción de compuestos organoarsenicales mediada por el consorcio 

bacteriano. El gráfico representa la aparición de arsénico inorgánico total. Se 

cultivó el consorcio en presencia de ROX (0.5 mM), NIT (0.5 mM), MSMA (0.5 

mM) y ROX-NIT-MSMA (0.5 mM cada uno). Fuente: Elaboración propia. 
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Tabla 3. Parámetros cinéticos de aparición de arsénico inorgánico a partir de  la 

reducción de compuestos organoarsenicales mediada por el consorcio 

bacteriano cultivado en presencia de ROX (0.5 mM), NIT (0.5 mM), MSMA (0.5 

mM) y ROX-NIT-MSMA (0.5 mM cada uno). Fuente: Elaboración propia.  

 
 ROX NIT MSMA ROX-NIT-MSMA 

Cm (mg·l-1) 1141±55.13 1327±120.0 1341±117.4 3276±75.27 

C0 (mg·l-1) -17,39±47.45 -7,801±41.89 91,04±88.73 146,4±69.11 

C (mg·l-1∙h-1) 0,015±0.001 0,015±0.003 0,026±0.007 0,029±0.002 

R2 0,974 0,981 0,919 0,992 

Los parámetros cinéticos fueron obtenidos a través del modelo matemático de Weibull. Se presentan 
resultados con su respectiva desviación estándar. Cm, concentración máxima alcanzada: C0, 
concentración inicial; C, velocidad máxima de aparición de arsénico inorgánico. 

 

Tabla 4. Concentración relativa (C/C0) de los compuestos organoarsenicales a 

partir de la reducción mediada por el consorcio bacteriano cultivado en 

presencia de ROX (0.5 mM), NIT (0.5 mM), MSMA (0.5 mM) y ROX-NIT-MSMA 

(0.5 mM cada uno). Fuente: Elaboración propia. 

 

 

 

 

 

Organoarsenical C/C0 

ROX 0,039±0,004 

NIT 0,038±0,010 

MSMA 0,088±0,027 

ROX-NIT-MSMA 0,026±0,004 

Se presentan resultados con su respectiva desviación estándar. 
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Tabla 5. Test de Tukey de comparación múltiple de las concentraciones 

relativas (C/C0) de los compuestos organoarsenicales a partir de la reducción 

mediada por el consorcio bacteriano cultivado en presencia de ROX (0.5 mM), 

NIT (0.5 mM), MSMA (0.5 mM) y ROX-NIT-MSMA (0.5 mM cada uno). Fuente: 

Elaboración propia. 

 
Diferencia entre las medias Significancia estadística 

ROX vs NIT 0,001 No ns 

ROX vs MSMA -0,050 No ns 

ROX vs ROX-NIT-MSMA 0,012 No ns 

NIT vs MSMA -0,050 No ns 

NIT vs ROX-NIT-MSMA 0,011 No ns 

MSMA vs ROX-NIT-MSMA 0,062 No ns 

*** p<0.001; ** 0.001<p<0.01; * 0.01<p<0.05; ns p>0.05 

  

 

En la Tabla 6 se encuentran los porcentajes finales de reducción de los 

compuestos organoarsenicales a arsénico inorgánico. Los porcentajes de 

reducción en orden decreciente fueron MSMA, NIT, ROX y ROX-NIT-MSMA, sin 

embargo no existieron diferencias estadísticamente significativas entre ellos 

(Tabla 7), excepto entre MSMA vs ROX-NIT-MSMA (0,01<p<0,05). 
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Tabla 6. Compuestos organoarsenicales transformados a arsénico inorgánico a 

partir de la reducción mediada por el consorcio bacteriano cultivado en 

presencia de ROX (0.5 mM), NIT (0.5 mM), MSMA (0.5 mM) y ROX-NIT-MSMA 

(0.5 mM cada uno). Fuente: Elaboración propia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Organoarsenical Organoarsenical transformado (%) 

ROX 96,69±0,131 

NIT 96,95±0,056 

MSMA 97,21±0,169 

ROX-NIT-MSMA 96,57±0,094 

Se presentan resultados con su respectiva desviación estándar. 
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Tabla 7. Test de Tukey de comparación múltiple del porcentaje de 

organoarsenical transformado a arsénico inorgánico a partir de la reducción 

mediada por el consorcio bacteriano cultivado en presencia de ROX (0.5 mM), 

NIT (0.5 mM), MSMA (0.5 mM) y ROX-NIT-MSMA (0.5 mM cada uno). Fuente: 

Elaboración propia. 

 

Diferencia entre las medias Significancia estadística 

ROX vs NIT -0,264 No ns 

ROX vs MSMA -0,518 No ns 

ROX vs ROX-NIT-MSMA 0,116 No ns 

NIT vs MSMA -0,254 No ns 

NIT vs ROX-NIT-MSMA 0,381 No ns 

MSMA vs ROX-NIT-MSMA 0,635 Si * 

*** p<0.001; ** 0.001<p<0.01; * 0.01<p<0.05; ns p>0.05 

 

 

19. Pseudomonas arsenicoxydans 

 

19.1 Actividad ureolítica y precipitación de CaCO3 de P. arsenicoxydans  

Como se aprecia en la Figura 8, mediante el test de la ureasa se observó 

que P. arsenicoxydans fue capaz de hidrolizar la urea. Al probar dos medios de 

cultivo previamente descritos para la precipitación de cristales de calcita 
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(CaCO3) (Hammes y col., 2003 y Achal y col., 2009), como se muestra en la 

Figura 9, se evidenció que P. arsenicoxydans fue capaz de generar cristales de 

calcita en ambos medios de cultivo, sin embargo, los cristales generados a 

partir de la incubación en medio de cultivo descrito por Achal y col. (2009) 

generó cristales con las características deseadas observables al microscopio, 

es decir, cristales de tono verdoso.  

Para los análisis posteriores mediante HPLC, fue necesario utilizar un medio 

de cultivo que no interfiriera con los compuestos químicos utilizados por la 

técnica. El trabajo previo de Valenzuela y col. (2015), con P. arsenicoxydans, 

demostró que el medio descrito por Battaglia-Brunet y col. (2002) es adecuado 

para estos análisis. Dado este antecedente y la evidencia obtenida con el 

experimento llevado a cabo en este trabajo, se decidió modificar el medio de 

cultivo Battaglia-Brunet, adicionándole urea y CaCl2 a la misma concentración 

final con la que se prepara el medio de cultivo descrito por Achal y col. (2009) 

para las pruebas posteriores con P. arsenicoxydans. 
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Figura 8. Actividad ureolítica de P. arsenicoxydans en Agar Base Christensen. 

E. coli 25922 control negativo; K. pneumoniae control positivo. Fuente: 

Elaboración propia. 
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Figura 9. Cristales de calcita precipitados por P. arsenicoxydans luego de 24 h 

de incubación. A y B: cultivo en medio Achal; C y D: cultivo en medio Achal con 

As(III) 0.5 mM; E y F: cultivo en medio Hammes; G y H: cultivo en medio 

Hammes con As(III) 0.5 mM. Fuente: Elaboración propia. 
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19.2 Cinética de crecimiento y de remoción de arsénico por P. 

arsenicoxydans en estado planctónico en presencia de arsénico 

inorgánico 

P. arsenicoxydans alcanzó su máximo crecimiento a las 53,5 h (Figura 

10), iniciando la fase exponencial a las 12 h y a las 19 h alcanzó la velocidad 

máxima de crecimiento. Las velocidades de crecimiento (k) (Tabla 8) en orden 

creciente fueron As(III), As(V), control y As(III)-As(V) existiendo diferencias 

estadísticamente significativas entre ellas (p<0,0001). La biomasa máxima 

alcanzada (Ym) presentó diferencias significativas entre la mayoría de los 

ensayos, excepto entre el control y el cultivo suplementado con As(III)-As(V) 

(p=0,4583), alcanzando la mayor biomasa el ensayo en presencia de As(V), 

seguido del control, y As(III)-As(V) y As(III) en orden decreciente. El ensayo 

As(III)-As(V), sin embargo, alcanzó la Ym a las 46 h, es decir, 7,5 h antes que el 

control. Por otro lado, As(III) y As(V) alcanzaron la Ym pasadas las 60 h de 

crecimiento. 
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Figura 10. Cinética de crecimiento de P. arsenicoxydans cultivada en estado 

planctónico en medio Battaglia-Brunet modificado para MICP y en presencia de 

arsénico inorgánico. Se cultivó en presencia de As(III) (0.5 mM), As(V) (0.5 mM) 

y As(III)-As(V) (0.5 mM cada uno). El control positivo corresponde a la bacteria 

cultivada en ausencia de arsénico. Fuente: Elaboración propia. 
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Tabla 8. Parámetros cinéticos de crecimiento de P. arsenicoxydans cultivada en 

estado planctónico en medio Battaglia-Brunet modificado para MICP y en 

presencia de As(III) (0.5 mM), As(V) (0.5 mM) y As(III)-As(V) (0.5 mM cada 

uno). Fuente: Elaboración propia. 

 
CONTROL As(III) As(V) As(III)+As(V) 

Ym (Log10UFC∙ml-1) 7,916±0,026 7,719±0,111 8,054±0,066 7,903±0,030 

Y0 (Log10UFC∙ml-1) 4,210±0,022 4,369±0,025 4,300±0,043 4,314±0,027 

k (Log10UFC∙ml-1∙h-1) 0,038±0,000 0,027±0,002 0,033±0,001 0,041±0,000 

R2 0,997 0,994 0,990 0,996 

Los parámetros cinéticos fueron obtenidos a través del modelo matemático de Weibull. Se presentan 
resultados con su respectiva desviación estándar. Ym, biomasa máxima alcanzada; Y0, biomasa inicial; k, 
velocidad máxima de crecimiento. 

 

 

En la Figura 11 se muestra la cinética de remoción de arsénico resultado 

de la  oxidación de arsenito y co-precipitación de arsénico-calcita, mediada por 

P. arsenicoxydans cultivada en estado planctónico. La velocidad de remoción 

(C) fue mayor en el ensayo en presencia de ambas especies de arsénico, luego 

en presencia de As(V) y finalmente de As(III) (Tabla 9). Al racionalizar la C por 

la C0 se obtuvieron las concentraciones relativas (C/C0) que permitieron la 

comparación estadística directa de las medias de la velocidad máxima de 

crecimiento. Se comprobó que el orden creciente de las C/C0 fue As(III)-As(V), 

As(III) y As(V) (Tabla 10), y que existieron diferencias significativas entre las 

velocidades máximas alcanzadas en cada uno de los ensayos (p<0.001) (Tabla 
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11). Con respecto a la concentración máxima alcanzada (Cm), existieron 

diferencias significativas entre el ensayo realizado en presencia de ambas 

especies inorgánicas de arsénico y cada uno de los otros dos ensayos (en 

presencia de As(III) (p=0,0003) y en presencia de As(V) (p=0,0192)), sin 

embargo, no existieron diferencias entre las Cm obtenidas en los ensayos 

realizados en presencia de As(III) y As(V) (p=0,4866), aunque si existieron 

diferencias estadísticamente significativas entre la concentración inicial de 

ambos ensayos (p< 0,0001).  

Como se presenta en la Tabla 12, se calculó el porcentaje de remoción 

de arsénico, que fue de un 100% a las 60 h de incubación en los tres ensayos, 

las mediciones poseen una desviación estándar igual a cero, dado que en las 

tres mediciones de la muestra hechas a las 60 h de incubación no se detectó 

arsénico inorgánico, por lo que se graficó como 0 mg·l-1 de arsénico inorgánico 

total. Sin embargo el límite de detección del equipo es de 0,5 µg·l-1 por lo que 

se debe considerar la posibilidad de que aún existiera una concentración de 

arsénico inorgánico igual o inferior a  0,5 µg·l-1 a las 60 h. Sin embargo, como 

se muestra en la Figura 11, existió una cinética de remoción de arsénico 

durante el cultivo, lo que se corrobora con el aumento de los porcentajes de 

remoción en el tiempo (Tabla 12). 
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Figura 11. Cinética de remoción de arsénico a partir de la oxidación de arsenito 

y co-precipitación de calcita-arsénico mediada por P. arsenicoxydans cultivada 

en estado planctónico en medio Battaglia-Brunet modificado para MICP y en 

presencia de As(III) (0.5 mM), As(V) (0.5 mM) y As(III)-As(V) (0.5 mM cada 

uno). C: controles abióticos. Fuente: Elaboración propia. 
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Tabla 9. Parámetros cinéticos de remoción de arsénico a partir de la oxidación 

de arsenito y co-precipitación de calcita-arsénico mediada por P. 

arsenicoxydans cultivada en estado planctónico en medio Battaglia-Brunet 

modificado para MICP y en presencia de As(III) (0.5 mM), As(V) (0.5 mM) y 

As(III)-As(V) (0.5 mM cada uno). Fuente: Elaboración propia. 

 
As(III) As(V) As(III) + As(V) 

Cm (mg·l-1) -6,327±4,473 -7,113±7,218 -2,666±14,77 

C0 (mg·l-1) 65,03±1,444 149,0±3,445 220,9±9,841 

C (mg·l-1∙h-1) 0,032±0,03 0,034±0,002 0,045±0,006 

R2 0,988 0,986  0,958 
Los parámetros cinéticos fueron obtenidos a través del modelo matemático de Weibull. Se presentan 
resultados con su respectiva desviación estándar. Cm, concentración máxima alcanzada: C0, concentración 
inicial; C, velocidad máxima de remoción de arsénico. 

 

Tabla 10. Concentración relativa (C/C0) de arsénico inorgánico a partir de la 

oxidación de arsenito y co-precipitación de calcita-arsénico mediada por P. 

arsenicoxydans cultivada en estado planctónico en medio Battaglia-Brunet 

modificado para MICP y en presencia de As(III) (0.5 mM), As(V) (0.5 mM) y 

As(III)-As(V) (0.5 mM cada uno). Fuente: Elaboración propia. 

 

 

 

 

Especie arsenical C/C0  

As(III) 0,084±0,000 

As(V) 0,090±0,000 

As(III)-As(V) 0,060±0,000 

Se presentan resultados con su respectiva desviación estándar. 
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Tabla 11. Test de Tukey de comparación múltiple de las concentraciones 

relativas (C/C0) de arsénico inorgánico a partir de la oxidación de arsenito y co-

precipitación de calcita-arsénico mediada por P. arsenicoxydans cultivada en 

estado planctónico en medio Battaglia-Brunet modificado para MICP y en 

presencia de As(III) (0.5 mM), As(V) (0.5 mM) y As(III)-As(V) (0.5 mM cada 

uno). Fuente: Elaboración propia. 

 

Diferencia entre las medias Significancia estadística 

As(III) vs As(V) -0,005 Si *** 

As(III) vs As(III)-As(V) 0,024 Si *** 

As(V) vs As(III)-As(V) 0,029 Si *** 

*** p<0.001; ** 0.001<p<0.01; * 0.01<p<0.05; ns p>0.005 
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Tabla 12. Arsénico total removido del medio a partir de la oxidación de arsenito 

y co-precipitación de calcita-arsénico mediada por P. arsenicoxydans cultivada 

en estado planctónico en medio Battaglia-Brunet modificado para MICP y en 

presencia de As(III) (0.5 mM), As(V) (0.5 mM) y As(III)-As(V) (0.5 mM cada 

uno). Fuente: Elaboración propia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

19.3 Cinética de crecimiento de P. arsenicoxydans en estado planctónico 

y en presencia de arsénico orgánico 

Con el fin de comprobar la factibilidad de crecimiento de P. 

arsenicoxydans en presencia de los compuestos organoarsenicales que 

posiblemente se encontrarían en el efluente del primer reactor del sistema de 

 % arsenical removido 

Tiempo (h) As (III) As(V) As(III)-As(V) 

0 0,000±0,000 0,000±0,000 0,000±0,000 

4 1,788±0,9581 2,050±0,9871 1,141±0,170 

8 7,283±0,3202 13,78±2,134 6,311±0,250 

12 29,61±0,4719 24,59±1,175 49,34±0,196 

24 52,64±0,8688 43,30±0,422 64,77±0,679 

32 64,32±0,2700 77,52±0,380 75,32±0,665 

42 89,62±0,4636 88,60±0,311 93,73±0,331 

60 100,0±0,000 100±0,000 100±0,000 

Se presentan resultados con su respectiva desviación estándar. 
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tratamiento secuencial, se ensayó el crecimiento de la bacteria adicionando los 

compuestos organoarsenicales que se utilizarían como afluente del primer 

reactor en el sistema de tratamiento. Estos compuestos fueron ROX, NIT y 

MSMA. Como se ve en la Figura 12, P. arsenicoxydans fue capaz de crecer en 

presencia de los tres compuestos organoarsenicales por separado, pero 

presentó una cinética de muerte bacteriana en presencia de la mezcla de estos 

compuestos. Las velocidades de crecimiento (k) presentaron diferencias 

estadísticamente significativas entre sí (p<0,0001). En orden ascendente las 

velocidades de crecimiento fueron ROX, NIT, control, MSMA (Tabla 13). La k de 

muerte en presencia de la mezcla ROX-NIT-MSMA fue de -0,026 ± 0,002 

Log10UFC∙ml-1∙h-1. Cabe destacar que la máxima biomasa alcanzada (Ym) entre 

algunas de las condiciones ensayadas tuvo diferencias significativas: control vs. 

NIT (p<0,0001), Control vs. MSMA (p=0,0007) y NIT vs. MSMA (p=0,0043). 

Además, el control, ROX, NIT y MSMA mostraron diferencias significativas 

respecto del ensayo frente a la mezcla de organoarsenicales (p<0,05). La 

biomasa alcanzada al final del experimento (Ym) en el ensayo en presencia de 

la mezcla de compuestos fue de 2,957 ± 0,134 Log10UFC∙ml-1. 
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Figura 12. Cinética de crecimiento de P. arsenicoxydans cultivada en estado 

planctónico en medio Battaglia-Brunet modificado para MICP y en presencia de 

compuestos organoarsenicales. Se cultivó la bacteria en presencia de ROX (0.5 

mM), NIT (0.5 mM), MSMA (0.5 mM), ROX-NIT-MSMA (0.5 mM cada uno). El 

control positivo corresponde a la cepa cultivada en ausencia de 

organoarsenicales. Fuente: Elaboración propia. 
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Tabla 13. Parámetros cinéticos de crecimiento de P. arsenicoxydans cultivada 

en estado planctónico en medio Battaglia-Brunet modificado para MICP y en 

presencia de ROX (0.5 mM), NIT (0.5 mM), MSMA (0.5 mM), ROX-NIT-MSMA 

(0.5 mM cada uno). Fuente: Elaboración propia. 

 
CONTROL ROX NIT MSMA ROX+NIT+MSMA 

Ym (Log10UFC∙ml-1) 7,804±0,018 7,929±0,080 7,939±0,027 7,901±0,020 2,957±0,134 

Y0 (Log10UFC∙ml-1) 4,719±0,030 4,402±0,042 4,732±0,042 4,620±0,036 4,813±0,046 

k (Log10UFC∙ml-1∙h-1) 0,052±0,000 0,022±0,000 0,050±0,001 0,057±0,001 -0,026±0,002 

R2 0,997 0,983 0,994 0,996 0,968 

Los parámetros cinéticos fueron obtenidos a través del modelo matemático de Weibull. Se presentan 
resultados con su respectiva desviación estándar. Ym, biomasa máxima alcanzada: Y0, biomasa inicial; k, 
velocidad máxima de crecimiento. 

 
 

 

19.4 Cinética de crecimiento y de remoción de arsénico de P. 

arsenicoxydans en estado sésil y en presencia de arsénico inorgánico 

La biopelícula bacteriana de P. arsenicoxydans cultivada en zeolita como 

soporte alcanzó su máximo crecimiento a las 38 horas (Figura13), 15,5 h antes 

que en estado planctónico, iniciando la fase exponencial a las 18 h y a las 23 h 

alcanzó la velocidad máxima de crecimiento. Las velocidades de crecimiento (k) 

(Tabla 14) en orden creciente fueron control, As(III), As(III)-As(V) y As(V), 

existiendo diferencias estadísticamente significativas entre ellas (p<0,0001), 

excepto entre As(III) y As(III)-As(V) (p=0,3121). La biomasa máxima alcanzada 
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(Ym) presentó diferencias significativas entre la mayoría de los ensayos 

(p=0,0001), excepto entre As(V) y As(III)-As(V) (p=0,1099), alcanzando la 

mayor biomasa el ensayo en presencia de As(III), seguido de As(III)-As(V), 

As(III) y el control, en orden decreciente.  

 

Figura 13. Cinética de crecimiento de la biopelícula de P. arsenicoxydans 

cultivada en medio Battaglia-Brunet modificado para MICP y en presencia de 

arsénico inorgánico. Se cultivó en presencia de As(III) (0.5 mM), As(V) (0.5 mM) 

y As(III)-As(V) (0.5 mM cada uno). El control positivo corresponde a la bacteria 

cultivada en ausencia de arsénico. Fuente: Elaboración propia. 
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Tabla 14. Parámetros cinéticos de crecimiento de la biopelícula de P. 

arsenicoxydans cultivada en medio Battaglia-Brunet modificado para MICP y en 

presencia de As(III) (0.5 mM), As(V) (0.5 mM) y As(III)-As(V) (0.5 mM cada 

uno). Fuente: Elaboración propia. 

 
CONTROL As(III) As(V) As(III)+As(V) 

Ym (Log10UFC∙g-1) 8,354±0,062 8,688±0,027 8,461±0,031 8,592±0,058 

Y0 (Log10UFC∙g-1) 6,252±0,061 6,115±0,049 5,996±0,035 5,656±0,092 

k (Log10UFC·g-1·h-1) 0,038±0,001 0,048±0,001 0,073±0,003 0,049±0,002 

R2 0,978 0,992 0,994 0,974 

Los parámetros cinéticos fueron obtenidos a través del modelo matemático de Weibull. Se 
presentan resultados con su respectiva desviación estándar. Ym, biomasa máxima alcanzada: Y0, 
biomasa inicial; k, velocidad máxima de crecimiento. 

 

 

En la figura 14 se muestra la cinética de remoción de arsénico resultado 

de la  oxidación de arsenito y co-precipitación de arsénico-calcita, mediada por 

P. arsenicoxydans cultivada en estado sésil. La velocidad de remoción (C) fue 

mayor en el ensayo en presencia de ambas especies de arsénico, luego en 

presencia de As(III) y finalmente de As(V) (Tabla 15). Al racionalizar la C por la 

C0 se obtuvieron las concentraciones relativas (C/C0) que permitieron la 

comparación estadística directa de las medias de la velocidad máxima de 

crecimiento. Se comprobó que el orden creciente de las C/C0 fue As(III)-As(V), 

As(V) y As(III) (Tabla 16), y que existieron diferencias significativas entre las 

velocidades máximas alcanzadas entre los ensayos (0.001<p<0.01 para As(III) 

vs As(V); p<0.001 para As(III) vs As(III)-As(V); 0.01<p<0.05 para As(V) vs 
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As(III)-As(V)) (Tabla 17). Con respecto a la concentración máxima (Cm) 

alcanzada, existieron diferencias significativas entre los tres ensayos realizados 

(p=0,0001). Como se presenta en la Tabla 18, se calculó el porcentaje de 

remoción de arsénico, que fue de un 100% a las 60 h de incubación en los tres 

ensayos, las mediciones poseen una desviación estándar igual a cero, dado 

que en las tres mediciones de la muestra hechas a las 60 h de incubación, no 

se detectó arsénico inorgánico, por lo que se graficó como 0 mg·l-1 de arsénico 

inorgánico total. Sin embargo el límite de detección del equipo es de 0,5 µg·l-1 

por lo que se debe considerar la posibilidad de que aún existiera una 

concentración de arsénico inorgánico igual o inferior a  0,5 µg·l-1 a las a las 60 

h. Sin embargo, como se muestra en la Figura 14, existe una cinética de 

remoción del arsénico durante el cultivo, lo que se corrobora con el aumento de 

los porcentajes de remoción en el tiempo (Tabla 18). 
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Figura 14. Cinética de remoción de arsénico a partir de la oxidación de arsenito 

y co-precipitación de calcita-arsénico mediada por la biopelícula de P. 

arsenicoxydans cultivada en medio Battaglia-Brunet modificado para MICP y en 

presencia de de As(III) (0.5 mM), As(V) (0.5 mM) y As(III)-As(V) (0.5 mM cada 

uno). C: controles abióticos. Fuente: Elaboración propia. 
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Tabla 15. Parámetros cinéticos de remoción de arsénico a partir de la oxidación 

de arsenito y co-precipitación de calcita-arsénico mediada por la biopelícula de 

P. arsenicoxydans cultivada en medio Battaglia-Brunet modificado para MICP y 

en presencia de As(III) (0.5 mM), As(V) (0.5 mM) y As(III)-As(V) (0.5 mM cada 

uno). Fuente: Elaboración propia. 

 
As(III) As(V) As(III) + As(V) 

Cm (mg·l-1) -3,997±2,504 -7,414±7,688 -0,491±11,39 

C0 (mg·l-1) 63,83±1,272 151,2±4,368 216,1±8,881 

C (mg·l-1∙h-1) 0,046±0,003 0,038±0,002 0,063±0,008 

R2 0,992 0,981  0,964 
Los parámetros cinéticos fueron obtenidos a través del modelo matemático de Weibull. Se presentan 
resultados con su respectiva desviación estándar. Cm, concentración máxima alcanzada: C0, concentración 
inicial; C, velocidad máxima de remoción de arsénico. 

 

Tabla 16. Concentración relativa (C/C0) de arsénico inorgánico a partir de la 

oxidación de arsenito y co-precipitación de calcita-arsénico mediada por la 

biopelícula de P. arsenicoxydans cultivada en medio Battaglia-Brunet 

modificado para MICP y en presencia de As(III) (0.5 mM), As(V) (0.5 mM) y 

As(III)-As(V) (0.5 mM cada uno). Fuente: Elaboración propia. 

 

 

 

 

Especie arsenical C/C0  

As(III) 0,122 ± 0,005 

As(V) 0,102 ± 0,002 

As(III)-As(V) 0,085 ± 0,005 

Se presentan resultados con su respectiva desviación estándar.  C0, concentración 

inicial (mg·l-1); C, velocidad máxima de remoción de arsénico (mg·l-1·h-1).  
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Tabla 17. Test de Tukey de comparación múltiple de las concentraciones 

relativas (C/C0) de arsénico inorgánico a partir de la oxidación de arsenito y co-

precipitación de calcita-arsénico mediada por la biopelícula de P. 

arsenicoxydans cultivada en medio Battaglia-Brunet modificado para MICP y en 

presencia de As(III) (0.5 mM), As(V) (0.5 mM) y As(III)-As(V) (0.5 mM cada 

uno). Fuente: Elaboración propia. 

 

Diferencia entre las medias Significancia estadística 

As(III) vs As(V) 0,020 Si ** 

As(III) vs As(III)-As(V) 0,038 Si *** 

As(V) vs As(III)-As(V) 0,017 Si * 

*** p<0.001; ** 0.001<p<0.01; * 0.01<p<0.05; ns p>0.05 
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Tabla 18. Arsénico total removido del medio a partir de la oxidación de arsenito 

y co-precipitación de calcita-arsénico mediada por la biopelícula de P. 

arsenicoxydans cultivada en medio Battaglia-Brunet modificado para MICP y en 

presencia de As(III) (0.5 mM), As(V) (0.5 mM) y As(III)-As(V) (0.5 mM cada 

uno). Fuente: Elaboración propia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la Figura 15 se puede ver la estructura de la biopelícula formada por 

P. arsenicoxydans adherida a las partículas de zeolita en cada condición 

ensayada. Se apreciaron diferencias en la conformación de la biopelícula, 

dónde el ensayo control muestra una estructura que no evidencia la 

calcificación de las células bacterianas. Por otro lado, en los tres ensayos en 

 % arsenical removido 

Tiempo (h) As (III) As(V) As(III)-As(V) 

0 0,000±0,000 0,000±0,000 0,000±0,000 

4 17,11±2,257 3,405±1,459 5,141±0,458 

8 25,91±1,843 15,94±3,074 47,83±0,832 

12 47,09±1,998 32,93±1,072 53,35±0,595 

24 66,62±2,846 50,02±2,381 70,93±1,196 

32 85,56±1,900 84,53±1,088 89,35±0,557 

42 95,62±1,202 93,79±0,663 94,48±0,672 

60 100,0±0,000 100±0,000 100±0,000 

Se presentan resultados con su respectiva desviación estándar. 
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presencia de arsénico inorgánico se apreció una estructura calcificada de la 

biopelícula, evidenciando la co-precipitación de calcita y arsénico. Para 

comprobar que los cristales de calcita observados en la biopelícula son 

efectivamente formados por CaCO3 y poseen arsénico en su composición, se 

realizó una EDS que demostró que efectivamente los cristales observados en la 

biopelícula contenían arsénico y estaban compuestos de calcio (Figura 16). 
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Figura 15. Microfotografía de la biopelícula formada por P. arsenicoxydans 

cultivada cultivada en medio Battaglia-Brunet modificado para MICP y en 

presencia de arsénico inorgánico, obtenida mediante microscopía electrónica de 

barrido (SEM). A: control. B: adición de As(III) (0,5 mM). C: adición de As(V) 

(0,5 mM). D: adición de As(III) + As (V) (0,5 mM cada especie). Fuente: 

Elaboración propia. 
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Figura 16. Detección de arsénico y calcio en la biopelícula de P. 

arsenicoxydans cultivada en medio Battaglia-Brunet modificado para MICP y en 

presencia de arsénico inorgánico, a través espectroscopía de dispersión de 

energía de rayos X (EDS). A: control. B: adición de As(III) (0,5 mM). C: adición 

de As(V) (0,5 mM). D: adición de As(III) + As (V) (0,5 mM cada especie). 

Fuente: Elaboración propia. 
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Posteriormente se hizo crecer la bacteria en presencia de efluente de 

consorcio bacteriano (ECB) obtenido durante la caracterización de este, luego 

de 144 horas de incubación. 

El crecimiento de P. arsenicoxydans en medio Battaglia-Brunet 

modificado para MICP suplementado con ECB fue mayor que el control positivo 

en la mayoría de las concentraciones, sólo al ensayar el crecimiento en 100% 

v/v ECB, no hubo crecimiento. Cuatro de las concentraciones ensayadas 

mostraron un mayor aumento de biomasa que el control biótico. En orden 

creciente estas concentraciones fueron 50, 70, 12 y 6% v/v (Figura 17). El 

análisis estadístico mediante la prueba de t de Student arrojó diferencias 

significativas respecto al control para las concentraciones 6% v/v (p=0,0023), 

12% v/v (p=0,0053) y 70% v/v (p=0,0152). No hubo diferencias significativas 

entre la concentración 50% v/v y el control biótico (p=0,3598).  

El objetivo de este ensayo fue escoger una concentración de ECB para 

implementarla en el reactor semi-continuo del sistema de tratamiento biológico 

aeróbico secuencial dónde la biomasa correspondió a P. arsenicoxydans. Es 

necesario recalcar que el escalado de cultivos bacterianos a cultivos de mayor 

volumen muchas veces presenta inconvenientes de reproducibilidad (Neubauer 

y Junne, 2010). Por lo tanto, se decidió no utilizar la mayor concentración de 

ECB en que se obtuvo mayor crecimiento estadísticamente significativo (70% 

v/v) que el control biótico, pues la drástica disminución de nutrientes al 30% v/v 
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podría afectar negativamente el crecimiento de la biomasa. Por lo tanto, se 

escogió la concentración 12% v/v de ECB como condición a implementar en el 

reactor semi-continuo. 

 

Figura 17. Crecimiento de P. arsenicoxydans en presencia de concentraciones 

crecientes (6, 12, 25, 50, 70 y 100% v/v) del efluente del consorcio bacteriano 

(ECB). Barras grises: cultivo en medio Battaglia-Brunet modificado para MICP. 

Barras negras: cultivo en medio Battaglia-Brunet sin modificar. Como controles 

bióticos (0% v/v) se cultivó P. arsenicoxydans en ausencia de ECB. Fuente: 

Elaboración propia. 
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20. Sistema de tratamiento aeróbico secuencial 

 

20.1 Cinéticas de crecimiento del consorcio bacteriano y de P. 

arsenicoxydans 

El sistema de tratamiento aeróbico secuencial fue constituido con dos 

reactores. El primero de ellos fue un reactor discontinuo implementado para el 

crecimiento del consorcio bacteriano, el cual fue alimentado con un único 

afluente artificial con una mezcla de ROX, NIT y MSMA. El segundo, 

correspondió a un reactor semi-continuo implementado para el cultivo de P. 

arsenicoxydans en estado sésil (biopelícula) utilizando zeolita como soporte, el 

cual se alimentó con el efluente del reactor discontinuo diluido al 12% v/v en 

medio de cultivo descrito por Battaglia-Brunet y col. (2002) modificado para 

MICP. 

La Figura 18 muestra la cinética de crecimiento del consorcio bacteriano en 

el reactor discontinuo durante las 144 h de funcionamiento del reactor. La 

biomasa máxima (Ym) fue alcanzada a las 65 h de funcionamiento y la velocidad 

máxima de crecimiento fue de 0,038 ±0,001 OD
600nm

 ∙ h
-1

 (Tabla 19). 
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Figura 18. Cinética de crecimiento del consorcio bacteriano cultivado en el 

reactor discontinuo y en presencia de compuestos organoarsenicales. Se cultivó 

el consorcio en presencia de una mezcla de ROX (0.5 mM), NIT (0.5 mM) y 

MSMA (0.5 mM) (concentraciones finales). El tiempo de operación total del 

reactor fue de 144 h. Fuente: Elaboración propia. 
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Tabla 19. Parámetros cinéticos de crecimiento del consorcio bacteriano 

cultivado en el reactor discontinuo y en presencia de una mezcla de ROX (0.5 

mM), NIT (0.5 mM) y MSMA (0.5 mM) (concentraciones finales). El tiempo de 

operación total del reactor fue de 144 h. Fuente: Elaboración propia. 

 
 

Biorreactor discontinuo 

Ym (OD
600nm

) 
 

0,190±0,003 

Y0 (OD
600nm

) 
 

0,000±0,004 

k (OD
600nm

 ∙ h
-1

) 
 

0,038±0,001 

R2 
 

0,990 
Los parámetros cinéticos fueron obtenidos a través del modelo 
matemático de Weibull. Se presentan resultados con su respectiva 
desviación estándar. Ym, Biomasa máxima alcanzada: Y0, biomasa 
inicial; k, velocidad máxima de crecimiento. 

 

 

Durante la operación del reactor semi-continuo se realizaron cambios del 

medio de cultivo cada 48 horas. A las 288 horas de operación el recambio de 

medio fue realizado con medio de cultivo Battaglia-Brunet modificado para 

MIPC suplementado con efluente del reactor discontinuo del consorcio 

bacteriano (12% v/v). La cinética de crecimiento de P. arsenicoxydans en el 

reactor fue determinada con el recuento de biomasa adherida durante las 

primeras 96 h de funcionamiento del reactor (Figura 19 A), y el reactor tuvo un 

tiempo de operación total de 408 h. La biomasa máxima (Ym) fue alcanzada a 

las 78,8 h de funcionamiento, manteniéndose estable durante las 408 h de 
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operación del reactor (Figura 19 B), y la velocidad máxima de crecimiento fue 

de 0,050±0,002 Log10UFC∙g-1∙h-1 (Tabla 20). 

 

 

Figura 19. Cinética de crecimiento de la biopelícula de P. arsenicoxydans 

cultivada en el reactor semi-continuo implementado con medio Battaglia-Brunet 

modificado para MICP. A: Cinética de las primeras 96 horas de funcionamiento 

del reactor. B: Cinética durante el tiempo de operación total del reactor (408 h). 

Fuente: Elaboración propia.   
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Tabla 20. Parámetros cinéticos de crecimiento de la biopelícula de P. 

arsenicoxydans cultivada en el reactor semi-continuo implementado con medio 

Battaglia-Brunet modificado para MICP. Los parámetros cinéticos fueron 

obtenidos a partir del análisis de los datos de las primeras 96 horas de 

funcionamiento del reactor. Fuente: Elaboración propia. 

 
 

Biorreactor semi-continuo 

Ym (Log10UFC∙g-1) 
 

8,753±0,048 

Y0 (Log10UFC∙g-1) 
 

5,641±0,066 

k (Log10UFC∙g-1∙h-1) 
 

0,050±0,002 

R2 
 

0,988 
Los parámetros cinéticos fueron obtenidos a través del modelo 
matemático de Weibull. Se presentan resultados con su respectiva 
desviación estándar. Ym, Biomasa máxima alcanzada: Y0, 
biomasa inicial; k, velocidad máxima de crecimiento. 

 

 

20.2 Transformación de compuestos arsenicales orgánicos e 

inorgánicos 

En la Figura 20 se presenta la cinética de aparición de arsénico inorgánico 

durante la reducción de compuestos organoarsenicales a arsénico inorgánico 

mediada por el consorcio bacteriano en el tiempo total de operación del reactor 

discontinuo. Según el modelamiento matemático la velocidad máxima de 

aparición de arsénico (C) fue de 0,033±0,001 mg·l-1·h-1, la concentración inicial 

(C0) fue de 4,7545±53,75 mg·l-1 y la concentración máxima de arsénico 
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alcanzada (Cm) fue de 3352±32,46 mg·l-1 medida a las 144 h de operación del 

reactor (Tabla 21). La concentración relativa (C/C0) fue 0,007±0,000 h-1. El 

porcentaje de compuestos organoarsenicales transformados a arsénico 

inorgánico fue de 96,70±0,04201% a las 144 h de operación del reactor 

discontinuo (Tabla 22). 

 

 

Figura 20. Cinética de aparición de arsénico inorgánico a partir de la reducción 

de compuestos organoarsenicales mediada por el consorcio bacteriano 

cultivado en el reactor discontinuo. El gráfico representa la aparición de 

arsénico inorgánico total. Se cultivó el consorcio en presencia de una mezcla de 

ROX (0.5 mM), NIT (0.5 mM) y MSMA (0.5 mM) (concentraciones finales). El 

tiempo de operación total del reactor fue de 144 h. Fuente: Elaboración propia. 
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Tabla 21. Parámetros cinéticos de la aparición de arsénico inorgánico a partir 

de la reducción de compuestos organoarsenicales mediada por el consorcio 

bacteriano cultivado en el reactor discontinuo en presencia de una mezcla de en 

presencia de una mezcla de ROX (0.5 mM), NIT (0.5 mM) y MSMA (0.5 mM) 

(concentraciones finales). El tiempo de operación total del reactor fue de 144 

horas. Fuente: Elaboración propia. 

 
 

Biorreactor discontinuo 

Cm (mg·l-1) 
 

3352±32,46 

C0 (mg·l-1) 
 

-4,754±53,75 

C (mg·l-1∙h-1) 
 

0,033±0,001 

R2 
 

0,995 
Los parámetros cinéticos fueron obtenidos a través del modelo 
matemático de Weibull. Se presentan resultados con su respectiva 
desviación estándar. Cm, concentración máxima alcanzada: C0, 
concentración inicial; C, velocidad máxima de aparición de arsénico 
inorgánico. 
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Tabla 22. Compuestos organoarsenicales transformados a arsénico inorgánico 

a partir de la reducción mediada por el consorcio bacteriano cultivado en el 

reactor discontinuo en presencia de una mezcla de en presencia de una mezcla 

de ROX (0.5 mM), NIT (0.5 mM) y MSMA (0.5 mM) (concentraciones finales). El 

tiempo de operación total del reactor fue de 144 h. Fuente: Elaboración propia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La fluctuación de arsenito y arseniato durante las primeras 240 horas 

operación se observan en la Figura 21. Durante este periodo de operación, los 

recambios de medio de cultivo fueron hechos a las 48 h y 96 h con medio 

Battaglia-Brunet suplementado con arsenito (0.5 mM, 37.4608 PPM As 

equivalentes) y a las 168 h y 216 h fueron ejecutados con medio Battaglia-

Brunet modificado para MICP sin arsenito. 

Tiempo (h) 
Porcentaje de organoarsenicales 

transformados a arsénico inorgánico (%) 

0 0,000±0,000 

16 90,01±0,573 

24 93,49±0,544 

48 96,15±0,106 

72 96,43±0,007 

96 96,57±0,163 

120 96,68±0,058 

144 96,70±0,042 

Se presentan resultados con su respectiva desviación estándar. 
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A las 288 h se realizó un último recambio de medio de cultivo con medio 

Battaglia-Brunet modificado para MIPC suplementado con el efluente del 

reactor discontinuo (12% v/v). Como se observa en la Figura 22, la 

concentración de arsénico inorgánico presente en el medio del reactor semi-

continuo aumentó 55,2 veces debido a la adición del efluente del primer reactor. 

Utilizando las concentraciones de arsénico inorgánico total durante el periodo 

desde que se hizo el recambio de medio suplementado con el efluente del 

reactor semi-continuo hasta el tiempo final de operación del reactor (288-408 h), 

se determinó la cinética de remoción de arsénico, resultado de la  oxidación de 

arsenito y co-precipitación de arsénico-calcita mediada por P. arsenicoxydans 

cultivada en estado sésil (Figura 23).  

La velocidad de remoción (C) de arsénico fue 0,033±8,750e-007 mg·l-1·h-

1, la concentración inicial (C0) de arsénico fue 3386±0,053 mg·l-1 y la 

concentración máxima (Cm) de arsénico alcanzada fue -0,031±0,031 mg·l-1 

(Tabla 23). El porcentaje de remoción de arsénico al final de la operación del 

reactor fue de un 100% (Tabla 24), las mediciones tuvieron una desviación 

estándar igual a cero, dado que en las tres mediciones de la muestra hechas a 

partir de las 360 h de incubación, no se detectó arsénico inorgánico, por lo que 

se graficó como 0 mg·l-1 de arsénico inorgánico total. Sin embargo el límite de 

detección del equipo es de 0,5 µg·l-1 por lo que se debe considerar la 

posibilidad de que aún existiera una concentración de arsénico inorgánico igual 

o inferior a  0,5 µg·l-1 a partir de las 360 h. Como se muestra en la Figura 23, 
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existió una cinética de remoción del arsénico durante el cultivo, lo que se 

corroboró con el aumento de los porcentajes de remoción en el tiempo (Tabla 

24). La remoción al 100% se consiguió a las 72 horas desde la incorporación 

del efluente del reactor discontinuo (a las 360 h de operación total del reactor). 

 

Figura 21. Fluctuación de la concentración de arsénico inorgánico en el medio 

de cultivo (fase líquida) durante las primeras 240 horas de operación del reactor 

semi-continuo donde la biopelícula de P. arsenicoxydans fue cultivada en medio 

Battaglia-Brunet modificado para MICP. El afluente fue renovado cada 48 horas. 

A: Fluctuación de arsenito y arseniato. B: Fluctuación de arsénico total. Fuente: 

Elaboración propia. 
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Figura 22. Fluctuación de la concentración de arsénico inorgánico en el medio 

de cultivo (fase líquida) durante el tiempo total de operación del reactor semi-

continuo donde la biopelícula de P. arsenicoxydans fue cultivada en medio 

Battaglia-Brunet modificado para MICP. El afluente fue renovado cada 48 horas. 

A las 288 horas el afluente fue renovado por última vez con una solución de 

medio Battaglia-Brunet modificado para MICP (88% v/v) y el efluente 

proveniente del reactor discontinuo del consorcio bacteriano (12% v/v). A: 

fluctuación de arsenito y arseniato. B: fluctuación de arsénico inorgánico total. 

Fuente: Elaboración propia.  
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Figura 23. Cinética de remoción de arsénico inorgánico a partir de la oxidación 

de arsenito y co-precipitación de calcita-arsénico mediada por la biopelícula de 

P. arsenicoxydans cultivada en el reactor semi-continuo. Los gráficos muestran 

las concentraciones de arsénico desde las 288 h (última renovación de afluente 

que se realizó utilizando una solución de medio Battaglia-Brunet modificado 

para MICP (88% v/v) y el efluente proveniente del reactor discontinuo del 

consorcio bacteriano (12% v/v)) hasta las 408 h de operación del reactor 

(intervalo de tiempo representado como las 0 h hasta las 120 h, 

respectivamente). A: fluctuación de arsenito y arseniato. B: modelamiento 

matemático de la fluctuación de arsénico inorgánico total. Fuente: Elaboración 

propia. 
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Tabla 23. Parámetros cinéticos de la remoción de arsénico inorgánico a partir 

de la oxidación de arsenito y co-precipitación de calcita-arsénico mediada por la 

biopelícula de P. arsenicoxydans cultivada en el reactor semi-continuo. Los 

parámetros fueron obtenidos a partir de la cinética de remoción desde las 288 h 

(última renovación de afluente que se realizó utilizando una solución de medio 

Battaglia-Brunet modificado para MICP (88% v/v) y el efluente proveniente del 

reactor discontinuo del consorcio bacteriano (12% v/v)) hasta las 408 h de 

operación del reactor. Fuente: Elaboración propia. 

 
 

Biorreactor semi-continuo 

Cm (mg·l-1) 
 

-0,031±10,43 

C0 (mg·l-1) 
 

3386±18,04 

C (mg·l-1∙h-1) 
 

0,033±0,0003 

R2 
 

0,999 
Los parámetros cinéticos fueron obtenidos a través del modelo 
matemático de Weibull. Se presentan resultados con su respectiva 
desviación estándar. Cm, concentración máxima alcanzada: C0, 
concentración inicial; C, velocidad máxima de remoción de arsénico 
inorgánico. 
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Tabla 24. Arsénico total removido del medio a partir de la oxidación de arsenito 

y co-precipitación de calcita-arsénico mediada por la biopelícula de P. 

arsenicoxydans cultivada en el reactor semi-continuo desde las 288 h (última 

renovación de afluente que se realizó utilizando una solución de medio 

Battaglia-Brunet modificado para MICP (88% v/v) y el efluente proveniente del 

reactor discontinuo del consorcio bacteriano (12% v/v)) hasta las 408 h de 

operación del reactor. Fuente: Elaboración propia. 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tiempo (h) Arsénico inorgánico removido (%) 

288 0,000±0,000 

312 0,674±0,042 

336 30,62±0,708 

360 100±0,000 

384 100±0,000 

408 100±0,000 

Se presentan resultados con su respectiva desviación estándar. 
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20.3 Evaluación de la toxicidad en el sistema de tratamiento aeróbico 

secuencial  

El ensayo de viabilidad celular utilizando células HUVEC es una vía 

indirecta para medir la toxicidad de los afluentes y efluente final del sistema de 

tratamiento. Esto debido a que en el ensayo se mide el porcentaje de viabilidad 

de las células en comparación con el número inicial de células viables, antes de 

la adición de los afluentes y el efluente, y no es posible determinar 

específicamente cuál es el compuesto que genera la toxicidad, ni tampoco es 

posible saber cuál es la vía por la cual se produce la muerte celular.  Sin 

embargo, es una técnica actualmente usada y aceptada, ya que se mide la 

viabilidad de las células en presencia de los afluentes y el efluente final, dando 

una aproximación de la toxicidad de estos al contacto con las personas. 

En la Figura 24 se observa el porcentaje de viabilidad celular en los tres 

puntos críticos del sistema de tratamiento aeróbico secuencial. El afluente inicial 

del sistema de tratamiento (A1) corresponde al afluente artificial inicial 

suplementado con ROX, NIT y MSMA (0,5 mM concentración final de cada 

especie), A2 corresponde al afluente que alimentó al segundo biorreactor del 

sistema de tratamiento, en el cuál P. arsenicoxydans fue cultivada. Este 

afluente fue una mezcla del medio Battaglia-Brunet modificado para MICP con 

el efluente del primer biorreactor del sistema de tratamiento y contenía altas 

concentraciones de arsénico inorgánico (Figura 20) producto de la  reducción 
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de los compuestos organoarsenicales inicialmente administrados al sistema. El 

efluente final (E2), corresponde al efluente final del sistema de tratamiento, que 

fue obtenido luego de terminadas las 408 horas de operación del segundo 

biorreactor. La viabilidad celular en presencia de E2 fue de 99,3 ± 0,51%, en 

presencia de A2 fue de 33,3 ± 2,03% y en presencia de A1 fue de 99,1 ± 0,49%. 

Existieron diferencias estadísticamente significativas entre A1 y A2, y entre A2 y 

E2 (p< 0,0001), pero no entre A1 y E2 (p=0,6640). 

 

Figura 24. Viabilidad de células endoteliales de venas de cordón umbilical 

humano (HUVEC, por su nombre en inglés Human Umbilical Vein Endothelial 

Cells) en presencia de los afluentes y el efluente final del sistema de tratamiento 

biológico aeróbico secuencial. A1: Afluente inicial que alimenta al biorreactor 

discontinuo, corresponde a medio de cultivo suplementado con una mezcla de 

ROX (0.5 mM), NIT (0.5 mM) y MSMA (0.5 mM) (concentraciones finales); A2: 

Afluente que alimenta al biorreactor semi-continuo, corresponde a una solución 
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de medio Battaglia-Brunet modificado para MICP (88% v/v) y el efluente 

proveniente del reactor discontinuo del consorcio bacteriano (12% v/v); E2: 

Efluente final del sistema de tratamiento. Fuente: Elaboración propia. 
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V. DISCUSIÓN 

21. Crecimiento del consorcio bacteriano y transformación de 

organoarsenicales 

El consorcio bacteriano utilizado para la implementación del sistema de 

tratamiento fue aislado y caracterizado previamente (Guzmán-Fierro, 2011; 

Guzmán-Fierro, 2014; Guzmán-Fierro y col., 2015). La caracterización inicial del 

consorcio bacteriano se realizó con el fin de determinar si el consorcio 

bacteriano mantenía su cinética de crecimiento y de degradación de ROX y NIT, 

y además para caracterizar su crecimiento y la degradación en presencia de 

MSMA.  

El consorcio, mantenido en el laboratorio de Microbiología Ambiental de 

la Universidad de Concepción, fue crecido en MQD descrito por Stolz y col. 

(2007), cuya fuente de carbono fue lactato, y se inoculó en fase exponencial en 

sistemas discontinuos en presencia de ROX, NIT y MSMA, por separado y en 

mezcla, utilizando una concentración final de 0,5 mM de cada compuesto por 

sistema. 

Las cinéticas de crecimiento obtenidas demostraron que no existe 

diferencia significativa entre las velocidades de crecimiento (k) de los cultivos 

con ROX y el CONTROL (P > 0.05). Sin embargo, la k disminuye 

significativamente cuando se adiciona NIT (P < 0.001), los tres 

organoarsenicales en mezcla (P < 0.001) y MSMA (0.01 < P > 0.05). 
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Concretamente, la velocidad de crecimiento disminuye 1,2 veces al adicionar 

MSMA, 1,4 veces al adicionar la mezcla ROX-NIT-MSMA y 1,6 veces al 

adicionar NIT. Por otro lado, la biomasa máxima alcanzada (Ym) fue alcanzada 

a las 40 h en presencia de NIT y en el CONTROL, en presencia de NIT a las 60 

h, en presencia de ROX a las 21 h y en presencia de la mezcla a las 44 h.  

La velocidad de crecimiento bacteriano es una magnitud física vectorial 

que entrega información de la tasa a la cual las células se dividen en el tiempo 

durante la fase exponencial del cultivo bacteriano. En el caso de ser medida por 

absorbancia, como se hizo con el consorcio bacteriano, su unidad de medida es 

OD600nm∙h-1. Sin embargo, para realizar un análisis comparativo entre cultivos 

bacterianos, k debe utilizarse en conjunto con las magnitudes escalares 

obtenidas de la cinética de crecimiento, es decir, la biomasa máxima alcanzada 

y la biomasa inicial del cultivo (Y0), ambas en OD600nm, una unidad de medida 

de densidad bacteriana, que nos entrega información  sobre la cantidad de 

células bacterianas por unidad de volumen cultivado. Tomando en cuenta las 

tres magnitudes obtenidas a partir de la determinación de la cinética de 

crecimiento bacteriano del consorcio, es posible apreciar que, aunque no 

existen diferencias entre la k del control y el cultivo crecido en presencia de 

ROX como describió previamente Guzmán-Fierro (2014), si se evidencia que al 

encontrarse en presencia de ROX, el consorcio es capaz de aumentar 1,3 

veces su biomasa máxima dos horas antes que el control. Es decir, en el punto 

temporal en que el consorcio control ya no puede aumentar su biomasa (40 
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horas de cultivo), en presencia de ROX el crecimiento celular continúa 

ocurriendo. Este hecho reafirma que ROX podría estar siendo utilizada por el 

consorcio como una fuente de carbono adicional a la presente en el MQD 

(Guzmán-Fierro y col., 2015).  

Con respecto al porcentaje de organoarsenical transformado a arsénico 

inorgánico, se obtuvo que el 96,69 ± 0,131% de la ROX fue transformada a 

arsénico inorgánico por el consorcio, no existiendo diferencias estadísticamente 

significativas con lo obtenido por Guzmán-Fierro (2014) (p=0,8560).  

Al igual que en el trabajo de Guzmán-Fierro (2014), en este trabajo se 

obtuvo que la k del consorcio en presencia de NIT fue la más baja de entre los 

compuestos probados. Alcanzó un porcentaje de transformación de 

organoarsenical de 96,95 ± 0,056%, no existiendo diferencias significativas con 

el porcentaje de transformación obtenido por Guzmán-Fierro (2014) (p=0,4187). 

En presencia de MSMA el consorcio alcanzó una transformación a 

arsénico inorgánico de 97,21 ± 0,169% y en presencia de la mezcla de ROX-

NIT-MSMA 96,57 ± 0,094%. No existen diferencias estadísticamente 

significativas entre los porcentajes de transformación de organoarsenical a 

arsénico inorgánico en los ensayos realizados (p>0,05), excepto entre los 

ensayo realizados en presencia de MSMA vs la mezcla de organoarsenicales 

(0,01<p<0,05). 

Las velocidades máximas de aparición de arsénico inorgánico (C) 

producto de la degradación de los compuestos organoarsenicales mediada por 
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el consorcio bacteriano, en orden creciente fueron ROX (0,015 ± 0.001 mg·l-1∙h-

1), NIT (0,015 ± 0.003 mg·l-1∙h-1), MSMA (0,026 ± 0.007 mg·l-1∙h-1) y ROX-NIT 

MSMA (0,029 ± 0.002 mg·l-1∙h-1). Las concentraciones relativas (C/C0) que 

permiten comparar entre consorcios, en orden creciente, fue ROX-NIT-MSMA 

(0,026 ± 0,004 h-1), NIT (0,038 ± 0,010 h-1), ROX (0,039 ± 0,004 h-1) y MSMA 

(0,088 ± 0,027 h-1), no existiendo diferencias estadísticamente significativas 

entre ellas. Guzmán-Fierro (2014) determinó que la C/C0 del consorcio crecido 

en presencia de ROX fue de 0,0202 ± 0,001089 h-1 y crecido en presencia de 

NIT fue de 0,020470 ± 0,003728 h-1, no existiendo diferencias estadísticamente 

significativas entre ellas según el post test de Tukey realizado. Al comparar 

estas C/C0 con las obtenidas en el presente estudio, se determinó que existen 

diferencias estadísticamente significativas entre la concentración relativa del 

consorcio crecido en presencia de ROX (p=0,0014), siendo la C/C0 obtenida en 

este estudio, 1,9 veces mayor a la obtenida por Guzman-Fierro (2014). 

Además, existen diferencias significativas entre la concentración relativa del 

consorcio crecido en presencia de NIT (p= 0,0466), siendo la C/C0 obtenida en 

este estudio, 1,8 veces mayor. Las diferencias entre las concentraciones 

relativas obtenidas para el crecimiento en presencia de ROX y NIT podrían 

estar relacionadas con algún proceso de aclimatación de la comunidad del 

consorcio bacteriano. Varios estudios han demostrado que la presencia de ROX 

modula la diversidad de comunidades microbianas en suelos y tratamientos 

biológicos disminuyendo la diversidad microbiana, pero potenciando el 
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crecimiento de algunos grupos bacterianos (Chen y col., 2018; Guzmán-Fierro y 

col., 2015; Jiang y col, 2013; Liu y col., 2017a; Mafla y col., 2015). Guzmán-

Fierro y col. (2015) demostraron que la estructura del consorcio bacteriano 

cambia en presencia de ROX, disminuyendo el porcentaje de similitud de la 

comunidad bacteriana de un 70% a un 50% en presencia del compuesto. Jiang 

y col. (2013) demostraron que comunidades bacterianas aisladas desde suelos, 

son sensibles metabólicamente a la ROX disminuyendo hasta en un 95% la 

utilización de aminoácidos y polímeros y afectando la diversidad de la 

comunidad debido a la pérdida de bacterias sensibles. Al probar la influencia de 

la ROX en procesos de remoción de nitrógeno con comunidades bacterianas, 

Chen y col. (2018) determinaron que, además de disminuir la remoción de 

nitrógeno en un 52,4%, la presencia de ROX durante el proceso, redujo la 

actividad bacteriana debido a que disminuyeron los miembros parte de los 

géneros Acinetobacter y Methylophilaceae, pero aumentaron los pertenecientes 

el grupo de las Aeromonas, lo que conllevó a la supresión de los procesos de 

nitrificación y desnitrificación. En un estudio dónde se evaluó el efecto de un 

gradiente de concentración de ROX sobre la comunidad microbiana de suelos, 

se determinó que la comunidad cultivada en ausencia de ROX posee un índice 

de diversidad mayor que la comunidad en presencia de ROX, lo que implica que 

la presencia de este organoarsenical inhibe algunos grupos bacterianos (Liu y 

col, 2017a). Sin embargo esta inhibición no es asociada a la ROX propiamente 

tal, sino a los compuestos derivados de la degradación de esta (Mafla y col., 
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2015), como el arsenito y arseniato, entre otros. Los cambios que la presencia 

de ROX induce en la diversidad de comunidades microbianas, responden a un 

aumento en la especialización metabólica de la comunidad. 

Fei y col. (2018) han identificado carencias en el conocimiento y las 

necesidades de investigación respecto de compuestos como la ROX, entre ellas 

hace falta investigar para dilucidar en mayor profundidad las vías metabólicas o 

de degradación, cuáles son los productos de dicha degradación, y los impactos 

de toxicidad de los compuestos organoarsenicales.  

Como proyección, se propone continuar el estudio de este consorcio 

bacteriano a nivel de la codificación y expresión de genes que estén 

involucrados en el metabolismo bacteriano de tolerancia y resistencia de 

compuestos organoarsenicales y arsénico inorgánico. Entre estos, se encuentra 

el gen que codifica para la oxidoreductasa ArsH, una enzima dependiente de 

NADPH-FMN que oxida las especies de MAs(III) hasta metilarsenatos como el 

MSMA (Chen y col., 2015); y, entre otros, la bomba de eflujo ArsP, 

caracterizada en Campylobacter jejuni por Chen y col. (2015), y cuya función es 

expulsar de la célula bacteriana especies trivalentes de arsénico orgánico como 

la ROX y el metil arsenito (MAs(III)). Cabe mencionar que C. jejuni es una 

especie comúnmente encontrada en los desechos de aves de corral, pero que, 

sin embargo, no fue detectada en el consorcio bacteriano ensayado a través de 

la técnica de DGGE en el estudio de Guzmán-Fierro (2014), por lo que también 

se propone ensayar medios de cultivo que permitan aislar a los miembros del 
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consorcio con el fin de probar los niveles de tolerancia a cada especie arsenical 

y así conocer mejor su posible rol dentro de la comunidad y pesquisar la 

presencia de genes como arsP demostrando su función en otra especie 

bacteriana además de C. jejuni, realizando detección de metabolitos para 

contribuir a la clarificación de rutas metabólicas. 

 

22. Crecimiento de P. arsenicoxydans y oxidación/co-precipitación de 

arsénico  

La cepa bacteriana utilizada para oxidar y co-precipitar el arsénico 

inorgánico en el sistema de tratamiento fue Pseudomonas arsenicoxydans, 

bacteria que fue aislada y caracterizada previamente (Campos y col., 2010; 

Valenzuela y col., 2015). Esta bacteria es un bacilo Gram negativo flagelado, 

resistente a arseniato y arsenito. Es capaz de crecer adherida a soportes zeolita 

como anteriormente demostraron anteriormente por Valenzuela y col. (2015), y 

cómo se probó en el presente trabajo. 

Como el objetivo general de este trabajo fue implementar un sistema de 

tratamiento para abatir la toxicidad de compuestos arsenicales presentes en 

suelos de cultivos, se caracterizó la capacidad ureolítica, la formación de 

cristales de calcita, el crecimiento bacteriano y la oxidación/co-precipitación de 

arsénico-calcita llevada a cabo por P. arsenicoxydans en presencia de 

compuestos arsenicales. Se demostró que P. arsenicoxydans oxida arsenito y 
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genera cristales de calcita que co-precipitan arsénico. Por lo tanto, es una 

alternativa microbiológica para detoxificar afluentes contaminados con arsénico 

inorgánico y disminuir su toxicidad. 

La cepa P. arsenicoxydans mantenida en el Laboratorio de Microbiología 

Ambiental de la Universidad de Concepción, fue cultivada en el medio descrito 

por Battaglia-Brunet y col. (2002) modificado para la MICP, a través de la 

adición de urea 33 mM y cloruro de calcio 30 mM. Se inoculó en fase 

exponencial en sistemas discontinuos en estado planctónico y en estado sésil 

(utilizando zeolita como soporte) en presencia de arsénico orgánico (ROX, NIT, 

MSMA y ROX-NIT-MSMA) y en presencia de arsénico inorgánico (As(III), As(V) 

y As(III)-As(V)), utilizando una concentración final de 0,5 mM de cada 

compuesto por sistema. 

Se evidenció que P. arsenicoxydans tiene actividad ureolítica y es capaz 

de formar cristales de calcita. Posteriormente se estudió el crecimiento de P. 

arsenicoxydans en estado planctónico y en presencia de compuestos 

arsenicales orgánicos e inorgánicos.  

Posteriormente, se demostró que P. arsenicoxydans es capaz de crecer 

en estado planctónico en presencia de arsénico orgánico e inorgánico y en 

estado sésil en presencia de arsénico inorgánico. Las velocidades de 

crecimiento (k) en presencia de arsénico inorgánico aumentaron al crecer la 

bacteria en estado sésil. Las k aumentaron 2,2 veces en presencia de As(V),  

1,8 veces en presencia de As(III) y 1,2 veces en presencia de la mezcla As(III)-
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As(V). En ausencia de arsénico (Control) la k no varió. Por otro lado la biomasa 

máxima alcanzada (Ym) aumentó 1,1 veces en presencia y ausencia de 

arsénico en todos los sistemas ensayados.  

Varios estudios han analizado el crecimiento y la oxidación de arsenito 

de bacterias cultivadas en presencia de arsénico. Biswas y col. (2019) aislaron 

y caracterizaron una cepa bacteriana quimiolitotrófa facultativa arsenito 

oxidante, identificada como Delftia spp. BAs29. La cepa mostró un porcentaje 

de oxidación de As (III) (100 µM inicial) de 91,04% a las 16 h de crecimiento. 

Además, la presencia de As (III) mejoró el crecimiento hasta en un 40% con 

respecto al control, mientras que la adición de As (V) redujo la tasa de 

crecimiento en un 12%. Estos autores, relacionan el aumento en la tasa de 

crecimiento durante la fase de oxidación de As (III) al hecho de que la bacteria 

puede obtener energía del proceso de  oxidación de As (III), siendo un paso 

limitante para el crecimiento. León y col. (2017) determinaron que luego de 24 h 

de incubación, la cepa Pseudomonas marginalis EM-6 tuvo velocidades de 

crecimiento (k) de 0.07802 Log10UFC∙ml-1∙h-1 en presencia de 5 mM de As(III) y 

de 0.07917 Log10UFC∙ml-1∙h-1 en presencia de 20 mM de As(V), sin diferencias 

estadísticamente significativas comparadas con el control, cuya k fue de 

0.08137 Log10UFC∙ml-1∙h-1. Luego probaron la cepa bacteriana en un medio de 

cultivo modificado para MICP, dónde se obtuvieron parámetros cinéticos 

similares. Los autores indican que la adaptación de la cepa tanto a arsenito 

como a arseniato se debe a la presencia de los genes aoi y arsC involucrados 



129 
 

en la oxidación de As(III) y la reducción de As(V) respectivamente, ambos 

descritos como mecanismos de tolerancia a arsénico (Andres y Bertin, 2016). 

En este estudio, se analizó la remoción de As(III) y As(V) mediada por P. 

marginalis EM-6 a través de la MICP. Los resultados demostraron que la cepa 

bacteriana es capaz de remover el 100% del arsénico inorgánico presente en 

los cultivos luego de 72 h de incubación, por otro lado, determinaron que en el 

medio no modificado para MIPC (ausencia de urea) la remoción de arsénico 

alcanzó un porcentaje de 92% luego de 72 h de incubación.  León y col. (2018) 

determinaron que cepas aisladas en sedimentos de un río contaminado con 

arsénico son capaces de oxidar arsenito en porcentajes entre 68 y 100% 

dependiendo del sitio de aislamiento, siendo las cepas aisladas de lugares con 

mayor contaminación de arsénico, capaces de oxidar el arsenito en un mayor 

porcentaje (90-100%). Battaglia-Brunet y col. (2002) caracterizaron la oxidación 

de arsenito mediada por una comunidad aislada desde un ambiente altamente 

contaminado con arsénico. Determinaron que la tasa de oxidación de arsénico 

en presencia de 100 mg·l-1 de arsenito, fue de 12 mg·l-1·h-1 a las 45 h de 

operación del reactor continuo en que se ensayó a la comunidad bacteriana. 

Valenzuela y col. (2015) determinaron que P. arsenicoxydans, la cepa 

bacteriana utilizada en el presente trabajo, cultivada en presencia de 500 µg·ml-

1 tiene una velocidad de oxidación de arsenito de 12,86 µg·ml-1·h-1 en estado 

sésil oxidando el 100% del arsenito en 36 h, y en estado planctónico tiene una 
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velocidad de oxidación de arsenito de 10,07 µg·ml-1·h-1 oxidando el 100% del 

arsenito en 48 h. 

En el presente estudio, P. arsenicoxydans tuvo una mayor k en presencia 

de As(V) que en presencia de As(III). En estado planctónico, estas velocidades 

de crecimiento fueron 0,027 ±0,002 Log10UFC∙ml-1∙h-1 en presencia de As(III) y 

0,033 ±0,001 Log10UFC∙ml-1∙h-1 en presencia de As(V), y en estado sésil, fueron 

0,048 ±0,001 Log10UFC∙ml-1∙h-1 en presencia de As(III) y 0,073 ±0,003  

Log10UFC∙ml-1∙h-1 en presencia de As(V). Al contrastar, los resultados obtenidos 

con el estudio realizado por Biswas y col. (2019), vemos que coinciden en el 

hecho de que en presencia de arsenito el crecimiento es mayor que en 

presencia de arseniato. En el estudio realizado por León y col. (2017) P. 

marginalis EM-6 fue cultivada en estado sésil. Al comparar los resultados 

obtenidos, es posible apreciar que P. arsenicoxydans presenta una velocidad 

de crecimiento menor en presencia de ambas especies inorgánicas de arsénico. 

Aunque P. arsenicoxydans tiene una menor k, logra remover el arsénico 

presente en el medio 12 horas antes que P. marginalis. Este hecho tiene 

ventajas en la aplicación biotecnológica de P. arsenicoxydans, pues no obstante 

de tener una menor tasa de crecimiento, el uso de recursos utilizados en un 

futuro proceso industrial sería menor al necesario para implementar un sistema 

con la cepa P. marginalis EM-6, disminuyendo así los costos de operación 

totales. 
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Por otro lado las velocidades de remoción de arsénico obtenidas por P. 

arsenicoxydans fueron de 0,032 ±0,03 mg·l-1∙h-1 en presencia de As(III) y  0,034 

±0,002 mg·l-1∙h-1 en presencia de As(V) en estado planctónico, y 0,046 ±0,003 

mg·l-1∙h-1 en presencia de As(III) y  0,038 ±0,002 mg·l-1∙h-1 en presencia de 

As(V) en estado sésil. Alcanzando en ambos estados de crecimiento, el 100% 

de remoción de arsénico a las 60 h de incubación. De los estudios citados 

anteriormente, sólo P. marginalis y una cepa aislada por León y col. (2018) 

mostraron una remoción de arsénico del 100% al igual que P. arsenicoxydans. 

Cabe destacar, que en el estudio realizado por Valenzuela y col. (2015) P. 

arsenicoxydans logró oxidar el 100% del arsénico presente en el medio de 

cultivo (fase acuosa) a las 36 h obteniendo además una velocidad de remoción 

de arsénico mayor. Si se analizan en conjunto los resultados obtenidos en este 

estudio, en el estudio de Valenzuela y col. (2015) y en el estudio de León y col. 

(2017) es posible explicar esta disminución de la velocidad de remoción de 

arsénico debido a que en el presente estudio P. arsenicoxydans fue cultivada 

en las mismas condiciones utilizadas por Valenzuela y col. (2015), pero el 

medio se adaptó para la MICP. Es decir, la oxidación/co-precipitación de calcita 

y arsénico podrían representar un proceso que disminuye la velocidad de 

crecimiento de la bacteria. Sin embargo, el proceso de co-precipitación que 

ocurre durante el crecimiento en un medio modificado para la MICP, es 

ventajoso puesto que permite remover el 100% del arsénico de la fase acuosa 

del medio de cultivo a través de la co-precipitación con la calcita, a diferencia de 
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la sola oxidación de arsenito, que si bien reduce la toxicidad, dado que 

arseniato es menos tóxico que arsenito, no permite la remoción del arsénico de 

la fase acuosa medio de cultivo. 

La Precipitación de Calcita Inducida Microbiológicamente (MICP) es un 

proceso en el cual las células bacterianas, a través de la ureolisis y en 

presencia de calcio en el medio circundante, aumentan el pH extracelular 

provocando la precipitación de carbonato de calcio (calcita). La calcita 

producida a través de MICP puede biomineralizar metales y metaloides 

presentes en el medio extracelular. Es por esto, que este proceso ha sido 

ampliamente estudiado con el fin de encontrar soluciones biotecnológicas para 

secuestrar metales y metaloides desde afluentes. La calcita es capaz de 

biomineralizar cobre, cadmio, zinc, plomo, estroncio y arsénico (Achal y col. 

2011, 2012a, 2012b, 2013; Li y col., 2013b; Kang y col. 2014; Kumari y col., 

2014b; Kang y col. 2015)  

El metabolismo ureolítico de P. arsenicoxydans permite que al existir 

urea y calcio en el medio de cultivo, se generen cristales de calcita en el medio 

circundante a la célula bacteriana. Este proceso microbiológico se denomina 

precipitación de calcita inducida microbiológicamente (MICP). Estos cristales 

biomineralizan el arsénico co-precipitandolo en su estructura y adsorbiéndolo en 

su superficie. P. arsenicoxydans es una bacteria capaz de oxidar el arsenito 

hasta arseniato. Se ha demostrado que en presencia de arsenito y arseniato, la 

calcita adsorbe en mayor medida el arseniato (Yokoyama y col. 2012; Renard y 
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col., 2015). Como se observó, la velocidad de crecimiento (k) de P. 

arsenicoxydans no varió al ser cultivada en estado sésil y en ausencia de 

arsénico, y la biomasa máxima alcanzada (Ym) aumento 1,1 veces. Al crecer en 

estado sésil se espera un aumento de biomasa máxima alcanzada debido a que 

la bacteria crece como biopelícula, por lo que debería existir una densidad 

poblacional mayor (Costerton y col, 1995; Marshall KC, 2013). En las cinéticas 

de crecimiento de P. arsenicoxydans, este hecho se ve reflejado. En estado 

planctónico y en presencia de arsénico, las k en orden creciente fueron As(III), 

As(III)-As(V) y As(V), y en estado sésil y en presencia de arsénico las k en 

orden creciente fueron As(III), As(III)-As(V) y As(V). Cómo se aprecia, en ambos 

ensayos el orden se mantuvo. La mayor k se obtuvo al cultivar a P. 

arsenicoxydans en presencia de As(V), dónde en el ensayo en estado sésil la 

velocidad aumentó 2,2 veces en comparación con la k obtenida en estado 

planctónico. Luego, en presencia de la mezcla As(III)-As(V), en el ensayo en 

estado sésil la velocidad aumentó 1,2 veces en comparación con la k obtenida 

en estado planctónico. Finalmente en presencia de As(III) en el ensayo en 

estado sésil la velocidad aumentó 1,8 veces en comparación con la k obtenida 

en estado planctónico. Estos resultados se deben analizar tomando en cuenta 

que la calcita posee mayor afinidad con el arseniato que con el arsenito (Renard 

y col., 2015; Yokoyama y col., 2012), que el arsenito es un catión de mayor 

toxicidad que arseniato (Saluja y col., 2011) y  que el crecimiento en estado 

sésil (biopelícula) aumenta la densidad celular presente en el medio en las 
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mismas condiciones de cultivo (Costerton y col, 1995; Marshall, 2013). P. 

arsenicoxydans es una bacteria resistente a arsenito y a arseniato, cuya 

principal estrategia de resistencia a arsénico se basa en la oxidación de 

arsenito hasta arseniato en el periplasma para evitar su absorción gracias a la 

presencia del operon aioBA que codifica una arsenito oxidasa (Valenzuela y 

col., 2015). En este contexto, en los ensayos realizados, el metabolismo de 

oxidación ocurre en paralelo a la formación de cristales de calcita (vía ureolisis) 

en el medio circundante a las células bacterianas. Como la calcita tiene alta 

afinidad con arseniato en la biomineralización, es posible que en el ensayo 

realizado en presencia de As(V), la absorción de este catión de arsénico se 

produzca desde el inicio de la producción de los cristales de calcita y del 

crecimiento bacteriano. Por otro lado, al ser menor la afinidad de la calcita con 

arsenito, en el ensayo en presencia de As(III) la biomineralización no se 

produce de manera instantánea, manteniéndose altas concentraciones de 

arsenito en el medio durante un tiempo prolongado, lo que afectaría el 

crecimiento bacteriano debido a su toxicidad y a que P. arsenicoxydans al estar 

frente a la presión selectiva que significa la presencia de arsenito, debe activar 

el metabolismo de oxidación codificado en los genes aio. La activación de esta 

vía metabólica durante el crecimiento representa un gasto energético para la 

célula que se ve reflejado en una velocidad de crecimiento menor en 

comparación a los ensayos en presencia de As(V) y en una concentración 

mínima inhibitoria de arsenito menor a la de arseniato (Simeonova y col., 2004; 
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Madsen, 2005; Cai y col., 2009; Sarkar y col., 2013; Das y col., 2014; Corsini y 

col., 2015; Melody y Jhonston, 2015; Dey y col., 2016; Zeng y col., 2016; 

Overmann y col., 2017).  

En los sistemas ensayados (As(III), As(V) y As(III)-As(V)) la remoción de 

arsénico fue del 100% a las 60 horas de cultivo tanto en estado planctónico 

como en estado sésil. Es importante considerar que el límite de detección de la 

técnica utilizada para detectar el arsénico es de 0,5 µg·l-1 por lo que existe la 

posibilidad de que aún exista una concentración de arsénico inorgánico igual o 

inferior a  0,5 µg·l-1 a las 60 h. Pese a esto, cabe resaltar que esta 

concentración (0,5 µg·l-1) es 20 veces menor que la concentración máxima de 

arsénico en el agua potable (10 µg·l-1) recomendada por la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) y permitida por la Norma Chilena de Calidad de 

Agua (INN, 2005; WHO, 2011). 

El hecho de que la velocidad de remoción de arsénico en presencia de 

As(V) sea mayor a la alcanzada en presencia de As(III), al comparar 

velocidades máximas de remoción de arsénico (C) producto de la 

oxidación/Biomineralización de arsénico mediada por P. arsenicoxydans 

cultivada en estado planctónico, es una evidencia más de que en presencia de 

arseniato la biomineralización podría estar ocurriendo en un punto temporal 

previo que en presencia de arsenito, o bien, que en presencia de arsenito la 

biomineralización ocurre de manera retardada debido a que para remover el 

arsénico mediante este proceso, As(III) primero debe ser oxidado hasta As(V). 
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Por otro lado, al analizar las velocidades máximas de remoción de 

arsénico (C) producto de la oxidación/biomineralización de arsénico mediada 

por P. arsenicoxydans cultivada en estado sésil, se demuestra que la 

biomineralización de arsénico no ocurre de la misma manera que en estado 

planctónico, siendo mayor la velocidad de remoción en presencia de As(III). Es 

posible apreciar que en estado sésil la concentración relativa aumenta 1,1 

veces en presencia de As(V), 1,4 veces en presencia de As(III)-As(V) y 1,5 en 

presencia de As(III), con respecto a las concentraciones relativas de los cultivos 

crecidos en estado planctónico.  

Se ha descrito que la formación de biopelículas bacterianas se relaciona 

a la resistencia a metales pesados (Harrison y col., 2005; Teitzel y Parsek, 

2003), dónde el exopolisacárido (EPS), excretado por las células bacterianas 

para la formación de la biopelícula, tiene una función protectora frente a iones 

metálicos, ya que puede unirlos y retardar su difusión al interior de la biopelícula 

(Teitzel y Parsek, 2003). La combinación de cargas positivas y negativas en la 

matriz de EPS restringe la difusión de los iones metálicos debido a que el 

número de sitios de unión electrostáticos disponibles para la biosorción de 

metales es 20 a 30 veces mayor en los polímeros extracelulares que en las 

células planctónicas (Liu  y Fang, 2002). Esta biosorción de metales tóxicos 

provoca su secuestro en la matriz extracelular y, por lo tanto, puede disminuir 

su biodisponibilidad, retrasar su difusión y, en consecuencia, reducir la 

exposición celular y aumentar la resistencia bacteriana (Harrison y col., 2005; 
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Grumbein y col., 2015). Diversos estudios han demostrado que, en algunas 

cepas bacterianas, la formación de biopelícula bacteriana aumenta la biomasa 

bacteriana debido a la función protectora del EPS frente al arsénico (Battaglia-

Brunet y col, 2002; Marchal y col. 2010, 2011; Rastelli y col., 2015; Koechler y 

col., 2017; Das y Sarkar, 2018; Ramírez-Aldaba y col., 2018; Roychowdhury y 

col., 2018; Biswas y col., 2019). Los mecanismos químicos de toxicidad de 

metales pesados y metaloides afectan de manera distinta a cultivos en estado 

planctónico y sésil, debido a que las biopelículas alteran su fisiología para 

proteger los blancos celulares sensibles a metales y metaloides tóxicos 

(Harrison y col., 2005). Las características de las biopelículas que les confieren 

resistencia y tolerancia a metales son: la heterogeneidad metabólica debido a la 

estructuración heterogénea de la población bacteriana en la biopelícula; los 

eventos de señalización extracelular que afectan la fisiología de la biopelícula 

(cómo la regulación de la producción de EPS que facilita la biosorción de 

metales); la inmovilización de metales y metaloides mediante biosorción; las 

reacciones bioinorgánicas de iones metálicos con los metabolismos producidos 

por la biopelícula (que provocan la precipitación de complejos bioinorgánicos 

metalicos); las respuestas de aclimatación a iones metálicos; la producción de 

células dormantes (que es entre 100 y 1000 veces mayor en biopelículas que 

en estado planctónico, representan entre el 0,1 y el 10% de la población total de 

una biopelícula bacteriana, y media la tolerancia dependiente del tiempo a 
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cationes y oxianiones metálicos); y los rearreglos genéticos, mutaciones y 

variaciones fenotípicas (Harrison y col., 2005).  

Por otro, lado el hecho de que el aumento en la C/C0 sea menor en 

presencia de arseniato que en presencia de arsenito, puede estar relacionado 

con el crecimiento bacteriano en forma de biopelícula y con la cinética de 

formación de cristales de calcita. Al crecer como biopelícula, en primera 

instancia hay un aumento en la densidad poblacional bacteriana 

metabólicamente activa, y además el EPS genera un efecto protector frente al 

arsénico. En presencia de arseniato, estas dos características podrían no tener 

relación, ya que la remoción de este catión estaría dada principalmente por la 

formación de calcita. En presencia de arsenito, por otro lado, la protección que 

otorga el EPS podría permitir que la toxicidad del As(III) no tenga un efecto tan 

significativo en el crecimiento celular, como en el cultivo en estado planctónico, 

ya que retardaría el contacto celular con este catión, permitiendo aumentar la 

biomasa disponible y  metabólicamente activa para oxidar el arsenito. Lo que 

podría estar ocurriendo es que desde el inicio del crecimiento bacteriano se 

están formando cristales de calcita, pero no la biomineralización del arsénico, 

puesto que sólo hay arsenito disuelto en el medio. Cuando la biomasa 

comienza a aumentar formando la biopelícula, en la fase exponencial, se activa 

el metabolismo arsenito-oxidante comenzando una conversión constante a 

arseniato. Como la formación de cristales de calcita depende del metabolismo 

ureolítico, que está activo desde el inicio del cultivo, cuando comienza a 
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producirse el As(V), la cantidad de calcita disponible para biomineralizarlo es 

suficiente para lograr una velocidad de remoción a una alta tasa. En cambio, en 

el ensayo en presencia de arseniato, la biomineralización, es decir, la remoción 

de arsénico de la fase acuosa del medio de cultivo, ocurre de forma paralela a 

la formación de cristales, resultando en una velocidad de remoción constante, 

pero menor. 

La oxidación heterotrófica de As (III) es considerado como un mecanismo 

de detoxificación que convierte el As (III) que se encuentra en la membrana 

externa de la célula (periplasma) en la forma menos tóxica, As (V), sin obtener 

energía de la reacción exergónica. La oxidación quimiolitotrófica es un 

mecanismo dónde los microorganismos usan la energía obtenida de la 

oxidación del arsenito para el crecimiento celular, utilizando el arsenito como 

donador de electrones, el oxígeno como aceptor de electrones y CO2 como 

fuente de carbono (Santini y col. 2000; Battaglia-Brunet y col., 2002). Zeng y 

col. (2018) aislaron cinco bacterias arsenito-oxidantes (Arsenite-Oxidizing 

Bacteria, AOB) formadoras de biopelícula, desde suelos contaminados con 

arsénico en China, y probaron su capacidad de formar biopelícula en presencia 

de arsenito. Determinaron que el As(III) inhibe la formación de biopelícula de las 

cepas AOB heterótrofas, pero promueve la formación de biopelícula de las 

cepas AOB quimiolitotrófas. Este es el primer reporte sobre la correlación entre 

el arsénico presente en el ambiente, la formación de biopelículas bacterianas y 

la actividad bacteriana arsenito-oxidante. P. arsenicoxydans es una cepa 
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bacteriana AOB heterótrofa (Campos y col., 2010; Valenzuela y col., 2015). Los 

resultados del presente trabajo demuestran que en ausencia de arsénico y en 

presencia de arsenito, P. arsenicoxydans es capaz de formar biopelícula (Figura 

15). Además, la velocidad de crecimiento (k) y la biomasa máxima alcanzada 

(Ym) son, respectivamente, 1,3 veces mayor (p<0,0001) y significativamente 

mayor (p=0,0001), en presencia de arsenito que las k e Ym del control en 

ausencia de arsénico. Esto quiere decir que cultivar la cepa bacteriana AOB 

heterótrofa, P. arsenicoxydans, en presencia de As(III) promueve la formación 

de biopelícula, resultado que contrasta con el estudio realizado por Zeng y col. 

(2018). Por otro lado, es interesante destacar que al comparar el crecimiento en 

presencia de As(III) en estado planctónico con el crecimiento en presencia de 

As(III) en estado sésil, la k y la Ym aumentan 1,8 y 1,1 veces respectivamente, 

durante el crecimiento como biopelícula. 

Se ha demostrado que existen diferencias en el estado de oxidación del 

arsénico adsorbido o co-precipitado a los cristales de calcita (Yokoyama y col., 

2012; Renard y col., 2015; Catelani y col., 2018). La calcita microbiológicamente 

producida puede adsorber o co-precipitar tanto As(III) como As(V), a diferencia 

de la calcita producida abióticamente, que principalmente  adsorbe o co-

precipita con As(V). Se postula que la presencia de As(III) en la calcita 

producida por bacterias se debe a la reducción bacteriana de arsénico (Bardelli 

y col., 2011; Catelani y col., 2018). Catelani y col. (2018), evidenciaron que la 

naturaleza del medio de cultivo (líquido o sólido) influencia fuertemente la 
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mineralogía del carbonato precipitado. En cultivos bacterianos líquidos, se 

produce la precipitación tanto de vaterita como calcita, y en cultivos sólidos, 

sólo de calcita polimórfica. Además, la calcita producida por bacterias en 

cultivos líquidos sólo exhibió As(V) adherido y en cultivos sólidos (agar) de 

algunas cepas, se observa tanto As(V) como As(III) en la estructura de los 

cristales en una razón de uno es a cuatro y dos es a uno, respectivamente. Si 

fuese posible hacer análisis mediantes XAS-XRF a los cristales de calcita 

producidos por P. arsenicoxydans, probablemente se encuentren ambas 

especies inorgánicas de arsénico, puesto que la bacteria es cultivada en estado 

sésil, es decir como biopelícula, al igual que el ensayo en agar de Catelani y 

col. (2018).  Cabe mencionar que estos investigadores determinaron que la 

captación de arsénico inorgánico en la calcita fue hasta 2000 veces menor en 

medio sólido que en medio líquido. En contraste, P. arsenicoxydans en 

presencia de As(III), As(V) y As(III)-As(V), cultivada en un medio que permitió la 

MICP, y tanto en estado planctónico como en estado sésil, fue capaz de 

remover el 100% del arsénico presente en la fase acuosa del medio de cultivo 

en 60 horas. Es decir, no hubo diferencias en la co-precipitación de arsénico 

inorgánico con la calcita, entre los cultivos en estado planctónico y sésil. Se 

propone analizar los cristales producidos por P. arsenicoxydans, a través de 

algún método que permita diferenciar el tipo de arsénico unido a los cristales, 

como la espectroscopía de absorción de rayos X (XAS) acoplada a 
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fluorescencia de rayos x (XRF), con el fin de aportar con nueva evidencia a lo 

descrito por Catelani y col., 2018. 

En presencia de arsénico orgánico, los análisis de crecimiento 

demostraron diferencias estadísticamente significativas entre las velocidades de 

crecimiento (k) de los cultivos con ROX, NIT, MSMA y el Control. Por otro lado, 

en presencia de la mezcla ROX-NIT-MSMA, P. arsenicoxydans mostró una 

cinética, cuya velocidad de muerte fue de -0,026 ±0,002 Log10UFC∙ml-1∙h-1. 

Además se determinó que con respecto a la biomasa máxima alcanzada (Ym) 

hubo diferencias significativas entre Control vs. NIT (p< 0,0001), Control vs. 

MSMA (p= 0,0007) y NIT vs. MSMA (p= 0,0043). Además, el Control, ROX, NIT 

y MSMA mostraron diferencias significativas respecto del ensayo frente a la 

mezcla de organoarsenicales (p<0,05), resultado esperado considerando que 

en presencia de ROX-NIT-MSMA P. arsenicoxydans presentó una cinética de 

muerte, cuya Ym fue de 2,957 ± 0,134 Log10UFC∙ml-1. La importancia de estos 

ensayos para el presente trabajo, radicó en determinar si P. arsenicoxydans era 

capaz de crecer en presencia de estos compuestos organoarsenicales, puesto 

que en el sistema de tratamiento que se utilizaría posteriormente, el reactor de 

esta cepa bacteriana, sería alimentado con el efluente del reactor dónde el 

consorcio bacteriano crecería en presencia de una mezcla de ROX-NIT-MSMA 

con el fin de transformar estos compuestos en arsénico inorgánico. Sin 

embargo, era posible que aún después del proceso, cierta concentración 

remanente de ROX, NIT y MSMA permaneciera en el efluente sin ser 
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transformada, dependiendo del porcentaje de transformación de compuestos 

organoarsenicales que alcanzara el consorcio. Como se evidenció, P. 

arsenicoxydans es capaz de crecer en presencia de ROX, NIT y MSMA por 

separado, pero en presencia de una mezcla de estos compuestos, la biomasa 

disminuye generándose una cinética de muerte. Es importante considerar, que 

en este ensayo de caracterización, la concentración inicial utilizada de cada 

compuesto (0,5 mM, concentración final de cada compuesto), fue la misma que 

se utilizó posteriormente en el reactor del consorcio bacteriano, por lo que 

corresponde a la máxima concentración posible que podría tener el efluente, en 

caso de que el consorcio presentara un porcentaje nulo de remoción de los 

organoarsenicales. 

Se realizó un ensayo antes de la implementación del sistema de 

tratamiento, para determinar si posteriormente en el sistema de tratamiento, 

sería necesario diluir el efluente del primer reactor antes de alimentar el 

segundo reactor. Para ello se cultivó P. arsenicoxydans en medio de cultivo 

Battaglia-Brunet modificado para MICP suplementado con el efluente final (EC) 

de un sistema discontinuo del consorcio bacteriano crecido en presencia de 

ROX-NIT-MSMA en concentraciones volumétricas crecientes (0-100% v/v). 

Cuatro de las concentraciones ensayadas mostraron un mayor aumento de 

biomasa que la concentración 0% v/v de EC. En orden creciente estas 

concentraciones fueron 50, 70, 12 y 6% v/v (Figura 17). El análisis estadístico 

mediante la prueba de t de Student arrojó diferencias significativas respecto al 
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control para las concentraciones 6% v/v (p=0,0023), 12% v/v (p=0,0053) y 70% 

v/v (p=0,0152). No hubo diferencias significativas entre la concentración 50 y 

0% v/v (p=0,3598). El escalamiento de cultivos bacterianos a cultivos de mayor 

volumen,  muchas veces presenta inconvenientes de reproducibilidad 

(Neubauer y Junne, 2010), por lo tanto, se decidió utilizar la concentración 12% 

v/v de EC como condición a implementar en el reactor semi-continuo de P. 

arsenicoxydans. La concentración de EC, en que se obtuvo mayor crecimiento 

fue 70% v/v, sin embargo no fue escogida para la implementación del reactor, 

pues la drástica disminución de nutrientes al 30% v/v del medio Battaglia-

Brunet, podría afectar negativamente el crecimiento de la biomasa.  

 

23. Sistema de tratamiento aeróbico secuencial 

El sistema de tratamiento aeróbico secuencial fue un sistema de dos 

etapas. La primera etapa consistió en un biorreactor discontinuo (R1) que fue 

alimentado con un afluente artificial suplementado con una mezcla de ROX-NIT-

MSMA (0,5 mM concentración final de cada compuesto). En este biorreactor la 

biomasa bacteriana correspondió al consorcio bacteriano caracterizado 

previamente, y el tiempo total de operación fue de 144 horas. El efluente final 

de este biorreactor (E1) fue filtrado (0,22 µm) y luego fue incorporado al 

afluente de la segunda etapa del sistema de tratamiento. Esta segunda etapa 

consistió en un reactor semi-continuo (R2), cuyo afluente fue el medio de cultivo 
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Battaglia-Brunet modificado para MICP suplementado con el EC a una 

concentración 12% v/v. En este biorreactor la biomasa bacteriana correspondió 

a un monocultivo de Pseudomonas arsenicoxydans caracterizada previamente. 

El tiempo total de operación de este reactor fue de 408 horas, sin embargo, 

durante las primeras 288 horas el reactor fue alimentado con medio Battaglia-

Brunet modificado para MICP, sin adicionar el EC (recambio de medio cada 48 

horas), por lo tanto las últimas 120 horas de funcionamiento de este reactor, 

fueron objeto de estudio principal respecto a la performance de remoción de 

arsénico.  

En R1 el porcentaje de compuestos organoarsenicales transformados a 

arsénico inorgánico fue de 96,70% a las 144 horas. La velocidad máxima de 

aparición de arsénico inorgánico (C) producto de la degradación de los 

compuestos organoarsenicales mediada por el consorcio bacteriano fue 0,033 ± 

0,001 mg·l-1∙h-1. La concentración máxima de arsénico alcanzada (Cm) fue de 

3352 ± 32,46 mg·l-1. La concentración relativa (C/C0) fue 0,007 ± 0,000 h-1. 

En R2 la velocidad de remoción de arsénico (C) producto de la  oxidación 

de arsenito y biomineralización de arsénico-calcita mediada por P. 

arsenicoxydans, fue de 0,033 ± 8,750 e-007 mg·l-1·h-1. La concentración 

máxima alcanzada (Cm) fue -0,031 ± 0,031 mg·l-1. El porcentaje de remoción de 

arsénico fue de un 100% a partir de las 360 h  de incubación (72 horas desde la 

incorporación del afluente suplementado con EC 12% v/v). Es importante 

recalcar que el límite de detección de la técnica es de 0,5 µg·l-1 por lo que se 
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debe considerar la posibilidad de que aún exista una concentración de arsénico 

inorgánico igual o inferior a  0,5 µg·l-1 a partir de las 360 horas. No obstante, 

esta concentración es 20 veces menor que la concentración máxima de 

arsénico en el agua potable (10 µg·l-1) recomendada por la Organización 

Mundial de la Salud (OMS) y permitida por la Norma Chilena de Calidad de 

Agua (INN, 2005; WHO, 2011). 

En el ensayo de viabilidad celular realizado con células HUVEC para 

medir la toxicidad de los afluentes y el efluente final del sistema de tratamiento, 

se determinó que en el afluente inicial (A1) la viabilidad celular fue de 99,1 ± 

0,49%, en el afluente de R2 fue de 33,3 ± 2,03% y en el efluente final E2 fue de 

99,3 ± 0,51%. Existen diferencias estadísticamente significativas entre A1 y A2, 

y entre A2 y E2 (p< 0,0001), pero no entre A1 y E2 (p=0,6640). 

Zhu y col. (2018) diseñaron un sistema de tratamiento de aguas 

residuales basado en biochar y perifiton (Biochar and Periphyton-Based system, 

BPS), compuesto por una columna de biochar y un biorreactor de perifiton, para 

disminuir la toxicidad asociada al As(III) presente. El porcentaje de remoción de 

arsenito obtenido fue de ∼90.2–95.4% a una tasa de flujo de 1.0 ml·min-1 

utilizando una concentración inicial de As (III) de 2.0 mg·l-1. En este sistema, 

aproximadamente el 60% del As(III) se trató previamente (adsorbió) en la 

columna de biochar y la remoción del As (III) restante se atribuyó al biorreactor 

de perifito. La calcita en las superficies de biopelículas perifíticas y los grupos 
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OH- y -CO fueron responsables de la eliminación de As(III). Este estudio indica 

la viabilidad del BPS para la eliminación de As (III) en la práctica. 

Otros bioprecesos para la remoción de arsénico en aguas residuales han 

sido estudiados (Battaglia-Brunet y col., 2006; Dastidar y Wang, 2009; Michon y 

col., 2010; Ahsan y col., 2012; Prabha y Natarajan, 2012; Srivastava y col. 

2012; Majumder y col., 2013;  Prieto y col., 2013). Las eficiencias de remoción 

de estos procesos van del 1,5% al 98,8% de eficiencia de remoción de 

arsénico. Sin embargo, estos procesos fueron hechos a escala de laboratorio y 

con un afluente controlado, a diferencia de la etapa R2 del sistema de 

tratamiento, que fue alimentado con un efluente proveniente de otro biorreactor. 

El presente trabajo, es el primer reporte de un sistema de tratamiento biológico 

con una eficiencia de remoción de arsénico del medio de cultivo líquido del 

100%. 
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VI. CONCLUSIONES 

 
∙ El consorcio bacteriano, aislado desde suelo agrícola, es capaz de crecer 

en presencia de metanoarsenato monosódico (MSMA) y en presencia de 

una mezcla de roxarsona (ROX), nitarsona (NIT) y metanoarsenato 

monosódico (MSMA). 

∙ Pseudomonas arsenicoxydans es capaz de crecer en presencia de ROX, 

NIT, MSMA y en presencia de arsénico inorgánico. 

∙ P. arsenicoxydans es capaz co-precipitar calcita y arsénico inorgánico, 

mediante el proceso de Precipitación de Calcita Inducida 

Microbiológicamente (MICP). 

∙ El sistema de tratamiento aeróbico secuencial es capaz de remover el 

100% del arsénico presente en el afluente del biorreactor semi-continuo. 

∙ El sistema de tratamiento aeróbico secuencial permite abatir la toxicidad 

del arsénico presente en un afluente artificial contaminado con 

compuestos organoarsenicales de uso agrícola. 

 

 

 

 

 

 



149 
 

VII. PROYECCIONES 

 
∙ Detectar metabolitos y productos arsenicales orgánicos e inorgánicos 

producidos durante la transformación de MSMA y la mezcla ROX-NIT-

MSMA mediada por el consorcio bacteriano y así contribuir a la 

clarificación de rutas metabólicas de compuestos organoarsenicales. 

∙ Estudiar la presencia de genes involucrados en el metabolismo del 

arsénico en los miembros del consorcio bacteriano para elaborar un 

mapeo de la sinergia metabólica entre los miembros del consorcio 

bacteriano. 

∙ Determinar la cinética de formación de los cristales de calcita en el 

tiempo y el la tasa de adsorción de As(III) y As(V). 

∙ Escalar el sistema de tratamiento aeróbico secuencial. 
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