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ABREVIATURAS

pH: Potencial de hidrogeniones
TM: Tonelada métrica

°C: Grados Celsius

OD: Densidad Optica

pm: Micrémetros

nm: Nanémetros

pL: Microlitros mL: Mililitros L: Litros
Mg: Microgramos

g: Gramos

mg/L: Miligramos por litro

g/L: Gramos por litro

9K: medio 9K

COz: Dioxido de carbono



RESUMEN

El trabajo de investigacion tiene por objetivo principal determinar el efecto de la
temperatura en la bioacumulacion de plomo mediante un consorcio bacteriano
(Acidithiobacillus sp) aislado del mismo relave minero. La muestra fue obtenida
de compafiia minera Denwood Holdings Pera Metal S.A.C ubicado en el
departamento de Ancash, para luego realizar los ensayos de bioacumulacion.

Se aisl6 el consorcio bacteriano presente en el relave minero, enriquecido en un
medio cultivo liquido 9K a un pH 2.1. Luego se realizaron ensayos
microbiolégicos mediante la tincion Gram y la adaptacion del consorcio
bacteriano en el medio 9K a diferentes temperaturas y con presencia del mineral
de estudio. Posteriormente, se realizd el ensayo de bioacumulacién, donde el
consorcio bacteriano fue tratado a diferentes temperaturas 30 °C, 40 °C vy
temperatura ambiente (21 °C), con un pH 2.1, agitacion a 150 rpm, para la
bioacumulacion de plomo por el consorcio bacteriano. Los resultados mostraron que
el consorcio bacteriano a una temperatura de 30 °C fue el mas 6ptimo en el
proceso de bioacumulacion, en comparacion del consorcio trabajado a
temperatura ambiente (21 °C) y 40 °C durante 30 dias de evaluacion. Finalmente
se caracteriz6 molecularmente mediante extraccion de ADN, amplificacion del
gen ARNr 16S, obteniendo tres diferentes especies de bacterias:
Acidithiobacillus thiooxidans, Acidithiobacillus caldus y Acidithiobacillus

albertensis.

PALABRAS CLAVE: Bioacumulacion, metales pesados, plomo, temperatura,

microbiologia.



ABSTRACT

The main objective of the research work is to determine the effect of temperature
on the bioaccumulation of lead by means of a bacterial consortium
(Acidithiobacillus sp) isolated from the same mining tailings.

Subsequently, the bioaccumulation test was carried out, where the bacterial
consortium was treated at different temperatures 30 °C, 40 °C and room
temperature (21 °C), with a pH 2.1, stirring at 150 rpm, for the bioaccumulation
of lead by the bacterial consortium. The results showed that the bacterial
consortium at a temperature of 30 °C was the most optimal in the bioaccumulation
process, compared to the consortium worked at room temperature (21 °C) and
40 °C during 30 days of evaluation. Finally, it was molecularly characterized by
DNA extraction, amplification of the 16S rRNA gene, obtaining three different
species of bacteria: Acidithiobacillus thiooxidans, Acidithiobacillus caldus and

Acidithiobacillus albertensis.

KEY WORDS: Bioaccumulation, heavy metals, lead, temperature, microbiology.



1. INTRODUCCION

La actividad minera en el Peru, es importante para la promocién de fuentes de empleo y
para la economia del pais, transformandose en una de las primeras fuentes de ingresos.
El desarrollo de esta actividad esta ocasionando el deterioro del litoral, a causa del vertido
de relaves mineros (Johnson et al., 2001). La explotacion de metales pesados a pequeria,
mediana y gran escala cuentan con yacimientos de relaves que aglomera residuos
solidos gruesos y/o finos que se desechan de las maniobras de separacién y adquisicion
de los valores metalicos de uso (Espin et al., 2017). El Pera tiene un rol muy importante
en sector minero debido a su potencial geoldgico, siendo asi el sector minero una de las
fuentes econdmicas mas fundamentales; sin embargo, el desarrollo de extraccion de
metales pesados sigue siendo tradicionales, la mayoria de las minerias utilizan la
lixiviacion convencional (quimica) para la obtencion parcial de metales y de su tratamiento

(Lannacone et al., 2001).

Los residuos del proceso metalirgico deben de ser reservados, mediante tecnologias
ecoldgicas, sostenibles y viables, a fin de proteger el entorno, la salud y el medio ambiente
de las personas (Reid, 2008). Pero los contenedores de los relaves tienen impactos
ambientales en la fase sélida (los sélidos sedimentados en profundidad) y en fase acuosa

(las aguas de salida del depésito de relaves).

Los relaves mineros son toxicos para las corrientes de agua, por su bajo pH, la solubilidad
de transicién de los minerales Mn, Fe, Zn, Cd y Pb es de mayor cantidad, por ello las
concentraciones de los metales son elevadas (Hallberg, 2010). A través del uso de
microorganismos, conocida como biomineria, la cual se ha desarrollado y expandido muy
rapido, esto se ha transformado en una innovadora alternativa eficiente para recuperar
diferentes metales existentes en los drenajes de minas: plomo, oro, cadmio, etc. (Johnson
et al.,2001).



Los relaves mineros estan compuestos por diferentes metales pesados, encontrandose
en mayor cantidad, Fe, Cu, Mn, Zn, Cr y Pb (Lannacone et al., 2001).Encontrandose en
estos relaves mineros diferentes microorganismos, que usan estos metales de diferentes
maneras para su supervivencia, como la bioacumulacion, siendo un proceso celular que
mediante un sistema de transporte de membrana internaliza el metal presente en el
entorno celular con gasto de energia, a través de un consumo energético de la enzima
H+-ATPasa (Rodriguez et al., 2001).

La mayoria de microorganismos que son utilizados para la bioacumulacion de metales
(calcopirita) son bacterias categorizadas como quimiolitoautotroficos, ante ello dichas
bacterias solo necesitan de compuestos inorganicos para su desarrollo y crecimiento. Ya
sea de la atmosfera (medio ambiente) o del mineral a recuperar, las bacterias
quimiolitoautotroficos obtienen los nutrientes necesarios de manera general (Bosecker,
1997). Se afirman que el sulfato ferroso es la fuente de energia que es sustituido por
minerales que tienen hierro y/o azufre, y el aire como didéxido de carbono son la fuente de

carbono como suministro en los procesos de bioacumulacion. Silver y Lundren (1980)

La bioacumulacion en los microorganismos bacterianos se realiza, a través del transporte
de contaminantes a la célula y la acumulacién de estos metales dentro de la célula,
mediante dos etapas. En la primera, los iones de metales se unen en la superficie celular.
Esta parte del proceso es metabdlicamente pasiva y es idéntica al mecanismo de
biosorcién. Luego, los iones de metales son transportados a la célula. La segunda parte
de este proceso es posible solo cuando las células son metabdlicamente activas. Si se
mantienen las condiciones adecuadas para el crecimiento de organismos en la segunda
etapa, entonces aumenta la cantidad de biomasa (Zabochnicka-Swigtek, M., &
Krzywonos, M. 2014)

La bioacumulacion microbiana se ha convertido en una alternativa ventajosa antes
tecnologias pirometallrgicas convencionales debido a una menor demanda en su
inversion capital junto con los costos de operacion. Determindndose como un proceso que
no altera al medio ambiente, la cual se denomina un proceso mas puro en la que no hay
presencia de SOz, y de facil aplicacion, ante ello puede ser aplicada en diferentes paises

gue busquen alternativas de solucidn amigables con el medio ambiente.



La importancia de los efectos bacterianos en la eliminacion de metales pesados es
respaldada por muchos estudios Fein (2000) sugiere la incorporacion de bacterias en
modelos de interaccibn agua-rocas Yy transporte de contaminantes. Estos
microorganismos responden al estrés por metales pesados por diferentes mecanismos
como: bioacumulacién, la reduccién enzimética y la complicacién. La bioacumulacién
puede ocurrir por biosorcion independiente del metabolismo (pasivo) o por absorcién

intracelular dependiente del metabolismo (activa) (Ledin, 2000).

Se han realizado diversas investigaciones en bioacumulacion de plomo por el mecanismo
de adsorcion, a nivel internacional utilizando bacterias mesdfilas, termofilas moderadas,
termofilas estrictas, hongos y consorcios microbianos obtenidos de relaves mineros
(Xiang et al., 2010). Los relaves mineros tienen una variacion debido a su lugar de
ubicacion, extendiéndose asi su pH, temperatura y concentracion de oxigeno; dichos
rangos varian significativamente en los microorganismos acidofilos (bacterias y/o hongos)
las cuales posen diferentes propiedades fisioldgicas (Hallberg, 2010). Uno de los
parametros mas cruciales en el proceso de recuperacion y bioacumulacién de metales
pesados es el pH, donde regularmente es dominado por el incremento microbiano (Chen
y Lin 2001).

De igual forma, en el pais, no se han hecho investigaciones en bioacumulacion de metales
pesados como el plomo, debido a la escasa informacién emergente dentro del pais, como
alternativa utilizan la biolixiviacién, en la cual las bacterias transportan los metales
pesados, por la accidon microbiana, los minerales de los drenajes de las minerias son
extraidos en fase acuosa, mediante esta técnica se puede recuperar cierto porcentaje del
mineral tratado, mientras que en la bioacumulacién los metales pesados se quedan
dentro de las bacterias, y asi, se logra disminuir la cantidad de metales pesados libres en
el ambiente. Se han encontrado diversos estudios de biolixiviacién sobre la calcopirita
(Delgado y Castillo, 2015) en donde la lixiviacion microbiana se realizé con cepas nativas

evaluando la solubilidad de Zn en base a ZnS (Saavedra, 2009).

Delgado y Castillo (2015) también determinaron el predominio de la temperatura ante el
crecimiento microbiano y la biooxidacion del hierro de la calcopirita por un consorcio
microbiano; trabajando con muestras de escombreras con calcopirita procedentes de los

botaderos de los contenedores de lixiviacion de la empresa minera Southern Peru
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Copper, realizando 4 tratamientos experimentales a 25, 40, 55y 70 °C, determinando
estadisticamente que la temperatura no tuvo influencia en el incremento de biomasa ni

en la biooxidacion del hierro de la calcopirita.

El trabajo de investigacion realizado por Roméan (2017) consiste en buscar
microorganismos aciddéfilos ferrooxidantes en muestras de mineral magnetita de
Toquepala, en concentrado de pirita y agua de mina de Quiruvilca a diferentes
temperaturas (4°C, 14-20°C, 28°C), utilizando técnicas para la adaptacion e identificacion
de bacterias que viven en ambientes similares a las muestras. Entre los 17
microorganismos encontrados, los principales géneros fueron: Acidithiobacillus sp. y la

especie Acidithiobacillus ferrooxidans como también levaduras.

A nivel regional Pérez (2016) tuvo como obijetivo aislar y determinar bacterias del género
Acidithiobacillus y Leptospirillum de relaves mineros, de la mina ubicada en Recuay —
Huaraz, obteniendo una concentracion bacteriana en el tratamiento 1 de 9.33E+06 cel/ml
durante el proceso de enriquecimiento bacteriano en un medio de cultivo con pH 1.6,
propio de microorganismos quimiolitotréfos presentes en el medio, en condiciones:
agitaciéon (150 rpm), temperatura (40°C) en presencia de oxigeno. En el microscopio se

mostraron bacterias con morfologia bacilar caracteristicos de bacterias quimiolitotrofos

Dentro del &mbito provincial y local no se registran estudios sobre bioacumulacién debido
a la falta de promocion en la utilizacion de tecnologias nuevas con el uso de

microorganismos.

Por esta razon, se ejecutara el trabajo de investigacion respondiendo a la pregunta:
¢, Cual sera el efecto de la temperatura en el proceso de bioacumulacién de plomo
mediante un consorcio bacteriano (Acidithiobacillus sp) aislado a partir de relave minero

de la empresa minera Denwood Holdings Peru Metals S. A. C?



1.1.

HIPOTESIS

El consorcio bacteriano aislado de relaves mineros; de la empresa minera Denwood

Holdings Peru Metals S. A. C. del departamento de Ancash, incubado a pH 2.1 y a

diferentes temperaturas: ambiente, 30 °C y 40 °C, en el proceso de bioacumulacion a una

temperatura de 30 °C se producira una mayor bioacumulacion de plomo.

1.2.

1.2.1.

OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar el efecto de la temperatura en el proceso de bioacumulacién de plomo mediante

un consorcio bacteriano (Acidithiobacillus sp) aislado a partir de relave minero.

1.2.2.

Objetivos especificos

e Aislary seleccionar el consorcio bacteriano para el proceso de bioacumulacion
de plomo.

e Monitorear y evaluar y evalud el desarrollo del consorcio bacteriano mediante
pruebas microbioldgicas.

e Secuenciar ARNr 16S como técnica para identificar las especies del consorcio
bacteriano.

e Cuantificar la bioacumulacion de plomo y la efectividad del consorcio
bacteriano bioquimicamente en diferentes matraces agitados a temperatura
ambiente, 30° C y 40° C.

e Determinar la temperatura Optima en la bioacumulacion de plomo mediante un

consorcio bacteriano.



2. MARCO TEORICO

2.1. CARACTERISTICAS, ALMACENAMIENTO, PRODUCTIVIDAD, Y
UTILIDADES DEL PLOMO

2.1.1. Caracteristicas fisicas del plomo

El plomo es un mineral con densidad mayor que el agua y con una gravedad especifica
de 11.4 a 16 °C), insipido, grisaceo, de aspecto brillante; al exponerse al aire se oxida,
tornandose de color mate. Muy flexible y resistente a la corrosién, con pocas propiedades
eléctricas, por estas razones, es muy utilizado en la metalurgia y la electricidad. Con
numero atomico 82, masa atomica 207.19 g mol-1, densidad 11.4 g ml-1, se funde a 327
°C y calienta a 1725 °C. Su fuente de extraccion es de las galenas (sulfuro de plomo)
elemento de mayor cantidad presente en el medio ambiente vinculado a diversos

minerales de Zn y en otros minerales como el cobre, cadmio y hierro (MMARP, 2006).

2.1.2. Caracteristicas quimicas del plomo

e Cuando el plomo se oxida, se convierte en oxido de plomo (Pb,0), restandole el
brillo metalico y a la vez cubriéndole de la corrosion.

e Al fundirse se forma PbO, llamado Massicot.

e Elagua puratiene menor efecto, pues no lo ataca, pero al tener bajas proporciones
de anhidrido carbdnico y oxigeno libre, hay siempre una reaccion, este proceso es

constante.

Pb +2H,0 + O,— H,0; + Pb (OH),
Pb (OH),+ 2 CO, — 2 H,0 + 2 PbCOs. Pb (OH),

e En presencia de agua de lluviay CO2 del aire, el plomo obtiene una capa de
carbonato hidratado, esta sal se diluye en el agua resultando toxicas. Por ello, el
agua de las lluvias que caen en techos cubiertos por superficies de plomo o
materiales que contengan plomo no son aptas para el consumo humano. Por ellos,
en la sierra y selva, se debe evitar el contacto plomo- aguacero.

e Enelaguanormal o libre de iones no ocurre esta reaccion, pues contienen sulfatos

libres, estos reaccionan con el plomo, formando sulfato de plomo, que es insoluble
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y evita el plomo ulterior, pero en aguas pobres de sulfatos y ricas en dioxido de
carbono, es factible que se puedan producir reacciones quimicas.

El resultado del sulfato con el plomo es el siguiente:

Pb + SOs2 — PbSO4

El acido sulftrico diluido no causa efecto, pero concentrado y caliente
resulta sulfato de plomo II.

El acido clorhidrico frio no reacciona, pero en mayor cantidad dafia al plomo.
El &cido nitrico frio lo diluye obteniéndose nitrato de plomo Il y gases nitrosos, muy

toxicos.

4HNO3 + Pb— Pb(NO3)2 + N204 + 2H20

Las sales de plomo reaccionan con el zinc, resultando el sulfato de plomo I,
compuesto esponjoso que se conoce como arbol de Saturno, pues el plomo

tiene una disolucion menor que el cinc.

ZnSO4 + Pb — PbS0O4 + Zn

Cuando el aire caliente tiene contacto con el plomo, se obtiene el litargirio.
(Ubillus, 2003)
2 Pb+02 —2PbO
De esto se desencadena su toxicidad para los seres vivos, encontrandose
limites maximos permisibles de plomo el agua potable de, 0,05 mg/L, agua
marina y estuarios: 0,01 mg/L, agua de cultivo: 0,05 mg/L y en agua para uso

ganadero: 0,05 mg/L



2.1.3. Almacenamiento de plomo

2.1.3.1. Almacenamiento mundial de Plomo

En el 2018, Australia era uno de los paises con mayores reservas de plomo de
aproximadamente 24 millones de toneladas métricas, sobre otros paises como China o
Rusia. (Sevilla, 2019)

Australia
China

Rusia

Turgquia

Perd

México

Estados Unidos
India
Kazajistan
Balivia

Suecia

0 2,5 5 7.5 10 12,5 15 17,5 20 22,5 25 275

Reservas en millones de toneladas métricas

Figura 1. Reservas mundiales de plomo en toneladas

métricas.

2.1.3.2. Almacenamiento nacional de Plomo

La produccion nacional de plomo en el 2018 registré un volumen de 289,195 TMF,
representando una disminucién de 5.7% con respecto al afio 2017. Sin embargo, el Peru
subié de lugar, ubicAndose en tercer puesto como productor mundial de plomo con un
aporte del 6.5% del total producido, permitiendo al Peru ocupar el primer lugar en
Latinoamérica. Mientras China y Australia se ubicaron en primer y segundo lugar en la
produccion mundial de plomo logrando el 47.5% y 10.2%, respectivamente. (Francisco |,
2018)

En él Perl, Pasco tiene el primer puesto, con una produccion 92,642 TMF de plomo,

registrando 32.0% de la producciéon nacional de plomo del 2018.Sin embargo, la

produccion de Pasco se vio reducida en 2.4% con respecto a la produccién del afio 2017,

debido a una disminucion de la extraccion en los yacimientos mineros Acumulacion
8



Animon y Atacocha durante el segundo y cuarto trimestre del 2018. En segundo y tercer
puesto se encuentran los departamentos de Lima y Junin con una participacion del 17.5%
(50,470 TMF) y 15.7% (45,491 TMF) de la produccion nacional de plomo,

respectivamente. (Francisco I, 2018).

La Minera Buenaventura S.A.A. obtuvo una alta produccion de plomo en el 2018,
ocupando el primer lugar con una participacion del 9.4% (27,326 TMF) del total producido,
debido al buen desemperfio de su unidad minera "Julcani”, luego tenemos a la Compafiia
Minera Chungar S.A.C. con una participacion del 8.6% (24,974 TMF) de la produccién,
descendiendo una posicién con respecto al afio 2017 debido a la obtencién de minerales
de baja calidad en la unidad minera "Islay". Por ultimo, tenemos a la Sociedad Minera El
Brocal S.A.A. con una participacion del 8.3% (24,096 TMF) del total producido,
obteniendo un incremento del 0.7% con respecto al afio pasado debido al buen

desemperio de la unidad minera "Colquijirca" (Francisco |, 2018)

2018: PRODUCCION NACIONAL DE PLOMO POR REGIONES (DISTRIBUCION PORCENTUAL)

m PASCO

= LIMA
JUNIN
ANCASH
AREQUIPA
HUANUCO
ICA
OTROS

Figura 2. Produccion Nacional de Plomo por Regiones



2.1.4. Productividad del Plomo

En los ultimos afios, el empleo mundial de plomo aumento en 82%, hasta llegar a los 11.7
millones de TM, por el aumento de la produccién y la recuperacién de este metal. Este
incremento se debe al mayor uso de plomo en China, promovido por el impulso industrial

y la mayor produccion de vehiculos, incrementando su economia (Energia, 2020).

2.1.4.1. Productividad mundial de Plomo

La produccion de plomo a nivel mundial esta encabezada por China, seguido por Australia
y Peru, que esta en el tercer lugar. Sin embargo, durante el 2000 y el 2018 su produccion
crecio en 38%, al pasar de 3.2 millones a 4.4 millones de TM. Debido a la mayor demanda

de plomo para baterias, vehiculos y otros usos, sobre todo en China. (Energia, 2020)

Produccion mundial
de plomo, 2018

10% Australia

Figura 3. Produccion mundial de plomo

2.1.4.2. Productividad nacional de Plomo

Al termino de los 20 afos, las fabricas peruanas de plomo aumentaron hasta llegar a su
tope en el 2008, con 345 mil TM. Después se disminuyo hasta llegar a los 300 mil TM. En
el 2018, las primeras fabricas que producen plomo en el pais son Volcan* (con el 17%
del total producido), Buenaventura (9%), El Brocal (8%), Raura (7%) y Nexa El Porvenir
(6%). Principales regiones productoras de plomo en el Perd, Pasco, Lima y Junin

presentaron el 65% de la fabricacion nacional de plomo en el 2018. (Energia, 2020)
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Region ™

Pasco 92,642
Lima 50,470
Junin 45491
Ancash 26,154
Arequipa 22785
Huanuco 20,059
Ica 14,789
Huancavelica 12,818
Otros 3,987
Total 289195

Huanuco 7%
Ancash 9%
Pasco 32%

Lima 17%
Huancavelica 4%
Ica 5%

Arequipa 8%
mm Ofros

Figura 4. Distribuciones de la produccién de plomo

en Pert

2.1.5. Utilidades del Plomo

El plomo se usa para la elaboracion de baterias de autos. Pues tienen placas de plomo
gue, al actuar con acido sulfarico, transforma la energia quimica en eléctrica. Es
empleado en materiales de construccién y soldadura, armamento y colorantes artificiales,
etc. El sector quimico lo emplea en la fabricacion y el manejo de compuestos como el
acido sulfarico y el &cido nitrico por su resistencia a la corrosion. Por su maximo espesor,
cubre algunas radiaciones. En la medicina se emplea en rayos X, y en infraestructuras
nucleares (Energia, 2020)
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2.2. BIOACUMULACION BACTERIANA

2.1.3. Generalidades

Biotecnologia es una rama multidisciplinaria, la cual ha ido creciendo con el pasar de los
afios, hoy en dia la biotecnologia continua en desarrollo con los avances de otras
ciencias, con una mayor presencia en uso de técnicas microbiolégicas y de biologia
molecular, las cuales nos permiten aislar e identificar las especies bacterianas implicadas
con la separacion de los minerales. La utilizacion de bacterias u otros microorganismos
facilitan la extraccion y recuperacion de metales pesados, genéricamente denominados
"biomineria”, la cual ha transformado el campo de la biotecnologia de manera
satisfactoria. A diferencia entre el uso de los procesos microbianos por las industrias
(fermentacion industrial y productibilidad farmacoldgica), en el sector minero el

aislamiento microorganismos ha sido minimo o inexistente (Rawlings y Johnson, 2007).

2.1.4. Bioacumulaciéon

La bioacumulacién es un proceso de transporte de membrana que internaliza al metal
pesado presente en el entorno celular con gasto de energia. Este consumo energeético se
da a través del sistema H+—ATPasa. Después, el mineral es incorporado al citoplasma,
luego es transportado por las proteinas ricas en grupos sulfidrilos llamadas
metalotioneinas (MT) o también puede ser dentro de una vacuola, como ocurre en
bacterias y hongos. (Vullo, 2003)

La separacion oxidativa de minerales es aprovechada en el desarrollo y aplicacion de una
biotecnologia para la obtencibn de metales a partir de minerales sulfurados y
concentrados mediante la capacidad de las bacterias y arqueas aciddfilas

guimiolitoautotrofos para aumentar dicha separacion. (Saavedra, 2009).

2.1.5. Microoganismos bioacumulantes

Los géneros bacterianos mas comunes son: Acidithiobacillus spp, Leptospirillum spp,
Acidimicrobium spp, Ferrimicrobium spp. y Thiomonas spp, Ferrovum; Nitrospirae
(Leptospirillum) y Actinobacteria (Ferrimicrobium, Acidimicrobium, Ferrithrix); con

diferentes mecanismos: bioacumulacion, biolixiviacion, Biosorcion, Biomineralizacion y
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Biotransformacion. (Leén, 2017). El género Acidithiobacillus spp. Incluye a las
proteobacterias quimiolitotrofas ya que usa compuestos inorganicos como donadores de

electrones, pero también son autotréficos porque transforman el CO2 en material celular

mediante las reacciones del ciclo de Calvin. (Navarro, 2013).

2.1.6. Mecanismos de bioacumulacién

Los mecanismos de bioacumulacién, involucran un proceso celular de transporte de
membrana que internaliza al metal presente en el entorno celular con gasto de energia.
Este consumo energético se genera a través del sistema H+-ATPasa. Luego de ser
incorporado al citoplasma, es secuestrado por proteinas ricas en grupos sulfhidrilos
llamadas metalotioninas o son llevados dentro de unas vacuolas, como ocurre en hongos.
(Berthelsen y Steinnes, 1995)

Entre estos mecanismos, se muestra la acumulacion de uranio por la bacteria
Pseudomonas aeruginosa, el cual fue encontrado en el citoplasma, al igual que en la

levadura Saccaromyces cerevisiae. (Nicoara, 1996)

BIOACUMUL ACION
M RIOMINERALIZ ACTON
i \ v HIS - W MS

2H T M+ 00— MCO,
*OH s MoH),

] QUIMIOSORCION MEDIADA FOR MICROORSANISMOS
A

MO+ I —> (PO,
MO + M —» | INPO,

Figura5. Mecanismos de interaccion entre metales pesados y

microorganismos
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Vullo (2003), describe a microorganismos resistentes y microorganismos tolerantes a
metales [pesados]. Los resistentes se definen por tener mecanismos de destoxificacion
codificados genéticamente, inducidos por la presencia del metal y los tolerantes, son
indiferentes a la presencia o ausencia de metal. La resistencia o tolerancia experimentada
por microorganismos es gracias a la accion de diferentes mecanismos, como se muestra

en la figura 5.

Biosorption Bioaccumulation
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Figura6. Comparacion entre el mecanismo de adsorcién bioacumulacion.
Funte: Vullo (2003).

2.1.7. Temperatura

Uno de los factores ambientales mas importantes que influye en la proliferacion y
mantencion de la vitalidad de los microorganismos es la temperatura, involucrandose asi
en el proceso de bioacumulacion. Cada bacteria tiene su propio rango 6ptimo de
temperatura donde crecen de manera mas eficiente. La influencia de la temperatura en
los procesos de biolixiviacion y bio acumulacion es dependiente, la velocidad de
separacion del metal pesado y la disolucion de sulfuros provocan un aumento de
temperatura. Deveci (2004) definié que la temperatura en los procesos de biolixiviacion y
bioacumulacién no tiene un comportamiento proporcional debido al rango especifico de
velocidad de disolucion de los metales pesados y a la capacidad acumulativa de los

microorganismos.
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2.1.8. pH

Los microorganismos quimiolitétrofos se encuentran en ambientes extremos muy bajos
en niveles de pH, altas temperaturas, baja materia organica y altas concentraciones de
elementos metalicos, un ejemplo de éstos son los drenajes acidos que se encuentran con
frecuencia en los sitios mineros donde se acumulan todos los desechos de las minas. El
pH es uno de los factores fundamentales en la mejora del proceso de bioacumulacién
determinando el crecimiento bacteriano en el medio de cultivo. Tal es el caso de bacterias
guimiolitoautotrofos que incrementan al descender el pH, haciendo que regiones a un
pH< 3 sean areas de intensa actividad metabdlica por aciddfilos. (Ragnarsdottir y
Hawkins, 2005).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Aislamiento del consorcio bacteriano

3.1.1. Obtencién del relave minero

La toma de muestra se realizo teniendo como método la técnica del azar en un punto al
azar de los cuerpos receptores de relave minero de la empresa minera
Denwood Holdings Peri Metals S. A. C. Nro. S/N fnd. Puacpampa Del Caraz,
departamento de Ancash. (EMIS, 2021). Fuente: Google maps. -9.52466026994273, -
77.53031984740892.

Figura7. Ubicacibn de la empresa minera
Denwood Holdings Peru Metals S. A. C.

Se recolectd 3 muestras de 3 L en cada frasco de vidrio estériles, el transporte se ejecuto
a temperatura ambiente en cajas herméticas hasta el laboratorio de investigacion de la
EAP de Biotecnologia de la Universidad Nacional del Santa donde se llevo a cabo los

analisis como parte del proyecto de investigacion.

16



3.1.1. Medio de cultivo liquido 9k enriquecido con el relave minero

Para el enriquecimiento de las bacterias quimiolitoautétrofos en medio seleccionado fue
el medio 9K de Silverman y Lundgren, quienes de acuerdo a literatura lo describen como
el medio mas apropiado para el crecimiento y desarrollo de este tipo de bacterias (Yates
et al.,, 1987). Se preparé un volumen total de 1000 mL de medio liquido 9K en dos
soluciones por separado:

Solucién 1: con 0.5 g K2HPO4, 0.5 g MgS04, 3 g NH4S04 y 0.01 Ca(NO3)2 los que se
diluyeron en 700 mL de agua destilada a pH 2.1 y se esterilizé a 121°C por 15 minutos.
Solucién 2: con 44.2 g FeS0O4-7H20 diluidos en 300 mL de agua destilada ajustado con
H2S0O4 a un pH 2.1.

3.1.2. Aislamiento del consorcio bacteriano

Para el aislamiento del consorcio bacteriano, las tres muestras tomadas fueron
homogenizadas, luego se extrajo un inoculé de 5 mL (10% v/v volumen total del medio)
100 mL del medio liquido 9K en matraces de 250 mL, el matraz in6culo fue conservado
a una temperatura de 30° C y a 150 revoluciones por minuto en un Shaker con su
respectivo control negativo, por 20 dias. También se visualizo el crecimiento del consorcio

bacteriano mediante el uso del microscopico.
3.1.3. Obtencidén del consorcio bacteriano

Tras la inoculacion de la muestra, se preparé medio 9K soélido a partir de dos soluciones;
solucion A: 1.5 g (NH4)2 SO4, 0.25 g K2HPO4, 0.05 g KClI, 0.25 g MgS0O4 H20 y 0.005
g Ca (NO3)2, diluidos en 350 mL de agua destilada pH 2.1 acidificado con H2SO4 al 1N,
se esterilizo a 121° C por 15 minutos; Solucion B: 22.1 g FeS0O4 7 H20 y 7.5 g de agarosa
en 150 mL de agua destilada con un pH 2.1 acidificada con H2SO4 1 N, sin esterilizar
para evitar la precipitacion de compuestos y desnaturalizacion de la agarosa. Una vez
esterilizada la solucion 1, se mezclo con la solucién 2, y antes de que la solucién 1 se
enfrie del todo se sirvio 20 mL aproximado de medio en placas petri y se dejé enfriar.

Tras obtener colonias en el medio solido 9K, estas colonias fueron traspasadas a un
medio liquido 9K a temperatura ambiente durante 20 dias, registrando el crecimiento de
las bacterias presentes mediante el cambio de coloracion del medio de cultivo. Después

de la obtencidn del consorcio bacteriano se mantuvieron en un matraz de 250 mL de
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capacidad conteniendo 5 mL (10% de in6culo) y 100 mL de medio 9K, a pH 2.1,
temperatura ambiente (21°C) y 150 rpm en un shaker. Se registré su crecimiento por un

periodo de 15 dias mediante observaciones microscopicas.

3.2. Caracterizacién microbiol6gica del consorcio bacteriano aislado a
partir del relave minero.

3.2.1. Tincién Gram

Para una mejor evaluacion microscopica del crecimiento bacteriano y visualizacién de la
morfologia de las bacterias que conforman el consorcio bacteriano se realizaron
observaciones microscopicas cada 72 h, las cuales se llevaron a cabo como una muestra en

fresco a 100 X con aceite de inmersion.

La tincion Gram fue el procedimiento que caracterizé la morfologia celular bacteriana,
determinandose como un conjunto de Bacterias Gram positiva a las bacterias que se tifien

de color morado y Bacterias Gram negativa a las que se tifien de color rosa o rojo grosella.

Se extrajo 1 ml del cultivo (consorcio bacteriano) sobre una la ldmina portaobjetos, se
dej6 secar a temperatura ambiente y fijarlas utilizando un mechero. Se fijé la muestra con
metanol durante un minuto o al calor (flameado tres veces aproximadamente). Se agrego
azul violeta y se esperé un minuto. Se enjuagd con agua no directamente sobre la
muestra. Se agregdy se esperd0 por un minuto aproximadamente, luego se
agrego alcohol acetona hasta que la muestra se vuelva incolora (parte critica de la
coloracién, las gram - se decoloran, las gram + no). Se enjuagé con agua. Luego se
agrego safranina como tincién de contraste y se esperé por 1 min. Luego se enjuago
levemente para eliminar el exceso de la safranina. Por ultimo, se dej6 secar a
naturalmente y se observo en el microscopio a 100X con aceite de inmersion (Lépez et
al., 2015).

18


https://es.wikipedia.org/wiki/Alcohol
https://es.wikipedia.org/wiki/Acetona
https://es.wikipedia.org/wiki/Safranina

3.2.2. Determinacién cuantitativa del Consorcio Bacteriano

Para la determinacion del recuento total del consorcio bacteriano se realizé por recuento
microscépico mediante el uso de una camara de Neubauer con una secuencia de 72 h
durante 20 dias siguiendo el protocolo de conteo bacteriano en los 5 cuadrantes (Madigan
et al., 2012).

Por ello, se extrajo 10 mL del cultivo, el cual fue pasado por un filtro de jeringa con 20 ml
de capacidad, construido manualmente en esterilidad, para la separacién de los
minerales presentes en el cultivo, luego se extrajo un 1 ml del filtrado el cual fue colocado

en la camara de Neubauer. Se llevd a observar a 100X.

0.05 am. —

__—l .

Figura 8. Recuento del consorcio bacteriano en camara
de Neubauer.

Finalmente se prosiguio a contar las bacterias de los cuadrantes, calculandose asi

la concentracion celular segun la siguiente formula:
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CUADRADO 1 CUADRADO 2

Area = 0,25mm x 0,25mm = 0,0625 mm?

Area =1mmxImm =1mm? Volumen =1mm? x 0,1 mm = 0,1 mm?® =1x10-*ml
volumen = 0,0625mm? x 0,1 mm = 6,25 x 10-3 mm? = 6,25 X104 ml

@ Total Células Contadas @
Concentracién celular = ————————— x10.000 _ Total Células Contadas
Nomero de Cuadrados Concenfracién celular = —-----------—-————-———- X 160.000
Nomero de cuadrados
CUADRADO 3 CUADRADO 4
Area =0,2 mmx 0,2 mm = 0,04 mm? 1/16th de CUADRADO 3, s6lo NEUBAUER improved — rejilla central

Volumen = 0,04mm?2 x0,Jmm = 4x 10-* mm?® =4 x10¢ ml p
Area = 0,05 mm x 0,05 mm = 0,0025 mm?2

Volumen = 0,0025mm? x 0,1 mm = 2,5x 10-* mm® =2,5 %707 ml

Total Células Contadas

Concenfracion celular = -—----——----——--—-——-- X 250.000 . Total C&lulas Contadas
NOmero de Cuadrados E Concentracion celular = ——--—-——--——-——-—- X 4x108

Nomero de Cuadrades

Figura 9. Férmulas para recuento celular en camara de Neubauer.

Luego se determind la concentracion de biomasa del consorcio bacteriano mediante una
absorbancia de 660 nm (Sugio, 2008), mediante un sistema de filtracion al vacio, usando
una membrana de 0.45 pm, con la finalidad de separar las particulas presentes del
mineral el medio de cultivo, se filtré un alicuota del medio cada 72 horas por 20 dias, con
los resultados obtenidos se elabordé una curva de calibracion de cél/mL respecto al

tiempo.

3.2.3. Acondicionamiento del consorcio bacteriano a diferentes
temperaturas

Sé determiné el efecto de la temperatura en el proceso de bioacumulacion haciendo
necesario acondicionar el consorcio bacteriano a las siguientes temperaturas: 21 °C
(Temperatura ambiente), 30 °C y 40 °C, todas las muestras se trabajaron con un pH final
de 2.1, después de ejecutar traspasos sucesivos cada 10 dias a un medio 9K nuevo, en
matraces de 250 mL de capacidad, teniendo 50 mL del medio mas 10 mL del inéculo y
ajustando el pH con acido sulfarico concentrado. Pasado 20 dias de adaptacion se evalué

la concentracion celular de cada medio.
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3.3. Proceso de bioacumulacién del consorcio bacteriano a diferentes

temperaturas.

3.3.1. Relave minero

El relave minero de estudio fue obtenido de la compafiia minera Denwood Holdings Peru
Metal S.A.C., de la cual se aisl6 el consorcio bacteriano. Como pre tratamiento se llevé a
cabo un filtrado del relave minero para separacion de particulas mas pesadas mediante
un sistema de filtrado al vacio, efectuandose en las instalaciones del Laboratorio de

Quimica LASACI de la Universidad Nacional de Trujillo.

3.3.2. Analisis del relave minero

Se analiz6 la composicion elemental del relave minero mediante espectrofotometria de
absorcién atémica, la cual es una técnica muy sensible, y especifica debido a que las
lineas de absorcion atomica son estrechas (de 0,002 a 0,005 nm) y las energias de

transicion electrénica son Unicas para cada elemento (Skoog et al., 2001).

Detector

Lente Lente
[ \—
:_[Enl l.lll&.ll&.l T
[y — Monocromador

Muestra
atomizada

Fuente
cationica hueca

Salida || Amplificador

Figura 10. Esquema basico de un espectrometro de
absorcion atomica

Debido a la informacion cualitativa y cuantitativa se obtuvo la relacion entre la potencia
de emision de longitudes de onda con la concentracion en una curva de calibrado (Otero,
2009). La técnica seleccionada para determinar las concentraciones de plomo en relaves
mineros es uno de los sistemas mas utilizados para la caracterizacion de diferentes
elementos utilizando las unidades de mg/mL y ug/ml, asi mismo es para la determinacion

de trazas de metales en muestras biolégicas y medioambientales (Walton y Reyes, 1983).

21



3.3.3. Acondicionamiento del consorcio bacteriano al proceso de
bioacumulacién del plomo.

La adaptacion del consorcio se llevé a cabo mediante la inoculacion del medio de cultivo
(consorcio bacteriano a diferentes temperaturas) hacia el relave minero. Los ensayos
fueron realizados en matraces de vidrio con capacidad de 1L, teniendo 3 réplicas por
cada valor de temperatura (21°C ambiente, 30°C y 40°C), todos con un pH final de 2.1
con su respectivo control negativo (sin indculo). Se colocé en cada uno 10% de inéculo,

asi como se observa en la tabla 1.

Tabla 1. Volumen del in6culo empleado en acondicionamiento de los medios de

cultivos
Temperatura Relave Inéeulo (mL) Volumen total
P minero (mL) (mL)
21 °C
(Ambiente) 360 40 400
30 °C 360 40 400
40 °C 360 40 400

Antes de empezar con el ensayo de bioacumulacion, el relave minero fue esterilizado a
121 °C por 15 min, antes de agregar el in6culo. Una vez acondiconado, en el dia cero se
realizo la contabilizacion del consorcio bacteriano en la cAmarade Neubauer para obtener

la concentracion inicial de biomasa.

Se colocaron los 12 matraces en tres shakers, cada shaker con 4 matraces a una
diferente temperatura (21 °C ambiente, 30 °C y 40 °C), todos a 150 rpm por un periodo
de 30 dias. Durante el proceso de bioacumulacion, con una frecuencia de 5 dias, se
extrajo 30 mL de muestra en tubos de ensayo, de cada tratamiento con su respectivo
control negativo. Las muestras extraidas fueron sometidas a shock térmico segun el
protocolo de Lj y Werb (1982), el cual consistio en estar sometidas en agua a punto de
ebullicion (100 °C) por 5 min, luego inmediatamente se sometié en agua fria con hielo (<
10 °C) por 5 min, se retiraron y dejaron reposar las muestras. Con la finalidad de detener

la capacidad bioacumulativa del consorcio bacteriano.
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Luego de detener el proceso de bioacumulacion, las muestras pasaron por un sistema de
filtrado al vacio, con una membrana de nitrocelulosa de 0,45 um, cuya finalidad fue
impedir el paso del consorcio bacteriano. (Krzywonos, M 2014). Finalmente, se determiné
la concentracion plomo de las muestras ya filtradas, usando un espectrofotometro de
absorcién atémica, expresando los resultados en mg/mL.

3.4. Caracterizacion molecular del consorcio bacteriano

La caracterizacion molecular del consorcio bacteriano aislado de relave minero, se envio
a un laboratorio externo INCA'BIOTEC S.A.C., para su respectivo analisis. El inéculo del
consorcio bacteriano, fue extraido y enviado a los siete dias de haber sido cultivado en

un tubo Falcén de 50 ml de capacidad.

3.4.1. Extraccion de ADN total de bacterias presentes en el
consorcio aislado

La extraccion de ADN fue realizada mediante el kit PowerSoil® (Mo Bio) segun las
indicaciones del fabricante. Los ADN extraidos fueron conservados a -20 °C hasta su
amplificacion por PCR dirigida al gen 16S ARNr.

3.4.2. Secuenciamiento del gen 16S ARNr de las bacterias
presentes en consorcio aislado.

Para verificar la calidad del ADN extraido se realizé una PCR dirigida al gen 16S ARNTr
utilizando los iniciadores universales 27F (5'- AGAGTTTAGTCMTGGCTCAG-3) - 1492R
(GGYTACCTTGTTACGACTT) que generan un producto de alrededor de 1500 pb. EI mix
de PCR utilizado de un volumen final de 25 uL, consistio en 2,5 yL buffer 10 X, 2,5 uL
MgCI2 25 mM, 0,6 yL dNTPs a10 mMy 2 U de Tag DNA polymerase (Thermo Scientific).
Las condiciones usadas para la PCR fueron: desnaturalizacion inicial de 95°C por 5
minutos, seguidos por 35 ciclos de desnaturalizacion a 95°C por 30 segundos, hibridacion
a 55°C por 45 segundos, elongacion a 72°C por 1 minuto y una elongacion final a 72°C
por 10 minutos. Los productos de PCR se visualizaron en un gel de electroforesis a una

concentracion de 1,5% de agarosa.
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3.4.3. Secuenciacién de ADN total de las bacterias presentes en el
consorcio aislado

Los ADN totales de bacterias extraidos fueron enviadas a Mr. DNA (Shallowater, TX,
USA) para ser secuenciadas en la plataforma PGM™ (lon Personal Genome Machine

System - Thermo Fisher Scientific)
3.4.4. Evaluacién de la calidad de ADN metagendmico.

El andlisis de metagendmica dirigida fue realizado a partir de productos de amplificacion
por PCR de la region variable V4 del gen 16S ARNr utilizando los iniciadores universales
515F y 806R (Caporaso, 2012). Los datos de las secuencias fueron procesados mediante
la plataforma de analisis pipeline del proveedor. Las secuencias menores a 250 pb fueron
removidas. Las unidades taxondmicas operacionales (OTUs) obtenidas fueron
clasificadas taxonémicamente usando BLASTnN, y comparadas con una base de datos

curada derivada de Greengenes, RPDIl y NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov).

3.5. Anélisis estadistico

Para determinar el efecto de la temperatura en la bioacumulacion de plomo, se realizé un
andlisis de varianza de un factor. También se realiz6 una ANOVA de un factor con un
nivel de confianza de 95%. Seguido de una prueba HSD TUKEY para determinar entres
gue tratamientos existio diferencia estadisticamente significativa. El andlisis estadistico
se realizo a todos los tratamientos casa 5 dias durante 1 mes.

Los datos resultantes del experimento fueron procesados mediante el software IBM SPSS
STATISTICS version 25.0
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4. RESULTADO Y DISCUSION

41. Aislamiento del consorcio bacteriano

4.1.1. Medio de cultivo liquido 9k enriquecido con el relave minero

El relave minero recolectado formé parte del enriquecimiento del medio 9K al 10 % del
volumen total del medio cultivo, cultivadas 150 rpm y temperatura ambiente por 15 dias.
Segun Eyzaguirre et al., (2019) el medio 9K (liquido modificado) con los minerales
presentes en los relaves mineros se logra aumentar la poblacién bacteriana, por contar
con la presencia de bacterias nativas al obtener una poblacion idénea de ~ 107 cél/mL
conteo hecho en camara de Neubauer.

Figura 11. Evaluacion cualitativa del medio 9k enriquecido con la muestra del
relave. A: Quinto dia del cultivo B: Décimo quinto dia de haber sido sembrado. C:
Décimo dia de cultivo Control.

La figura 11 muestra la evaluacion cualitativa del crecimiento bacteriano, con
caracteristicas acidofilas provenientes de las muestras de relave minero, donde al inicio
de lainoculacién presentan un color blanquecino en el quinto dia (A), luego una coloracién
anaranjada en el décimo quinto dia (B), coincidiendo asi con Kotrba, et al., (1999) donde
indicé que el color rojo ladrillo es una propiedad que muestran las bacterias debido a la
oxidacion ion ferroso como fuente de energia en medio 9K, antes se realizaron
observaciones macroscopicas y microscopicas teniendo como referencia intensificacion
de color del medio, lo cual significa la presencia de bacterias aciddfilas biolixiviantes y/o

bioacumulantes (Cabrera et al., 2005).
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4.1.2. Aislamiento del consorcio bacteriano en medio sélido

A partir del enriquecimiento del medio cultivo 9K liquido, se sembrd por micro gota una
placa de medio 9K solido (con el 10% del relave minero). Para ello se emple6 un control
negativo (medio sin in6culo) como indicador visual. Las placas se mantuvieron a

temperatura ambiente, registrando observaciones cada dia.

Figura 12. Crecimiento del
consorcio bacteriano, semicirculares
de color amarillo claro y oscuros, en
medio 9k tras 20 dias de siembra

Se examinaron las placas inoculadas (figura 12) a los 20 dias de siembra mostraron la
morfologia de las colonias, siendo semicirculares de color amarillo claro, este tipo de
morfologia fue observado por Arias et al., (2012). Por otro lado, un estudio realizado en
Colombia muestra la morfologia de bacterias acidofilas aislados de drenajes acidos de
tamanos, diferentes, las tres bacterias aisladas (Ferro3, Ferro4 y Ferro5) son bacilos
rectos gram negativos, no formadores de espora de diferentes tamafos, con didmetros
muy variables desde 0,4 um hasta 0,75 pm—, y longitudes entre 1,06 um y 2,33 um. De
las tres colonias aislados oxidadores de hierro, la colonia denominada Ferro5 mostrada
en la tabla 2 es de mayor tamafno y de diferente color y textura, y bacilos de mayor
diametro, aun cuando su longitud fue similar a la colonia Ferro3 segun la (tabla 2) Osorio,
et al., (2007).
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Tabla 2. Caracteristicas de la colonia y dimensiones celulares de los aislados
guimiolitoautotrofos.

Morfologia de colonia Dlmen5|_ones
de bacilos
Aislado - - —
Lo?g.“ud Forma Borde Color Textura Longitud Diametro
maxima (um) (um)
Ferro5 <4 mm Irregular | Ondulado | Transldcidas Algodonosas| 1,06-1,83 0,71-0,75
Ferro4 <=1mm Irregular | Ondulado Crema, centlr‘olnaranja__ Cremosa 0,99- 1,51 0,40-0.64
borde translucido
Ferro3 <1 mm Circular Regular Café, centro oscuro Cremosa 1,55-2,33 0.47 - 0,59

4.1.3. Obtencion del consorcio bacteriano aislado de relave minero

Se obtuvo el consorcio bacteriano mediante la purificacion y enriquecimiento del medio a
través de traspases cada 15 dias el proceso, asi cada etapa de resiembra concluye
cuando el medio cambie a color rojizo, debido a la oxidacion del hierro ferroso a férrico
Yang Yu et al., (2008), transcurrido lo anterior, se toma una alicuota de 25 ml, esta vez
de la solucion de siembra para adicionarlo nuevamente a un medio liquido 9K fresco,
realizando estas etapas se obtuvo el aislamiento de un consorcio de bacterias, el cual se

utilizé para los ensayos de bioacumulacion.

Figura 13. Comparacion  del
crecimiento bacteriano en el
tiempo. A: Décimo dia de cultivo.
B: Décimo quinto dia de cultivo.
C: Viaoésimo dia de cultivo.
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El consorcio bacteriano fue monitoreado realizando observaciones microscopicas con
recuento en la camara de Neubauer obteniendo ~1x 106 cel/ mL, para poder mantener el

crecimiento de la biomasa en semejante en subcultivos sembrados cada 20 dias.

4.2. Caracterizacion microbiolégica del consorcio bacteriano

4.2.1. Tinciébn Gram

La tincibn Gram se realiz6 segun el manual de Lépez et al., (2015) el cual permitié una
visualizacion mas nitida a las bacterias de una muestra en fresco a 100X, logrando
observar las caracteristicas microscépicas del consorcio bacteriano, en su mayoriase
encontré bacilos pequefios y alargados, con particulas del medio 9K. La tincién se utilizo
para verificar si las bacterias presentes en el consorcio eran grampositivas o
gramnegativas. Obteniendo como resultado un conjunto de bacterias tipo gramnegativos
en su mayoria con morfologia de bacilos diferentes tamarfios, también una pequefia

cantidad de espirilos.
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Figura 14. Tincibn Gram de una
muestra del consorcio bacteriano
aislado del relave minero en medio 9k,

donde se observa a 100x bacilos.
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Este resultado nos muestra la similitud con bacterias Gram negativas que se encontraron
minerales y relaves de diferentes lugares, segun Roman (2017) el estudio de bacterias
acidofilas presentes en mineral magnetita de Toquepala, concentrado de pirita de
Poracota y relave de mina de cobre de Quiruvilca Tabla 3, se caracterizan generalmente
por 5 propiedades, tales como: bacteria oxidante quimiolitotréfica, autétrofa, aerdbica,
mesdfila y acidofila; donde se logré observar las morfologias celulares de las cepas

aisladas.

Tabla 3. Tipos de morfologias observadas de las cepas aisladas de diferentes tipos

de mineral.
Morfologias | Mineral magnetita | Concentrado de Relave de mina
- de cobre de
encontradas de Toquepala pirita de Poracota o
Quiruvilca
Cilios 6 13 20
Cocobacilos 0 0 )
Espirilo 0 0 1
Fllgmento d_e 0 1 0
actinobacteria

4.2.2. Determinacién de biomasa del Consorcio Bacteriano

El conteo total de bacterias fue de ~ 2.9 x 107 cél/ mL a los 18 dias de cultivado, el conteo
se realizo cada 72 h durante 20 dias; demostrando un rapido acondicionamiento de las
bacterias presentes al medio 9K. Pérez (2016) muestra la curva de crecimiento tiene
forma ascendente obteniendo la concentracion celular idénea para inocular los ensayos.
La grafica se expres6é en unidades logaritmicas cél/mL versus el tiempo, asi como lo

muestra la figura 15.
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Figura 15. Crecimiento del consorcio bacteriano resultante del

conteo en camara Neubauer cultivado en el medio 9K.

De manera simultanea, el consorcio bacteriano también fue medido a una absorbancia

de 660 nm, tal como se muestra en la figura 16.
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Figura 16. Crecimiento microbiano medido mediante absorbancia

celular cultivado en el medio 9K.
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4.2.3. Acondicionamiento del consorcio bacteriano a diferentes
temperaturas

Luego del crecimiento del consorcio bacteriano sembrado a temperatura ambiente, se
procedio a la adaptacion del consorcio bacteriano inoculando en medios de cultivo liquido
9K frescos a diferentes temperaturas (21 °C (Temperatura ambiente), 30 °C y 40 °C), con

el objetivo de determinar el efecto de la temperatura en los ensayos de bioacumulacion.

Figura 17. Adaptacion del consorcio a

diferentes temperaturas (ambiente, 30°C y 40°C)

Ante la adaptacién del consorcio bacteriano se determiné el crecimiento celular mediante

el recuento , donde se registré una biomasa celular de ~ 10" cél/ mL en cada cultivo
expuesto a temperatura diferente; el conteo se realizé a 20 dias, una de las principales
caracteristicas macroscoépicas de los cultivos fue el cambio de coloracion, inicialmente un
color amarillento muy bajo consecuente con el color precedente del inéculo (consorcio

bacteriano cultivado en medio 9K a pH 2.1 a temperatura ambiente).
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Luego se observo un color amarillo-anaranjado en los cultivos a temperaturas (21 °C
(Temperatura ambiente), 30 °C Y 40 °C) indicando asi la reduccion de hierro ferroso a

férrico.

4.3. Proceso de bioacumulacién del consorcio bacteriano a diferentes
temperaturas.

4.3.1. Relave minero

Se realizo pre tratamiento al relave minero, el cual consistio en filtrar la muestra en un
sistema de filtrado al vacio, efectuandose en las instalaciones del Laboratorio de Quimica
LASACI de la Universidad Nacional de Truijillo.

El procedimiento del filtrado fue necesario para reducir la concentracion de plomo,
descartando asi las particulas > a 75 um, en donde Mejia et al., (2011) afirma que el
tamafio de las particulas es un factor fundamental en el proceso de biolixiviacion y/o
bioacumulacion, asi como el acondicionamiento del consorcio bacteriano (inéculo) al
relave minero (metal pesado plomo), ya que de esta manera facilité la suspension y la

homogeneidad del contenido.

Figura 18. Sistema de

filtracion al vacio
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4.3.2. Anadlisis del relave minero

Se realiz6 un analisis quimico por espectrofotometro de absorcion atémica, Perkin Elmer
900 ultima generacion para cuantificar los elementos quimicos presentes en la muestra
del relave minero, donde se encontrd los siguientes elementos: plomo, zinc, plata y hierro,

mostrado en la tabla 8.

Tabla 4. Composicién quimica del relave minero en estudio

ELEMENTO mg/L
Pb 3.97
Zn 1.95
Ag 2.00

= :-(r;v-‘t;‘:\_f =

Relave minero

Figura 20. Espectofotometro de absorcidbn atémica,

Perkin Elmer 900 ultima generacion -LASACI, Universidad

Nacional de Trujillo
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Segun los resultados del andlisis del relave minero por espectrofotometria de absorcion

atomica, el relave minero (plomo) (figura 19) muestra una concentracion de plomo igual
3.97 mg/mL.

4.3.3. Proceso de Bioacumulaciéon

El proceso de bioacumulacion (consorcio bacteriano a temperatura ambiente (21°C),
30°C y 40°C) se realizarn por triplicado cada uno con su respectivo control negativo en
matraces de vidrio con capacidad de 1000 mL, conteniendo 360 mL del relave minero,
40 mL de in6culo (10%) en un Shaker a 150 rpm y a temperatura ambiente por un periodo
de 30 dias en el laboratorio de investigacion de la Universidad Nacional del Santa y con
ayuda del Laboratorio de Quimica LASACI de Universidad Nacional de Trujillo. Se
determiné el crecimiento del consorcio bacteriano mediante una camara de Neubauer

cada 5 dias durante 30 dias de evaluacion en el proceso de bioacumulacion.

1.60E+08
1.40E+08
1.20E+08
1.00E+08
8.00E+07
6.00E+07 T: Ambiente (21°C)

4.00E+07

Crecimiento (cél/mL)

2.00E+07

0.00E+00
0 10 20 30 40

Tiempo (Dias)

Figura 21. Crecimiento del consorcio bacteriano en una cdmara de
Neubauer a temperatura ambiente (21 °C) durante el proceso de

bioacumulacion, con una [Pb] inicial a 3.97 mg/mL.

La Figura 21, muestra el crecimiento consorcio bacteriano aislado de relave minero y
cultivado en medio liquido 9K a pH 2.1, temperatura ambiente (21 °C) y agitacion a 150
rpm, con un recuento celular de 9.9 x 107 cél/mL a los 30 dias de evaluacion, a una

concentracion inicial de plomo de 3.97 mg/mL.
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Figura 22. Crecimiento del consorcio bacteriano en una camara
de Neubauer a una temperatura de 30°C durante el proceso de

bioacumulacion con una [Pb] inicial a 3.97 mg/mL.

La Figura 22, muestra el crecimiento consorcio bacteriano aislado de relave minero y
cultivado en medio liquido 9K a pH 2.1, temperatura de 30 °C y agitacion a 150 rpm, con
un recuento celular de 2.0 x 108 cél/mL a los 30 dias de evaluacién, a una concentracion
inicial de plomo de 3.97 mg/mL.
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Figura 23. Crecimiento del consorcio bacteriano en una camara
de Neubauer a una temperatura de 40°C durante el proceso de

bioacumulacion con una [Pb] inicial a 3.97 mg/mL.
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La Figura 23, muestra el crecimiento consorcio bacteriano aislado de relave minero y
cultivado en medio liquido 9K a pH 2.1, temperatura de 40 °C y agitacién a 150 rpm, con

un recuento celular de 1.50 x 108 cél/mL a los 30 dias de evaluacion, a una concentracion

inicial de plomo de 3.97 mg/mL.
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Figura 24. Comparacion del crecimiento del consorcio bacteriano aislado de

relave minero a diferentes valores de temperatura (ambiente (21 °C), 30 °C y
40°C) durante el proceso de bioacumulacién en 30 dias de evaluacion, con
una [PDb] inicial a 3.97 mg/mL.

La figura 24, muestra el crecimiento y la concentracién celular maxima (cél/mL) del
consorcio bacteriano durante el proceso de bioacumulacién, ante ello se observé el
comportamiento de consorcio a diferentes valores de temperatura, siendo el cultivo
expuesto a una temperatura de 30 °C el que obtuvo una biomasa de 2.0 x 108 cél/mL
hasta el dia 30, mayor en comparacion a los otros dos cultivos tanto a temperatura
ambiente (21°C) con 9.9 x 107 cél/mL como a temperatura de 40 °C con 1.50 x 108 cél/mL.
Los tres tratamientos alcanzaron la concentracidon bacteriana recomendada por Mejia et.
al (2011) para el aislamiento (107-108 cel/ml),

36



Para Yu, et al.,, (2014), el crecimiento y la actividad del consorcio bacteriano se ven
afectados por la temperatura del medio, el cual es un parametro muy importante durante

el proceso de biolixiviacion y/o bioacumulacion.

La adaptacion de los microorganismos a los minerales presentes en el relave minero se
estabiliza rapidamente segun las concentraciones microbianas, para Ortiz, (2012), este
comportamiento da indicios de una actividad biolixiviante y bioacumulante. Es posible que
esto se deba a que los microorganismos presentes en el inéculo microbiano fueron
mesofilos considerando que para obtener el indculo tuvo que hacerse un cultivo de
enriguecimiento seguido de un subcultivo a temperatura ambiente (temperatura
mesofilica) que hizo que prevalecieran los microorganismos mesofilos. Los
microorganismos que se presentan en un mineral para la biolixiviacién y bioacumulacion
pueden ser mesdfilos (desarrollan a menos de 40 °C) y termofilos (desarrollan entre 40 a
85 °C) (Pérez, 2016).

Por otra parte, los investigadores Johnson D y Hallberg K. (2003) mencionan que las
bacterias acidofilas del género Acidithiobacillus son mesdfilas caracterizadas por su
evolucion favorable con temperatura de 40°C - 50°C segun Donoso (2013). Teniendo en
cuenta parte de esta investigacion se evalud el proceso de bioacumulacion del consorcio
bacteriano nativo a una temperatura de 40°C y en agitacion en shaker (150 rpm), pero
estas condiciones de incubacion tampoco lograron un crecimiento bacteriano sostenible

por presentar un declive de la concentracion celular a 15 dias de incubacion.

4.3.4. Determinacién de plomo en el proceso de bioacumulacion

La determinacion de plomo bioacumulado se llevé a cabo en simultdneo con el
comportamiento del consorcio bacteriano, las muestras extraidas fueron cada 5 dias

durante un periodo de 30 dias
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Tabla 5. Concentracion de Pb (mg/L) durante el proceso de bioacumulacion a

diferentes temperaturas

Concentracién de Pb (mg/mL)

Consorcio 0 dias 5 dias 10 dias 15 dias 20 dias 25 dias 30 dias
bacteriano + DS + DS + DS + DS + DS + DS + DS
0.030 + 0.260 * 1.013 + 1.370 1.603 + 1.910 + 1.793 +
T: Ambiente 21 °C 0.017 0.053 0.049 0.010 0.025 0.026 0.025
0.037 = 0.663 = 1.127 + 1.893 + 2.280 = 2.770 = 2.383 =
T:30°C 0.021 0.025 0.045 0.083 0.010 0.010 0.015
0.040 + 0.337 = 1.237 + 1.427 + 1.337 = 1.337 + 1.350 =
T:40 °C 0.017 0.047 0.045 0.021 0.021 0.015 0.010

La tabla 5 muestra los promedios y desviaciones estandar de las concentraciones de

plomo total por efecto de los ensayos de bioacumulacion de plomo a partir del relave

minero mediante un consorcio bacteriano aislado del mismo, desde el dia 0 hasta el dia

30 de evaluacion, calculados por el método de espectrofotometria de absorcién atdmica.
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Figura 25. Proceso de bioacumulacion a temperatura ambiente (21°C)
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La Figura 25, muestra la concentracion de plomo bioacumulado por el consorcio

bacteriano aislado de relave minero tratado a una temperatura ambiental 21 °C con

agitacion a 150 rpm y pH 2.1, con un recuento celular maximo de 1.39 x 108 cél/mL a los

20 dias, a partir del dia 21 se visualizé el declive en la capacidad bioacumulativa por el

consorcio bacteriano.
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La Figura 26, muestra la concentracion de plomo bioacumulado por el consorcio

bacteriano nativo aislado de relave minero tratado a una temperatura de 30 °C con

agitacion a 150 rpm y pH 2.1, con un recuento celular maximo de 2.71 x 108 cél/mL a los

25 dias, observando una mayor concentracion de plomo bioacumulado.
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Proceso de bioacumulacion de plomo a 40°C de temperatura.
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La Figura 27, muestra la concentracion de plomo bioacumulado por el consorcio
bacteriano nativo aislado de relave minero tratado a una temperatura de 40 °C con
agitacion a 150 rpm y pH 2.1, con un recuento celular maximo de 2.79 x 108 cél/mL a los

15 dias, observando un declive en la concentracion celular a partir del dia 15.
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Figura 28. Comparacion del proceso de bioacumulacion de plomo (mg/mL)

trabajado a diferentes valores de temperatura (ambiente, 30°C y 40 °C.

La figura 28 muestra una comparacion entre los ensayos efectuados a diferentes
temperaturas, donde la mayor efectividad del consorcio bacteriano se mostré una

temperatura de 30 °C sobre las otras dos temperaturas trabajadas.
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Consorcio bacteriano versus concentracion de
plomo a temperatura ambiente (21 °)
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Figura 29. Comportamiento del consorcio bacteriano aislado del relave minero
versus la concentracion de plomo en el medio de cultivo 9K durante el proceso
de bioacumulacion a una temperatura ambiente (21 °C), con una concentracion

inicial de plomo de 3.97 mg/mL.

La figura 29 muestra una comparacion entre el crecimiento del consorcio bacteriano
aislado del relave minero versus la concentracion del plomo durante el tiempo del proceso
de bioacumulacion a temperatura ambiente (21 °C), donde se observa la efectividad en

el incremento de la biomasa y la poca disminucién de la concentracion de plomo.
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Figura 30. Comportamiento del consorcio bacteriano aislado del relave
minero versus la concentracion de plomo en el medio de cultivo 9K durante

el proceso de bioacumulacibn a una temperatura de 30 °C, con una

concentracion inicial de plomo de 3.97 mg/mL.
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La figura 30 muestra una comparacion entre el crecimiento del consorcio bacteriano
aislado del relave minero versus la concentracion del plomo durante el tiempo del proceso
de bioacumulacion a temperatura de 30 °C, donde se observa con efectividad el

incremento de la biomasa y una mayor disminucion en la concentracién de plomo.

Consorcio bacteriano versus concentracion de plomo a
temperatura de 40 °C
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Figura 31. Comportamiento del consorcio bacteriano aislado del relave minero
Versus la concentracion de plomo en el medio de cultivo 9K durante el proceso de
bioacumulacion a una temperatura de 40 °C, con una concentracion inicial de plomo
de 3.97 mg/mL.

La figura 31 muestra una comparacion entre el crecimiento del consorcio bacteriano
aislado del relave minero versus la concentracion del plomo durante el tiempo del proceso
de bioacumulacién a temperatura de 40 °C, donde se observa con efectividad el
incremento de la biomasa, pero una baja disminucion en la concentracién de plomo.

Por el contrario, Delgado, S., & Castillo, D. (2015) evaluo6 el efecto de la temperatura en
el incremento microbiano y la biooxidacion del hierro de la calcopirita por un consorcio
microbiano, realizando 4 tratamientos experimentales a 25, 40, 55y 70 °C, encontrandose
en tratamiento experimental de 70 °C una mayor biooxidacion de Fe?* y mayor
concentraciéon microbiana, determinando estadisticamente que la temperatura no tuvo

influencia en el incremento de biomasa ni en la biooxidacion del hierro de la calcopirita.
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Para Liu et al., (2008) la concentracién de sélidos, la temperatura, el oxigeno, el pH, el
potencial de oxidacion, la cepa bacteriana y la concentracion celular son factores que
juegan un papel importante en la optimizacion del proceso de bioacumulacion, ante ello
Sreekrishnan et al., (1993) afirma que la temperatura es el pardmetro individual mas
influyente en el proceso de bioacumulacion. MacDonald y Clark (1970) demostraron que
la disminucion del pH en el medio influye en la temperatura para el crecimiento y oxidacion
de hierro por bacterias quimiolitoautotroficas dismuyendo la eficacia en el proceso de

bioacumulacion.

4.4, Caracterizacion molecular del consorcio bacteriano

En este trabajo se describe el aislamiento de un consorcio bacteriano procedente de un
relave minero a un PH de 2.1 y cultivado en medio 9k, con la capacidad de bioacumular
plomo, para el tratamiento de relaves mineros, la cual se caracteriz6 molecularmente en
el laboratorio INCA'BIOTEC S.A.C.

Se realizo la extraccion del ADN genomico del consorcio bacteriano, adaptado a
diferentes temperaturas (Ambiente (21°C), 30 °C y 40°C), se realiz6 utilizando el kit
comercial Power Soil DNA Isolation kit (MoBio), teniendo una concentracion celular de
una poblacion de ~1x 107 cel/l mL del consorcio bacteriano. EI ADN extraido fue
conservado a -20 °C hasta su amplificacion por PCR dirigida al gen 16S ARNr. En la
amplificacion por PCR del consorcio bacteriano, usando los oligonucleétidos para
bacterias, nos brinda resultados positivos.

Figura 32. Equipo de

secuenciamiento de ADN bacteriano
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Figura 33. Electroforesis en gel de
agarosa (1.5 %) de los fragmentos
obtenidos por PCR visualizado bajo un
transiluminador de luz UV utilizando un
Marcador de peso molecular (MPM) 100
pb DNA Ladder (100- 3000pb), Control
(C), A: Consorcio a bacteriano aislado de

relave minero.

En la figura 33, se muestra la amplificacion de la region V4 del gen ARNr 16S para el
dominio bacteria, la cual seria la mas adecuada para identificar taxonomicamente hasta
el nivel de género, esto es obtenido mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
usando los iniciadores universales para bacterias 515F y 806R para amplificar un
fragmento de ADNr de 550 pb. En el cual el extremo 5 ' del oligonoclueotido 515F, se
afadié una secuencia adicional rica en GC de 40 nucle6tidos (GC-pinza) para obtener
las unidades taxondmicas operacionales (Muyzer et al., 1993)

Las unidades taxonOmicas operacionales (OTUs) obtenidas fueron clasificadas
taxonémicamente usando BLASTnN, y comparadas con una base de datos derivada de
Greengenes, RPDIl y NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov), en la cual se identifico al phylum:

proteobacteria, clase: gammaproteobacterias, orden: acidithiobacillus, familia:

acidithiobacillaceae, genero acidithiobacillus.
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

phylum OIEPC

proteobacteria 36.7324171
class OIEPC
gammaprotecbacteria 34.0291027
order OIEPC
Acidithiobacillales 29.3193209
family OIEPC
Acidithiobacillaceae 22.367017
Genus 1/2 OIEPC
Acidithiobacillus 22367017
Species DIEPC
acidithiobaciflus thiooxidans ®.2012935
Acidithiobacillus caldus 2.1014225
] Acidithiobacillus albertensis 0.8926340 |

El filo Proteobacteria es muy diverso; presenta grupos con casi todos los tipos de
metabolismos, autétrofos, heterotrofos, aerobios, anaerobios quimiolitétrofos,
qguimiorganotrofos, mixotrofos, etc. es por eso que el estudio de la actividad metabdlica
resulta complicado, incluso en niveles taxondmicos como orden o familia (Madigan,
2004). Las bacterias Acidithiobacillus contienen un alto grado de heterogeneidad
genética. Son bacilos, gram negativos, con forma de bastén y miden 0.5 a 1 micra y viven
en un rango de PH de 1.3 a 3.5, y Sus cepas tienen un solo flagelo y pili tipo IV necesario
para su movilidad desplazamiento y adherencia a los minerales. Tienen un genoma de
28106 pares de bases aproximadamente y un 55-65% de bases Guanina-Citosina
(Huber, 1986).

Las especies del género Acidithiobacillus pertenecen a las subclases alfa, beta y gamma
de las Proteobacterias. Las especies de Acidithiobacillus exhiben casi tanta diversidad en
la composicion y fisiologia del ADN como se encuentra colectivamente en todos los
demas grupos proteobacterianos. Sobre la base de los caracteres fisiologicos y las

comparaciones de la secuencia del gen del ARNr 16S, se propone reasignar ocho de las
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especies de Acidithiobacillus existentes a tres géneros recientemente designados dentro
de la subclase gamma de las Proteobacterias, a saber, Acidithiobacillus, Halothiobacillus
y Thermithiobacillus Kelly, D. P., & Wood, A. P. (2000). Coincidiendo asi, con las
caracteristicas del consorcio aislado del relave minero (Acidithiobacillus sp) para la
bioacumulacion de plomo por sus diferentes mecanismos de supervivencia y adaptacion

al medio ambiente.

4 5. Anaélisis estadistico

Analisis descriptivo de las variables. Dia 0.

95% del intervalo de
confianza para la media | Minimo Maximo
Desv. Desv. Limite Limite

N Media | Desviacion | Error inferior superior
Control 3| ,0200 ,01000| ,00577 -,0048 ,0448 ,01 ,03
Ambiente 3| ,0300 ,01732| ,01000 -,0130 ,0730 ,02 ,05
30°C 3| ,0367 ,02082| ,01202 -,0150 ,0884 ,02 ,06
40°C 3| ,0400 ,01732| ,01000 -,0030 ,0830 ,02 ,05
Total 12| ,0317 ,01642| ,00474 ,0212 ,0421 01 06

Fuente: Elaboracion propia. SPSS

La tabla permite observar los valores de la media, minimo y maximo del Dia O,
determinandose que existe diferencia leve en la temperatura 30°C a comparacion de la

temperatura ambiente y 40°C, lo que nos permite seguir con el tratamiento.

Analisis estadistico ANOVA de un factor. Dia 0

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos ,001 3 ,000 ,824 ,517
Dentro de grupos ,002 8 ,000
Total ,003 11

La tabla nos muestra la prueba de comparacion de medidas repetidas para evaluar el
efecto de la bioacumulacion de Pb. El estadistico de Fisher presenta un valor de F=0.824
el cual indica que no existe diferencia significativa en el dia O porque no hay diferencia
entre los grupos ni dentro los grupos de tratamiento.
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Subconjuntos homogéneos. Dia 0

En la tabla, se muestra la prueba de Tukey en el dia 0, que indica la presencia de tres
tratamientos mas un control (ambiente, 30 y 40) donde se muestra que el tratamiento
control tiene un valor de 0.0200, el tratamiento ambiente muestra un valor de 0.0300 y el
tratamiento de 40°C un valor de 0. 400 siendo el que sobresale en el inicio del tratamiento

HSD Tukey?

Subconjunto

para alfa = 0.05

TratamientoDia0 N 1

Control 3 ,0200
Ambiente 3 ,0300
30°C 3 ,0367
40°C 3 ,0400
Sig. ,503

de bioacumulacion de plomo.

Analisis descriptivo de las variables. Dia 15.

95% del intervalo de
confianza para la media | Minimo Maximo
Desv. Desv. Limite Limite
N Media | Desviacién | Error inferior superior
Control 3| ,0167 ,01155| ,00667 -,0120 ,0454
Ambiente 3] 1,3700 ,01000| ,00577 1,3452 1,3948 ,01 ,03
30°C 3] 1,8933 ,08327| ,04807 1,6865 2,1002 1,36 1,38
40°C 3] 1,4267 ,02082| ,01202 1,3750 1,4784 1,80 1,96
Total 12] 1,1767 ,73190| ,21128 7116 1,6417 ,01 1,96

Fuente: Elaboracion propia. SPSS.

La tabla nos permite observar los diferentes valores de la media, minimo y maximo del
dia 15, sobresaliendo el tratamiento a temperatura de 30°C, ya que la media es 1.9 a

diferencia de las medias del tratamiento a temperatura de 40°C y ambiente.

Analisis estadistico ANOVA de un factor. Dia 15
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Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 5,877 1,959 1031,099 ,000
Dentro de grupos ,015 ,002
Total 5,892 11

La Tabla ANOVA muestra que la significancia (p = 000 es inferior al nivel de significancia

fijado (0,05), esto significa que hay diferencia significativa entre los tratamientos, ya que

cada acumulacion es diferente de cada tratamiento.

Subconjuntos homogéneos. Dia 15

PbDial5

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

TratamientoDial5 |N 1 2 3
Control 3 ,0167
Ambiente 3 1,3700
40°C 3 1,4267
30°C 3 1,8933
Sig. 1,000 434 1,000

Esta tabla nos muestra que en los tratamientos de bioacumulacion a temperatura

ambiente y a 40°C no hay diferencia significativa pues estdn acumulando lo mismo y a

temperatura de 30°C por lo que en la grafica se muestran juntos, mientras el tratamiento

a temperatura de 30°C se encuentra en otro grupo por lo que se muestra que es diferente

a los demas tratamientos establecidos, por lo que se concluye que en el tratamiento a

30°C hay mayor bioacumulacion de plomo.

Analisis descriptivo de las variables. Dia 25.

95% del intervalo de
confianza para la media Minimo Maximo
Desv. Desv. Limite Limite
Media | Desviacion Error inferior superior
Control 3 ,0233 ,00577 ,00333 ,0090 ,0377 ,02 ,03
Ambient 1,9100 ,02646 ,01528 1,8443 1,9757 1,88 1,93
e
30°C 2,7700 ,01000 ,00577 2,7452 2,7948 2,76 2,78
40°C 1,3367 ,01528 ,00882 1,2987 1,3746 1,32 1,35
Total 12| 1,5100 1,04297 ,30108 ,8473 2,1727 ,02 2,78

48




Fuente: Elaboracion propia. SPSS

La tabla nos permite observar los diferentes valores de la media, minimo y maximo del
dia 25, sobresaliendo el tratamiento a temperatura de 30°C, ya que la media es 1.9 a

diferencia de las medias del tratamiento a temperatura de 40°C que es 1.3 y ambiente

que es1.9.

Anadlisis estadistico ANOVA de un factor dia 25

Suma de Media

cuadrados gl cuadratica F Sig.
Entre grupos 11,963 3 3,988 14954,333 ,000
Dentro de grupos ,002 8 ,000
Total 11,966 11

Fuente: Elaboracién propia. SPSS

Esta tabla muestra una significancia menos a 0.05 por lo que se concluye que, si hay

diferencia entre los tratamientos a temperatura ambiente, 30C° y a 40°C

Subconjuntos homogéneos. dia 25

PbDia25

HSD Tukey?
Subconjunto para alfa = 0.05

TratamientoDia25 N 1 2 3 4
Control 3 ,0233
40°C 3 1,3367
Ambiente 3 1,9100
30°C 3 2,7700
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000

Fuente: Elaboracién propia. SPSS

En esta tabla se muestra que hay diferencia entre los tratamientos a temperatura
ambiente, temperatura 30°C y la temperatura de 40°C, en donde se concluye que la

bioacumulacion de plomo es mayor en el tratamiento a temperatura ambiente.
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5.

CONCLUSIONES

Se logré aislar el consorcio bacteriano de relave minero en el medio 9k.
Se caracteriz6 el consorcio bacteriano aislado de relave minero de
manera microscopica de los cuales mediante una tincion gram se logré
identificar la morfologia de Acidithiobacillus sp, obteniendo un cultivo
homogéneo con una poblacién idonea de bacterias para el tratamiento.
Se logroé identificar la especia del consorcio bacteriano mediante la

técnica ARNr 16S metagendmica obteniéndose tres especies:

Acidithiobacillus thiooxidans, Acidithiobacillus caldus y Acidithiobacillus

albertensis.

Se determind la efectividad de la temperatura en los tratamientos

realizados con el consorcio bacteriano en la bioacumulacion de plomo,

el tratamiento trabajado a temperatura de 30 °C muestra una

efectividad significativamente alta en comparacion al tratamiento

trabajado a temperatura ambiente y 40 ° C, donde la bioacumulacién

de plomo es mayor.

Se determind que, a 30 °C, la biocumulacion de plomo es mayor.
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RECOMENDACIONES

e Realizar andlisis exhaustivo de la muestra del relave para identificar y
cuantificar que tipos de minerales pudieran presentar la muestra en
estudio.

e Reducir el tratamiento a 25 dias ya que la bioacumulacién de plomo se
mantiene constante en el tiempo.

e Realizar mas tratamiento variando PH en conjunto con la temperatura

para obtener una mejor bioacumulacién de plomo.
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8. ANEXOS

. Pruebade homogeneidad de varianzas. Dia O

Anexo N° 01

Prueba de homogeneidad de varianzas

Estadis
tico de gl gl Si
Levene 1 2 g.
P Se basa en la 1,043 3 te] 4
b media 24
D
1 Se basa en la ,103 3 3 9
a mediana 56
0
Se basa en la ,103 3 6, 9
mediana y con gl 37 56
ajustado 7
Se basa en la ,892 3 te] 4
media recortada 86

Esta tabla muestra que P> 0.05 por lo que se concluye que dentro de los tratamientos a

temperatura ambiente,30°C y 40°C no hay diferencia significativa dentro de las repeticiones.

e Pruebas post hoc. Dia0

Variable dependiente: PhbDia0
HSD Tukey

Comparaciones multiples

Intervalo de
confianza al
Diferencia de 95%

(I) TratamientoDia0 (J) TratamientoDiaO  medias (I-J)  Desv. Error Sig. Limite inferior
Control Ambiente -,01000 ,01374 ,883 -,0540
30°C -,01667 ,01374 ,637 -,0607
40°C -,02000 ,01374 ,503 -,0640
Ambiente Control ,01000 ,01374 ,883 -,0340
30°C -,00667 ,01374 ,960 -,0507
40°C -,01000 ,01374 ,883 -,0540
30°C Control ,01667 ,01374 ,637 -,0273
Ambiente ,00667 ,01374 ,960 -,0373
40°C -,00333 ,01374 ,995 -,0473
40°C Control ,02000 ,01374 ,503 -,0240
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Ambiente ,01000 ,01374 ,883 -,0340
30°C ,00333 ,01374 ,995 -,0407

Segun el reporte de la tabla de ANOVA muestra p > 0.05 lo que demuestra que no hay diferencia
entre los tratamientos, por lo tanto, la tabla de post hoc no muestra diferencia entre los

tratamientos.

e Prueba de homogeneidad de varianzas. Dia 15

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
PbDial5 Se basa en la media 6,619 3 8 ,015
Se basa en la mediana 1,462 3 8 ,296
Se basa en la mediana y 1,462 3 2,439 ,405
con gl ajustado
Se basa en la media 6,009 3 8 ,019

recortada

Esta tabla muestra que P > 0.05 por lo que se concluye que dentro de los tratamientos a temperatura
ambiente,30°C y 40°C no hay diferencia significativa dentro de las repeticiones.

e Pruebas post hoc. Dia 15

Comparaciones multiples
Variable dependiente: PbDial5

HSD Tukey
Intervalo de
confianza al
Diferencia de 95%
(I) TratamientoDial5 (J) TratamientoDial5 medias (I-J)  Desv. Error Sig. Limite inferior
Control Ambiente -1,35333" ,03559 ,000 -1,4673
30°C -1,87667" ,03559 ,000 -1,9906
40°C -1,41000" ,03559 ,000 -1,5240
Ambiente Control 1,35333" ,03559 ,000 1,2394
30°C -,52333" ,03559 ,000 -,6373
40°C -,05667 ,03559 ,434 -,1706
30°C Control 1,87667" ,03559 ,000 1,7627
Ambiente ,52333" ,03559 ,000 ,4094
40°C ,46667" ,03559 ,000 ,3527
40°C Control 1,41000° ,03559 ,000 1,2960
Ambiente ,05667 ,03559 ,434 -,0573
30°C -,46667" ,03559 ,000 -,5806

Segun el reporte de la tabla de ANOVA muestra p < 0.05 lo que demuestra que hay diferencia
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entre los tratamientos, por lo tanto, la tabla de post hoc muestra diferencia entre los tratamientos.

e Prueba de homogeneidad de varianzas. Dia 25

Estadistico de

Levene gll gl2 Sig.
PbDia25 Se basa en la media 3,067 3 8 ,091
Se basa en la mediana ,648 3 8 ,606
Se basa en la mediana y ,648 3 3,600 ,628
con gl ajustado
Se basa en la media 2,788 3 8 , 109

recortada

Esta tabla muestra que P > 0.05 por lo que se concluye que dentro de los tratamientos a temperatura
ambiente,30°C y 40°C no hay diferencia significativa dentro de las repeticiones.

e Pruebas post hoc. Dia 25

Comparaciones multiples
Variable dependiente: PbDia25

HSD Tukey
Intervalo de
confianza al
Diferencia de 95%
(I) TratamientoDia25 (J) TratamientoDia25  medias (I-J)  Desv. Error Sig. Limite inferior
Control Ambiente -1,88667" ,01333 ,000 -1,9294
30°C -2,74667" ,01333 ,000 -2,7894
40°C -1,31333" ,01333 ,000 -1,3560
Ambiente Control 1,88667" ,01333 ,000 1,8440
30°C -,86000° ,01333 ,000 -,9027
40°C ,57333" ,01333 ,000 ,5306
30°C Control 2,74667" ,01333 ,000 2,7040
Ambiente ,86000" ,01333 ,000 ,8173
40°C 1,43333" ,01333 ,000 1,3906
40°C Control 1,31333° ,01333 ,000 1,2706
Ambiente -,57333" ,01333 ,000 -,6160
30°C -1,43333" ,01333 ,000 -1,4760

Segun el reporte de la tabla de ANOVA muestra p > 0.05 lo que demuestra que no hay diferencia entre los
tratamientos, por lo tanto, la tabla de post hoc non muestra diferencia entre los tratamientos.
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