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RESUMEN

El presente proyecto de investigacion consistird en aislar e identificar molecularmente
consorcios bacterianos nativos obtenidos de aguas contaminadas por el desarrollo de
actividades mineras. Para tal efecto se realizara un muestreo de las aguas contaminadas en la
mina artesanal ubicada en el anexo de Secocha. Las muestras seran llevadas al laboratorio y se
realizaran los cultivos y las réplicas necesarias hasta aislar colonias con cepas bacterianas
puras. Luego se realizara la extraccion de ADN de las cepas bacterianas identificadas para
proceder con el desarrollo de su secuenciacion de nucleétidos e identificacion de arboles
filogenéticos. Finalmente se desarrollaran ensayos de laboratorio en donde se mostrara la
capacidad de remocion de mercurio y mediante modelos matematicos se identificara el
comportamiento de la cepa bacteriana con respecto al tiempo.

Asimismo, se realizara el analisis bioinformatico correspondiente para encontrar la mayor
homologia de los microorganismos aislados y asi se podréa identificar la existencia de nuevas
cepas bacterianas, las cudles seran utilizadas para realizar los ensayos de biorremediacién en
agua contaminada con mercurio. Efluente presente en aguas residuales donde se recupera oro.

Palabras clave:

Identificacion molecular, consorcios bacterianos, extraccion de ADN, anélisis

bioinformatico, biorremediacion.
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ABSTRACT

Mining planning today and has always been a fundamental part of the production process in
the mining industry, as this is what determines what portion of the deposit will be extracted,
based on a detailed and exhaustive analysis of the costs required to extract each portion of the
deposit, with the objective of providing the greatest utility to the operation.

This research work aims to develop an algorithm that allows incorporating environmental
remediation costs into the mining planning process, thus covering a significant fraction of the
costs that are inherent in any operation and that by law corresponds an adequate occupation
thereof. The environmental problems generated by mining operations have established a high
degree of disapproval on the part of the population, due to the lack of foresight on the part of
the companies that assume the role of taking advantage of mineral wealth. The application of
this algorithm in the mining planning will allow to determine from the beginning the costs
generated by the extraction of each portion of material, including the generated environmental
impact and consequently produce a full, integral and modern mining planning.

Keywords:

Mining, Planning, Block Model, Recovery.
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INTRODUCCION

El proceso de recuperacion del mineral en la actualidad depende del tipo de yacimiento, la
escala de produccion, los costos y presupuestos planificados.

El anexo de Secocha es un tipo de yacimiento mesotermal, la escala de produccion es a
pequefia escala del tipo artesanal y la inversion en frentes de recuperacion se encuentra sujeta
a la inversion realizada por los duefios de determinadas concesiones 0 asociaciones que
financian el desarrollo de la explotacion minera y por consiguiente recuperacion del mineral.

El material que contiene oro es molido mediante el uso de quimbaletes en donde mediante
el uso de mercurio se concentra el oro mediante la generacion de una amalgama. Posterior a
ello la amalgama es quemada y por efecto de la temperatura se libera el mercurio al medio
ambiente y se recupera el oro concentrado. Este proceso da lugar a la liberacion del mercurio
gaseoso al medio ambiente, mientras que las aguas residuales tanto en los relaves como en las
zonas circundantes contaminan los suelos, aguas freaticas, zonas de cultivo y medio ambiente
en general.

El impacto por la manipulacion y generacion de contaminacion por el uso de mercurio
origina dafios sobre la salud de los trabajadores mineros, asi como a sus familias. Dicha
contaminacion es a gran escala y origina impactos sobre la salud y el ecosistema, en el afio
2019 los pobladores del anexo de Secocha solicitaron a las entidades propias del estado declarar
en estado de emergencia ambiental a Secocha por el incremento de mineros artesanales en el
lugar y por el uso indiscriminado del mercurio en la recuperacion del oro.

Los metales pesados son uno de los contaminantes mas toxicos y dificiles de tratar. Las
aguas contaminadas con mercurio se obtienen como proceso de salida de en la recuperacion
del oro. Cabe aclarar que estos metales pesados se encuentran en la corteza terrestre de forma
natural, pero si su distribucidon a lo largo de los ecosistemas no es la correcta se convierten en
los agentes tdxicos mas peligroso para el ecosistema. Uno de los metales pesados que afectan
mas al ecosistema y a la salud de persona es el mercurio. Este metal se puede encontrar de
manera natural o se puede originar por el desarrollo de actividades antropicas como lo es la
mineria del oro, en cuyo proceso de recuperacion se genera actividades de alto impacto sobre
el medio ambiente.

Una caracteristica propia del mercurio es que es bioacumulable, afectando principalmente a
mujeres embarazadas, ancianos y sobre todo a la poblacidn infantil. El ingreso del mercurio en
el organismo da lugar a que este actle como una neurotoxina, afectando el cerebro y el sistema

nervioso en general.
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A partir del grave impacto ambiental y del severo dafio que genera el mercurio se propone
el desarrollo del presente proyecto de investigacion, con el objetivo de identificar cepas
bacterianas presentes en aguas contaminadas con mercurio, las mismas que luego de un proceso
experimental permitan demostrar la capacidad de biorremediacion. Esto con el proposito de
mejorar las condiciones técnicas, ambientales y sociales de las poblaciones en donde se
desarrollan actividades mineras. Con el presente proyecto se busca motivar la generacion de
programas Yy proyectos ambientales desarrollados con el objetivo de controlar y presentar
alternativas de solucion a tan graves efectos ambientales y sobre la salud de las personas,

causados por el uso de mercurio.
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CAPITULOI
1. GENERALIDADES DE LA INVESTIGACION

1.1. Ubicacion

Secocha, se encuentra ubicada en el distrito de Mariano Nicol&s Valcércel, provincia de
Camana, en el departamento de Arequipa.

La minera artesanal de Secocha posee un yacimiento de oro que fue explotado por diversas
empresas mineras desde el afio 1893, aunque hay referencias de extracciones desde la época de
la colonizacién.

Durante los altimos afios Secocha ha sufrido un gran incremento en cuanto poblacién y por
consiguiente uso de materiales e insumos para la recuperacion del oro dentro de lo que destaca
el uso del mercurio. Las caracteristicas actuales de Secocha hacen que no sea posible el trabajo
trabajos de recuperacion del mineral a gran escala por las compafiias mineras formales.
Figura 1

Ubicacion del Anexo de Secocha.

Fuente: UTO Ocofia (2011)
Nota. La figura muestra la ubicacion geogréafica, departamental y los distritos presentes en la provincia.

1.2. Zonas de Acceso a Secocha
La ruta por carretera mas corta desde Arequipa es rumbo a Camand, con una distancia de
112 Km y la duracion aproximada del viaje es de 3h 25 min.
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Tabla 1

Rutas de acceso a Secocha.

Origen Destino km Tipo de Carretera
Arequipa Camana 178 Asfaltada
Asfaltada
Camana Secocha 114.4 )
/Afirmada

Nota. En la tabla se muestra el origen, destino y distancias correspondientes a la zona de Secocha.

1.3. Cuencas hidrograficas

La zona se ve relacionada con la cantidad de agua que tiene el rio Ocofia. Este lugar (Valle
de Ocofia) tiene como principal actividad la agricultura y en su transcurso esté el pueblo de
Ocofia, que es la capital del distrito. Ocofia tiene 2 cuencas hidrogréficas, las cuales sus aguas
terminan en el Océano Pacifico, estamos refiriéndonos al rio Ocofia y Pescadores.

Toda la extension del rio Ocofia tiene un recorrido de 270 kilometros, considerado por la
cantidad de agua que registra uno de los mas caudalosos del Pert, uno de los que aportan mayor
cantidad de recurso hidrico al rio Ocofia nace en la parte Sur de Ayacucho, en la frontera con
la regién Apurimac y otro aportante en la provincia de La Unidn en la Regidn Arequipa. El
distrito de Ocofia no tiene afluentes en su recorrido de 15.58 kildmetros, en el rio Ocofia cuenta
con una gran variedad de flora y fauna, en dicho valle se encuentra el 90% de los poblados
incluido la capital del distrito. El recurso hidrico que lleva el rio Ocofia es el recurso méas
importante ya que es usado para la agricultura, pesca y la mineria.

En toda la cuenca del rio Ocofia cuenta con alrededor de 70 mil habitantes, existen mas de
70 comisiones de regantes, 17 grupos de pescadores artesanales del camarén, 19 grupos
existentes de mineros artesanales, todos ellos se encuentran en los 38 distritos y 5 provincias

de los departamentos de Arequipa y Ayacucho.
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Grafico 1

Cuencas hidrograficas.

CUENCAS

[] PaciFicO DPTO AREQUIPA
|| ATLANTICO 1043 : Ocona
[ | TITICACA 1044 : Camana
INTERCUENCAS| 1045 : Quilca
= 1046 : Tambo

Fuente: Sistema de Informacion Ambiental del Per( (2011)

Nota. Sistema de informacién ambiental del Per, las cuencas 1042 y 1043 que corresponden a las de Caraveli y
Ocofia respectivamente.

1.4. Servicios basicos en Secocha

El anexo de Secocha carece de agua y desagle, lo que acrecienta el nivel de contaminacion

en el medio ambiente y el incremento de enfermedades infecciosas.

Figura 2

Calles del anexo de Secocha.

Nota. En la imagen se puede apreciar el vertimiento de desechos organicos y desechos de relaves producto del
proceso de recuperacion del oro con el mercurio.
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REPOSITORIO DE

1.5. Actividad econdmica desarrollada en Secocha

En el distrito de Mariano Nicolas Valcarcel tenemos el involucramiento de 32 concesiones
mineras, de las cuales 5 de estas cuentan cono titular a CIA Minera Caraveli, la cual tiene a
Posco N°2, N°3, N°4 'y Consuelo Il; cuenta en total con 2440 hectareas donde se desarrollan la
actividad minera 5237 informales.

La segunda empresa mas importante y cuyas operaciones predominan es la Empresa Minera
Secocha del Sur integrada por 184 socios. La empresa posee 2 concesiones: Asppmacsu 1y
Asppmacsu 2, con 100 hectareas cada una, ambas concesiones fueron tituladas en el 2005.

Fuente: Macro Regidn Sur: Formalizacion minera, Realidad y fracaso. Arequipa, 2015.

Figura 3
Actividad econdmica desarrollada en Secocha.

Fuente: Revista digital El Buho (2018)
Nota: Frentes artesanales improvisados y delimitados segun las asociaciones predominantes en el lugar.

La actividad econdmica productiva de la que viven los cientos de familias desde el 2003 es
del desarrollo de la mineria artesanal. Todo ello es impulsado por los costos de recuperacion
del oro y la baja inversion en cuanto uso de insumos, factores que permitieron que la poblacion
fuera creciendo de tal manera que, segun el Instituto Nacional de Estadistica e Informatica, el
distrito donde se aloja mayor cantidad de personas en el distrito de Mariano Nicolas Valcarcel,
que en el afio 2000 registro 2919 habitantes, en el 2015 se contabilizo méas del doble
6890 habitantes. Segun los resultados del censo del 2017, el distrito registro 20,200 habitantes.
Siendo el 87% de la poblacién (mineros artesanales en el caso de los hombres y en el caso de
las mujeres y nifios pallaqueros). Las labores mas desarrolladas se encuentran en frentes bien

delimitados, mientras que el resto busca el oro entre los escombros y basureros.
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Segun los reportes brindados por la Gerencia de Energia y Minas de Arequipa, se indica que
se extrae aproximadamente cerca de seis kilos diarios de oro recolectados entre los 150 frentes
de explotacién en donde trabajan laboran alrededor de 10,000 mineros ilegales.

Figura 4

Extraccion del oro desarrollada por mineros artesanales.

Fuente: Revista digital EI Buho (2018)
Nota: El material con presencia de oro es recuperado y trasladado a los quimbaletes en donde se realizara el
proceso de recuperacion del oro a partir de su conformacién en amalgama.

Figura 5

Monitoreo Ambienta - Secocha.
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Fuente: Google Earth (2018)
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1.6. Impacto del Mercurio

El mercurio y su contacto con el medio ambiente en todas sus formas es extremadamente
toxico, tanto para animales, seres humanos, para todo el medio ambiente en su totalidad. En
cantidades altas el mercurio es mortal, la inhalacién de vapor de mercurio es la forma mas
comun de penetracion de dicho elemento al cuerpo humano. Se calcula que un 80% de mercurio
inhalado en forma de vapor es retenido en nuestro organismo. Luego que este es absorbido, el
mercurio facilmente es dispersado por todo nuestro cuerpo, tiene la gran capacidad de poder
pasar con facilidad los obstaculos que muestre nuestro sistema inmunolégico.

El mercurio en su estado elemental es oxidado a mercurio inorganico divalente a través de
la via hidrégeno peroxidasa-catalasa, este se encuentra en la gran parte de tejidos. La dispersion
del mercurio en su estado elemental absorbido se ve limitada primordialmente por la oxidacion

a mercurio divalente, ya que el ultimo mencionado tiene una movilidad menor.

Figura 6
Propiedades del Mercurio.
Metal noblke soluble (nicamente en

soluciones  oxidantes.  (Escuela  de
Quimica, 2016)

Masa atomica: 200, 59 gmol. (Escuela
de Quinuca, 2016)

Densidad: 16,6 g/ml (Escuela de
Quimuca, 2016)

Punto de ebullicion: 357 © C. (Escuela
de Quimica, 2016)

Forma soluciones llamadas amalgamas
con almmos metakes como el oro, plata,
cobre y plomo. (Escuela de Quinuca,

2016)
Figura 1. Mercuro La tension superficial del mercurio
Fuente. (Sotomayor, 2017) iquido es de 484 dinas/cm, 6 veces

mayor que el agua en contacto con el
are, por este motivo no puede mojar
nnguna superficie con la que este en
contacto. En are seco no se oxida pero
en himedo se cubre con una capa de
oxido. (Escuela de Quimica, 2016)
Tiene capacidad para reaccionar en
forma lbquida, solida o acuosa.
(Escuel de Quimica, 2016)

La absorcion a través de la inhalacién de mercurio tiene grandes posibilidades de poder

ocasionar dolores de pecho, hemoptisis y en algunos casos neumotitis intersticial, la que puede
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generar hasta la muerte. Si se ingiere compuestos con mercurio, refiriéndonos en especifico al
cloruro de mercurio, este llega a causar gastroenteritis ulcerosa y necrosis tubular aguda, esto
lleva hasta la muerte por motivos de anuria si es que es el caso que no se pudo realizar la
didlisis. Si la dosis de mercurio es pequefia, éste puede afectar directa y gravemente un éptimo
desarrollo del sistema nervioso.

Es gravemente afectado el sistema nervioso central al estar expuesto este a los vapores de
mercurio, una exposicion constante a este puede ocasionar reacciones psicéticas que tienen la
caracteristica de generar delirios, querer atentar contra su vida, cambio brusco de animo, en
varios casos genera un incremento considerado en la escala de agresividad.

El nivel de toxicidad para otros organismos como para el ser humano va a depender
directamente de la forma en que se presente el mercurio, la cantidad, las vias 0 en medio en el
cual se esta expuesto.

Hay casos en que se presentan casos con personas que son considerablemente vulnerables y
sensibles al exponerse al mercurio, particularmente hablamos del feto, un recién nacido, los
nifios de menores afios o los ancianos. En los casos anteriormente mencionados sus sistemas
nerviosos estan en formacion o ya en degeneracion en el caso de los ancianos. Es por ello que
se debe toma conciencia sobre los problemas y dafios que puede generar la exposicion al
mercurio, es un peligro latente para toda la poblacion.

Para poder evitar efectos ecologicos existen los limites criticos permisibles, para el mercurio
en suelos que son organicos esta fijado en 0,07 — 0,3 mg/kg de mercurio total en los suelos, de
todos los organos es el rifion el mas expuesto y afectado, ya que se puede desarrollar en él
sindromes nefriticos, esto como respuesta a la exposicion de mercurio.

Esta demostrado que al estar expuestos de manera moderada al mercurio, este afecta y dafia
en particular un sistema de enzimas de la tiroides, teniendo concentraciones en la orina de 15-
30 mg/g de creatinina, estos mismos niveles se ven en los informes de efectos en menores sobre
sus rifiones y en el sistema nervioso central. Uno de los factores muy resaltante de lo que puede
llegar a causar el mercurio en el medio ambiente es la alta capacidad que tiene este para poder
almacenarse en el organismo y asi tener ingreso en otros organismos vivos, esto dado por la
cadena alimenticia en base a su alta capacidad bioacumuladora y de biomagnificacion. A partir
de estas caracteristicas particulares que cuenta el mercurio es que este metal esta presenta en
gran mayoria de los pescados de color azul, por lo tanto, si bien es cierto que el consumo de
pescado es bueno y muy beneficioso para la salud, en este caso en particular nos llega a generar

un alto nivel de riesgo debido a la acumulacion de este metal en los mismos.
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Graéfico 2

Bioacumulacion de mercurio.
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Fuente: Revista digital Ecoticias (2016)
Nota. La bioacumulacion es un proceso de depésito gradual y durante un determinado tiempo, de una sustancia
quimica en el organismo de un ser vivo.

También puede ser absorbido el mercurio inorganico, en la mayoria de los casos en
cantidades menores y a su vez con una menor eficiencia en comparacion con el metil mercurio.
El componente que tiene mas incidencia en el bienestar y salud de los animales y los humanos
es la biomagnificacion; el metil de mercurio es lo que los peces adhieren con mas fuerza, esto
gracias a la afinidad por los compuestos proteinicos; muy cerca al 100% de mercurio es
bioacumulado en los peces depredadores como consecuencia de la cadena alimenticia.
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Grafico 3

Biomagnificacion del Mercurio.

Food web

Nlustrations: Constance Odardo, SPC

Fuente: Constance Odiardo,SPC (2019)

Nota. El mercurio derivado de la actividad industrial como la mineria incrementa la cantidad de mercurio en el
aire, agua, suelos dando lugar a que este llegue finalmente a los rios y océanos, luego se abre paso a través de la
cadena alimenticia, acumulandose en animales marinos y bioacumulandose en los depredadores mas grandes

como el pez espada y los tiburones.

Las emisiones y las transformaciones son aquellos procesos que terminan definiendo el
destino y por ende el transporte del mercurio por la atmdsfera. El origen de las emisiones de
mercurio puede ser por procesos naturales o también por antrdpicos, entre los procesos
naturales tenemos la volatilizacion que parte de la vegetacion, la liberacion de gases de
emisiones volcanicas y por ende de materiales geoldgicos.

Las emisiones antropogénicas son inferidas de aquellas fuentes de combustion de un
contenido que varia en mercurio y de procesos industriales, esta tiene la posibilidad de
mostrarse en forma gaseosa como en particular. Ya cuando el mercurio este en contacto con el
suelo, dicha sustancia esta sujeta a reacciones bioldgicas y reacciones quimicas diferentes. Las
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caracteristicas que presente el suelo como la temperatura, el pH, acido himico, estas son en su
mayoria a favor de la formacién de compuestos inorganicos de mercurio libres con aniones
inorganicos.

No obstante, unos compuestos de Mercurio (II) tienen un alto nivel de solubilidad y
normalmente estos forman complejos con las arcillas de suelos y materia organica. Dicha
conducta restringe en una alta medida el movimiento del Hg en la superficie, haciendo que
actlien como grandes reservas de Hg antropogénico.

Hay distintas formas en las cuales el Hg puede lograr a tener el dominio del agua. El
Mercurio (I1) y especificamente el metilmercurio, pueden depositarse directamente de la
atmosfera a través de una via con humedad o una seca en los cuerpos; también logran ser
sumados por accién de las precipitaciones; ademas el mercurio aparte que puede ser trasladado
por arrastre por aguas superficiales, también este mismo puede ser arrastrado y trasladado por
aguas subterraneas a través de cadenas hidricas.

El recurso hidrico de la costa esta altamente afectado en un alto grado por especies reactivas
de mercurio y Hg elemental libres a la atmosfera por actividades humanas colindantes o
cercanas, COMO Se presenta en nuestro proyecto de investigacion.

Si hacemos una comparacion entre las aguas oceanicas y las aguas costeras, el aporte de
mercurio en la primera mencionada es mucho menos a comparacion de la otra. Para las aguas
oceanicas la contaminacion de mercurio llega directamente de la atmoésfera. El proceso de
metilacion es realizado especialmente en cuerpos de aguas continentales y en sedimentos.

Hay dos rutas las cuales los compuestos metilados de mercurio pueden seguir, una es la via
anaerodbica y la otra es la via aerobica.

La inicial involucra a bacterias anaerdbicas, estas metilan Hg inorgéanico usando la
metilcobalamina, este es equivalente a la cianocobalamina o también conocida como la
vitamina B.

Las bacterias reductoras de sulfato pueden generar la metilcobalamina. El Desulfovibrio
desulfuricans y el Clostridium cochlearium destacan como los organismos anaerébicos que
metilan el Hg. La elaboracion de metilcobalamina depende de un catalizador enzimatico, la
biosintesis de metilmercurio desde la reaccion de mercurio con metilcobalamina pasa en forma
no enzimaética.

Como sustancia neurotixica es también conocido el metilmercurio. Segun la International
Programo f Chemical Safety (IPCS) hay 6 sustancias quimicas consideradas las mas nocivas

para el medio ambiente, dentro de estas e encuentra el metilmercurio.
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La alta contaminacién registrada en el anexo de Secocha es dada principalmente por el
mercurio, usado en la mineria informal del sector para la recuperacion del oro, el cual pasa
primero por un proceso de trituracion para luego ser mezclado por el mercurio, formar una
amalgama, esta es presionada a mano para eliminar el exceso que tenga esta de mercurio. Este
proceso anteriormente mencionado es el que genera el derramamiento de grandes cantidades
de mercurio en los rios, suelos y ambiente, esto dado a la gran cantidad de puntos de
procesamiento de oro con este método considerado uno de los méas contaminantes y peligrosos
para el ser humano y el ambiente. Lo obtenido luego de mezclar el mercurio con el material
rico en oro (amalgama) es normalmente quemada a campo abierto dejando asi liberado el oro
pero a su vez liberando el mercurio en forma de vapor directamente a la atmdsfera. Casi la
totalidad de todos estos procesos son realizados en zonas muy cercanas a las viviendas del
sector o incluso dentro de ellas mismas. En el anexo de Secocha gran cantidad de casas se
encuentran equipadas con los instrumentos necesarios para realizar este proceso, como
quimbaletes dentro de ellas que sirve para la etapa de molienda y zonas de quemado, haciendo
que el vapor de mercurio ingrese directo a sus hogares y por ende gran porcentaje de la
poblacion se encuentre contaminada con este metal.

Debido al grave dafio que genera el mercurio en la salud de los pobladores y al medio
ambiente es que se propone la realizacion del presente proyecto de investigacion ya que este
nos permitird estudiar y utilizar variedades de tipos de microorganismos los cuales sean
competentes para remover, absorber o eliminar ciertos tipos de contaminantes de las aguas o
suelos contaminados por mercurio.

Existen métodos convencionales para poder darle un tratamiento a las aguas residuales y asi
disminuir los niveles de contaminacion, estas aguas residuales con metales contienen:
Precipitacidn, oxidacion, reduccion, intercambio ionico, filtracion, tratamiento electroquimico,
resultan con costos elevados y no al alcance de los pequefios mineros, y en algunos casos estas
son ineficientes, puntualmente cuando las concentraciones del metal son muy bajas.

La aplicacion de sistemas bioldgicos para poder erradicar los metales pesados desde
soluciones diluidas posee gran potencial para lograrlo de una mejor manera y a un menor costo.
Al usar métodos quimicos incurren en un elevado costo, esto se debe a que el agente activo no
logra ser recuperado para poder ser reutilizado. Ademas, el resultado final de un proceso
quimico resulta un lodo con mas concentraciones de metales, microorganismos y otros
productos los cuales también pueden ser bioacumuladores con alta eficiencia de metales

particulados y solubles, es por ello que aquellas tecnologias basadas en los microorganismos
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ofrecen una buena alternativa o apoyan a aquellos métodos convencionales para la eliminacion
0 recuperacion de metales.

En el ambiente el Hg que es emitido producto de la actividad minera del oro es acumulado
principalmente en forma de Hg metalico y sus compuestos, tal como sucede con el nitrato de
Hg que es producido producto de la divisién quimica de la amalgama en los sedimentos de los
suelos o rios, donde por una accion de la bacteria y en ciertas condiciones, es que se puede
Ilegar a convertir en Hg orgénico, especialmente metil mercurio.

1.7. Marco legal que aporta al proyecto de investigacion

e Ley N°28611, Ley General del Ambiente.

e Ley N° 30011, Ley que modifica la ley 29235. Ley del sistema de Evaluacion y
Fiscalizacion Ambiental en sus articulos 10, 11, 13, 15, 17 y 19; asi como la sexta y
séptima.

e Ley N° 27446, Ley del Sistema Nacional de Evaluacién de Impacto Ambiental (SEIA).

e D.L. N° 1078, Decreto que modifica la Ley N° 27446 (LSNEIA).

e D.L.N° 1105, Formalizacion de las actividades de pequefia mineria y mineria artesanal.

e D.S. N°004-2012-MINAM, Disposiciones complementarias para los IGAC.

e Ley N° 27867, Ley Organica de Gobiernos Regionales.

e O.R.N°010-Arequipa, Modificacion de la Estructura Organicay del ROF de la ARMA

e O.R. N° 033-Arequipa, Concentran las Funciones Ambientales sectoriales en la
Autoridad Regional Ambiental.

e O.R. N°302-Arequipa, Aprueban ROF de la Autoridad Regional Ambiental - ARMA.

Figura7

Mineros artesanales.
3%

Fuente: Revista digital Energiminas (2018)
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El principio de prevencion de agentes contaminantes y la 6ptima gestién ambiental tiene
como objetivos prioritarios prevenir, vigilar y evitar la degradacion ambiental.

En materia del derecho y deber fundamental establecido en la ley que todas las personas
tenemos el derecho a vivir en un lugar saludable, adecuado y equilibrado para que nuestra vida
se desarrolle adecuadamente, pero a su vez nosotros debemos contribuir a una gestion
ambiental efectiva y proteger nuestro ambiente, asi aseguramos de manera particular la salud
de la poblacion, la diversidad biologica, el aprovechamiento sostenible de los recursos
naturales y el desarrollo sostenible de nuestro pais.

En referencia al principio de sostenibilidad en materia de gestion del medio ambiente y de
sus componentes se sustenta la integracion equilibrada de los aspectos sociales, ambientales y
econdmicos del desarrollo nacional, asi como en la satisfaccion de las necesidades de las
actuales y futuras generaciones y cuando no sea posible eliminar las causas que generan la
contaminacion se deben adoptar las medidas de mitigacion, recuperacion, restauracion o
eventual compensacion

Con respecto a la gestion ambiental y en materia del objetivo de la politica nacional del
ambiente se considera que para ello se debe brindar las condiciones adecuadas para cambiar
positivamente la calidad de vida de las personas, de esta manera poder garantizar la existencia
de saludables ecosistemas, que sean funcionales en el largo plazo y viables asegurando el
desarrollo sostenible de nuestro pais, todo esto mediante la proteccion, prevencion y
recuperacion del ambiente con sus componentes, el aprovechamiento de manera sostenible y
la conservacion de los recursos naturales, de una manera responsable y respetando los derechos

de las personas.

Finalmente es importante mencionar que debe de ser continua y permanente la gestion
ambiental, que esta constituido por actividades, normas entre otras que estan orientadas hacia
la administracion de los intereses y recursos gque se ven relacionados con los objetivos de la
politica ambiental y de esta manera poder lograr mejorar la calidad de vida, un integro
desarrollo de actividades econdmicas y la preservacion del patrimonio natural y ambiental de
nuestro pais.

Los principios determinados en las normas y leyes anteriormente mencionadas son las que

rigen la gestion ambiental.
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1.8. Planteamiento Del Problema

El Hg es un elemento metalico Unico que se encuentra en estado liquido a temperatura
ambiente. Cuenta con un brillo similar a la plata, pero a 25°C tiene su densidad de 13.456 g/ml
a 20°C la presion de vapor es 0,00212 mmHg, es por ello que un almacenamiento de mercurio
metalico que se encuentre expuesto en un ambiente cerrado desprende el vapor necesario para
poder saturar la atmdsfera y sobrepasar el limite maximo seguro de exposicion ocupacional.

Viendo desde la perspectiva toxicologica, hay 3 formas de mercurio: inorganico, el
elemental y el orgénico. Estas tres cuentan con diferentes espectros de toxicidad, pero a su vez
estas 3 poseen una similitud, que es causar cambios en los sistemas neuronales de los seres
humanos. Lo que mas debe de causar preocupacion en los mineros debe ser la inhalacion de
vapor de mercurio que es liberado durante la quema de la amalgama que a diario se realiza en
el sector de Secocha, en las casas, en presencia de personas, incluyendo nifios y ancianos, en
el anexo de Secocha un 30% de viviendas posee zonas de qguemado de amalgamas y un 50%
posee quimbaletes dentro de sus domicilios.

Esta situacion de exposicion a mercurio elemental conlleva el riesgo de padecer todo tipo
de enfermedades ocupacionales y sobre todo lesiones irreversibles al sistema nervioso central.
Las zonas mineras que son criticas, es decir zonas con niveles altos de concentraciones de
mercurio son importantes fuentes de dispersién de este en el agua, esta ayuda a la
contaminacion por medio de metilmercurio, que es muy toxico, mas que el Hg elemental y las
sales inorganicas. La contaminacion por mercurio llega a los peces, flora y fauna silvestres, y
por la cadena alimenticia llega también a la vida de miles de personas, tanto para las que
activamente participan en la actividad minera, como las que viven en zonas cercanas a estas
operaciones.

Aproximadamente el 90% del metilemercurio que se encuentra en los alimentos es
absorbido por medio del sistema digestivo, esto se produce en los seres humanos como en los
animales. Clinicamente la intoxicacion se conoce como “enfermedad de Minamata”, esta
produce dafios neuroldgicos. Estos dafios pueden manifestarse en nifios de madres que han
estado expuestas al metilmercurio , especialmente en la parte final de la gestacion, sin obviar
su gran capacidad teratogénica.
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Fuente: Instituto Nacional de Ecologia y Cambio Climatico-México (2017)

Nota. El Convenio de Minamata sobre el Mercurio entré en vigenciar el 16 agosto y obliga al control en el mundo

del metal cuya emisién es gravemente toxica para los humanos y otros seres vivos del planeta. Crédito: INECC.

1.9. Justificacion del Problema

A través de la historia, la actividad minera ha sido el principal motor de la economia y
siempre presente como el fundamento de riqueza mas contundente del Perd. Segun el
Ministerio de Energia y Minas (MINEM), en el mundo y en Latinoamérica, nuestro pais esta
ubicado siempre entre los primeros productores de oro, plomo, plata, hierro, cobre, zinc,
molibdeno, estafio, entre otros que son solicitados en el mercado de Estados Unidos, China,
Unidn Europea, Suiza, Canada y Japon. Refiriéndonos en el sector econdémico, el sector minero
representa una cifra muy significativa en los tributos, generaciones de empleo y en las

exportaciones.

Un dafio ambiental ocurre cuando se produce la pérdida, disminucién o degradacion
significativa de uno o méas de los componentes o compartimentos ambientales (Ghersi et al.,
2004). Estos dafios pueden ocurrir de manera rapida en cortos periodos, 0 mostrar sus efectos
de manera lenta a lo largo del tiempo (Parellada, 2005). Entre ellos, tenemos la alteracion de
los rios, lagos y zonas marino costeras, y del aire, suelos, flora, fauna y paisajes, por el
vertimiento o emisiones de residuos minerales y gases con alto contenido de metales toxicos;
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la deforestacion de la cobertura vegetal, que pone en peligro la estabilidad de taludes y los
procesos de almacenamiento e infiltracion del agua en el suelo; y la eliminacion o disposicion
inadecuada de residuos minerales y escombreras, que ocupan areas mayormente expuestas a la
intemperie, y que los ponen en contacto con el entorno y las personas. Si bien el dafio ambiental
puede ser puntual en términos de areas geograficas, es también colectivo, pues las aguas, la
atmosfera, la flora y la fauna afectadas, son bienes que pertenecen a todo un grupo social o
colectividad, que ven afectada su capacidad para usar y aprovechar de manera racional los
servicios que les brinda. (Brafies, 2000; Wieland & Velarde, 2008)

En Peru existen oficialmente un total de 94.858 mineros informales segun cifras emitidas
por el MEM. En el anexo de Secocha se encuentran desarrollando la actividad minera artesanal
16000 personas dentro de los que se encuentran considerados los mineros artesanales y mujeres
conocidas como pallaqueras.

En el numeral 22 del articulo 2° de la Constitucion Politica del Peru, se reconoce el derecho
fundamental de todo ciudadano a gozar de un ambiente equilibrado y adecuado para el
desarrollo de su vida. Para el ejercicio idoneo de este derecho, el Estado ejecuta politicas
publicas que expresan acciones de prevencion y conservacion de los recursos naturales, la
diversidad biologica y las areas naturales protegidas; de planificacion y ordenacion territorial;
de gestion ambiental de los recursos naturales y las areas naturales protegidas; de evaluacion
del impacto ambiental de las actividades econémicas; de fiscalizacion de las obligaciones
ambientales de las empresas; y de remediacion de los impactos ambientales negativos. Al
respecto, el Tribunal Constitucional sostiene que “el derecho a gozar de un ambiente
equilibrado y adecuado comprende la facultad de las personas de disfrutar de un ambiente en
el que sus elementos interactiian de manera natural y armoénica; y en el que la intervencion del
hombre no suponga una alteracion sustantiva de la interaccion de dichos elementos.

El derecho a la preservacion de un ambiente sano y equilibrado implica que los poderes
publicos asuman la obligacion ineludible de mantener los bienes ambientales en condiciones
adecuadas para su disfrute. Tal obligacién también alcanza a los particulares, y con mayor
razén, a aquellos cuyas actividades econdmicas inciden, directa o indirectamente, en el
ambiente” (Goémez, 2013).

Lamentablemente estos principios no llegan a ejecutarse ni a considerarse en las actividades
mineras informales y/o artesanales.

A partir del grave impacto ambiental que genera la mineria artesanal en nuestro pais se
propone el desarrollo del proyecto de investigacion “Biorremediacion de aguas contaminadas

con Mercurio mediante el uso de microorganismos con capacidad de remocion de mercurio”.
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“Un ecosistema es un sistema biologico constituido por una comunidad de organismos vivos y
el medio fisico donde se relacionan. Se trata de una unidad compuesta de organismos
interdependientes que comparten el mismo habitat”. El principal impacto de la industria minera
sobre el ecosistema es sustancialmente la ocupacion del &rea para el establecimiento de la
infraestructura necesaria para el desarrollo de esta industria, el consumo de los recursos
naturales y la generacion de residuos que desde un punto de vista holistico cualquier actividad
productiva genera. (Tansley, 1934)

De los puntos mencionados se desprende por su relevancia y mayor impacto la generacion
de residuos, que desde el punto de vista ambiental se define como cualquier material cuyo
productor o duefio considera que no tienen valor suficiente para ser retenido, la cuestion
planteada a continuacion es el manejo de dicho residuo, en la industria minera los residuos
suelen ser de carécter peligroso en especial los provenientes del procesamiento y esta tiene una
disposicion establecida de acuerdo al reglamento ambiental de cada pais.

El consumo y la contaminacion del agua es un tema critico en este sector, sobre todo cuando
los residuos llegan a zonas agricolas, el agua es uno de los insumos mas criticos para llevar a
cabo una actividad minera ya sea para la extraccion del mineral del yacimiento como para su
subsiguiente procesamiento y recuperacion del mineral. Para su uso se debe considerar que
dichas fuentes son limitadas, en el anexo de Secocha tal como se menciond lineas arriba no hay
agua ni desagies.

La propuesta del presente trabajo de investigacion se enmarca en demostrar el proceso de
remocion de mercurio a partir del uso de cepas bacterianas, las mismas que seran identificadas,
cultivadas y puestas a prueba mediante un proceso experimental que permita demostrar su
capacidad de remocién de mercurio. La Bioadsorcidn es un proceso que permite la captacion
activa o pasiva de iones metalicos, debido a la propiedad que diversas biomasas vivas 0 muertas
con la capacidad de enlazar y acumular este tipo de contaminantes por diferentes mecanismos.
(Candelaria Tejada Tovar, et Al. 2014)

En el transcurso del tiempo, han venido realizandose estudios para que la flora microbiana,
algas y residuos agroindustriales puedan reemplazar a los métodos convencionales en la
eliminacion de contaminantes, como lo son los metales pesados. Entre aquellos metales que
més dafio le hacen al ambiente por su alto nivel de toxicidad y compleja eliminacion se
encuentra el mercurio, niquel, cromo, plomo y cadmio.

Identificaron bacterias capaces de soportar altas concentraciones de estos metales pesados,
las que pueden servir como herramientas potenciales para la biorremediacion, lo que inspiro la

propuesta de desarrollo del presente trabajo de investigacion. Ademas, una vez identificadas
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las cepas bacterianas y demostrada su capacidad de remocion de mercurio también se
desarrollara la informacién referente a la morfologia, bioquimica y bioinformética cuya
informacion nos permitira realizar el registro en el banco de datos de bacterias presente en el
NCBI. (Fashola, M. etal., 2016)

1.10. Proposito de la Investigacion

EL propdsito del presente trabajo de investigacion es generar una alternativa de
recuperacion de aguas contaminadas con mercurio mediante el uso de cepas bacterianas
identificadas en ambientes contaminados producto del proceso de recuperacion del mineral
empleado en la mineria artesanal.

Brindando alternativas para la remocion de mercurio mediante la biorremediacion de
ambientes contaminados generando de esa manera un aporte al desarrollo de la mineria

artesanal de nuestro pais.

1.11. Objetivos
1.11.1. Objetivos General
Aislar y caracterizar molecularmente consorcios bacterianos nativos obtenidos en el
Anexo de Secocha como alternativa para la biorremediacion de agua contaminada por

metales pesados.

1.11.2. Objetivos Especificos

e Aislar y caracterizar molecularmente cepas bacterianas con capacidad de crecimiento
en aguas contaminadas con mercurio.

e Realizar la bioinformética de las cepas bacterianas identificadas

e Realizar el analisis estadistico para identificar el comportamiento de las cepas
bacterianas identificadas.

e Realizar el modelo experimental para demostrar su capacidad para la biorremediacion.

1.12. Impactos Esperados por la Implementacion del Proyecto de Investigacion
1.12.1. Impactos Ambientales
El tratamiento de los contaminantes provenientes de las actividades mineras y la
recuperacion de las aguas contaminados. Permitird el aprovechamiento adecuado de las

mismas y por consiguiente la eliminacion de riesgos a su salud, tratdndose a costo cero.
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En los dltimos tiempos se ha ido incrementando la demanda de la sociedad para
descontaminar los efluentes industriales, sean liquidos o gaseosos, esto a través de restringir
cada vez més de forma més estricta, esto ha motivado en los Gltimos 10 afios una intensa
busqueda de opciones que contribuyan a poder dar solucion a los problemas de caracter
ambiental.

Si comparamos la biorremediacion con las tradicionales técnicas fisico-quimicas para la
remediacion de los compuestos que contaminan, éstas se han vuelto una alternativa muy
atractiva debido a sus bajos costos y efectividad. La biorremediacion ha demostrado ser
econdmica por lo tanto es rentable y a su vez Optima, ya que esta se puede degradar
selectivamente los contaminantes de determinada superficie sin generar dafios en su fauna
o flora.

El aplicar el método de biorremediacion es una opcién que actualmente se encuentra
constantemente en desarrollo. Esto es por la complejidad de las comunicades microbianas,
de plantas 0 microorganismos que son parte de estos procesos.

Para la aplicacion de la biorremediacion se aconseja hacer un analisis previo de
factibilidad econdmica, tecnoldgica y ecoldgica, para esto se debe tener en cuenta la
condiciones en las que se encuentra el ecosistema ya dafiado y también aquellas

posibilidades de aplicacion de alguno de los tipos de biorremediacion.

1.12.2. Impactos Sociales

El presente trabajo de investigacion serd beneficioso para las comunidades expuestas al
procesamiento y tratamiento de minerales en el Anexo de Secocha. Si la eficiencia se da
colectivamente junto con las acciones, entonces estas sumadas nos daran muy buenas
oportunidades de progreso competitivo.

Los recursos naturales son parte primordial de la biorremediacién, pues esta depende
directamente de ellos, es decir de algin organismo vivo. Es por lo mencionado que se
establecen tecnologias para dar prioridad al tratamiento bioldgico y avanzado con el fin de
disminuir la concentracion de estos compuestos en las aguas residuales, suelo y aire.

Un factor importante por considerar es que la industria pequefia local necesita tecnologias
limpias y amigables con el ambiente, para dar un éptimo tratamiento a los medios que han
sido contaminados por sus actividades productivas sin controles oportunos. De esta manera
el aporte, desarrollo y aplicacion contribuira en el corto, mediano o largo plazo el encuentro

del objetivo de poder tener un desarrollo sustentable y asi poder reducir los dafios, lesiones

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

o enfermedades que son causadas por quimicos toxicos debido a la contaminacion del aire,

suelo y agua.

1.12.3. Impactos en Tecnologia

Gracias a su capacidad bioquimica y ecoldgica, los consorcios bacterianos pueden
degradar aquellos contaminantes organicos e inorganicos y estos son resistentes a los
metales pesados, haciéndolos Utiles para la recuperacion de aguas contaminadas.

Las documentaciones muestran que en Estados Unidos durante muchos afios se ha venido
usando la biorremediacidn, pero de una manera no refinada en la industria petrolera. De esta
manera surge el concepto empirico de quienes operaban las refinerias del petroleo, ellos
desechaban los lodos de los separadores tipo API (Instituto Americano del Petrdleo) y otros
residuos aceitosos en forma de una delgada capa encima del suelo, en un lugar préximo a la
refineria. Dicha técnica llamada landfarming ha sido ampliamente usada, pero sin entender
los procesos que se estaban haciendo, se causaba la degradacién de los lodos. Luego fue
entendida cientificamente, esto porque los cientificos e industriales pudieron comprobar que
algunos microorganismos, sobre todo unas bacterias, utilizaban a los hidrocarburos del
petréleo como fuente de energia y alimento.

Luego de realizar diversos estudios se ha demostrado que los microorganismos eran los
principales responsables de descomponer los aceites que se encontraban en el suelo, dando
lugar al tratamiento de aguas residuales usando los lodos activados, aporte crucial de la
biotecnologia en aplicaciones de biorremediacion.

En el control de contaminacion de aguas, el tratamiento de lodos activados ha venido
siendo un instrumento importante para la biotecnologia ambiental.

Para mejorar cada vez mas la biorremediacion, los microorganismos y enzimas han sido
el punto principal para poder realizarlo, también, el uso en fitorremediacion de las plantas
superiores. Actualmente los procesos de biorremediacion son usados tanto para el
tratamiento de suelos contaminados como el de aguas contaminadas. Al usar las diferentes
herramientas que estan relacionadas a la biorremediacion se ha podido demostrar que a
medida que se den las condiciones necesarias del medio al que se intervendra, el proceso de
biorremediacion ofrecera una disminucién significativa de beneficios ambientales y costos
a comparacion de otras tecnologias alternativas. Por otro lado, la biorremediacién ha podido
demostrar ser til para la disminucidn de emisiones de vapores de compuestos organicos,
en particular de aquellos efluentes gaseosos que son bajos en compuestos Organicos
Volatiles.
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Se logra evidenciar que la biorremediacion en el transcurso del tiempo ha venido siendo
una parte importante en la parte de poder mantener el ambiente limpio, la cual se ira
ampliando y multiplicando a medida que se desarrollen mas estudios y aplicaciones de esta
para el tratamiento de efluentes, residuos y las emisiones. A pesar de que la biorremediacion
es reconocida por su alta efectividad y bajos costos para su aplicacion, tiene que enfrentar
otro reto, que es poder tener la confianza necesaria de todas las compafiias e instituciones
relacionadas.
Para poder lograr el desarrollo sostenible se requiere poder implementar un enfoque de
gestion que implique innovacion constante y desarrollo de nuevas tecnologias para que estas
puedan darnos un control mejor de la contaminacion del ambiente.
Impactos en la Formacion de Cadenas Productivas o Clusters
Crear una fuerza de trabajo especializada y comprometida con el cuidado del medio
ambiente en beneficio de ellos mismos y la comunidad de su entorno.
Es decir que se pueda sostener un progreso competitivo (upgrading). Estimulando la
colaboracion publica y privada en materia de investigacion y difusion de resultados a fin
mejorar las destrezas, habilidades y por consiguiente un mejor desempefio para la obtencion
de resultados.
1.13. Limitaciones

La intervencion sobre una zona contaminada demanda inversion y la suma de esfuerzos de
distintos organismos tanto estatales como privados que permitan y den inicio al proceso de
recuperacion de las zonas mineras y/o industriales donde existan niveles de contaminacion
1.14. Hipotesis

Considerando que los consorcios bacterianos de distintas especies presentan propiedades
biorremediadoras, es probable aislar e identificar consorcios bacterianos nativos del Anexo de
Secocha para aplicarlos en la biorremediacion de agua contaminada por metales pesados
(mercurio).

1.14.1. Variables Independientes y Dependientes

e Variables Independientes

e Agua contaminada

[ ] PH

1.14.2. Variables dependientes

e Remocion de mercurio
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CAPITULO 1l
2. MARCO TEORICO

El proceso de recuperacion del mineral de manera artesanal. Provoca una serie de efectos
contaminantes y criticos tanto para la salud de los pobladores como para el ecosistema. La
criticidad del proceso inicia en los quimbaletes cuyas emisiones de mercurio al medioambiente
y el contacto del mismo con el hombre durante la conformacion de la amalgama originan
multiples impactos negativos. (Pfeiffer y Lacerda, 1988)

Por otro lado, los lodos que surgen como producto del proceso de la molienda contienen una
elevada concentracion de mercurio. Para la recuperacién del oro de la amalgama se realiza la
guema o refogueo, en este proceso se pierde un elevado porcentaje de mercurio, que es emitido
directamente a la atmosfera. Se estima que por cada gramo de oro recuperado se libera al medio
ambiente 2 gramos de mercurio.

El mercurio liberado en el agua se acumula en forma de metilmercurio o dimetil mercurio,
estas sustancias son altamente toxicas por su contaminacion en el agua, aire y suelo y porque
en presencia de organismos acuaticos se bioacumula y se biomagnifica generando un circuito
de contaminacion que afecta al aire, al suelo, al agua, a los animales y al hombre.

Al lado de Secocha pasa el Rio Ocofia con un alto caudal. En la parte mas alta de este rio
también hay situados otros asentamientos mineros desde donde se distribuye todos los agentes
contaminantes desde las partes altas hacia las partes bajas del lugar. Teniendo presente esta
hidrografia, se recogieron muestras de agua en los puntos considerados potencialmente criticos
y se llevaron para analizar la concentracion de mercurio por absorcion atomica, siguiendo el

método de vapor frio. Los resultados obtenidos se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 2
Contenido de Mercurio en aguas del area de Secocha.
Muestra N° Procedencia Hg (ppm)
1 Rio Ocofia (Secocha) 9.09
2 San Martin 1 4.53
3 Zona de quimbaletes parte alta de Secocha 186,00

Nota. El estudio de control periddico del pH de todos los puntos de agua muestreados dio como
resultado valores de entre 7 y 9. La concentracion maxima permitida por la OMS es de 1,00

ppb.
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2.1. Presencia del oro en la naturaleza

En la naturaleza el oro puede presentarse en una de estas 4 formas:

a) Oro libre

b) Oro con superficie limpia, sencilla de formar amalgama

c¢) Oro con superficie sucia, forma amalgama pero previamente se tiene que realizar una
limpieza de la superficie, puede ser seca o0 a través de lavado con reactivos apropiados o0
también a través de resfregado en un medio acuoso.

d) Oro en solucion sélida: Oro encontrado en ganga en ganga silicea, esta manera de
presentarse el oro hace sencilla la manera de amalgamar luego de haber pasado por el proceso
de trituracion.

2.2. Extraccion artesanal de la amalgama del oro con el mercurio

La mineria del oro artesanal y en pequefia escala son procesos rentables para la extraccion
del oro, las personas que trabajan en labores de explotacién del oro en pequefia 0 mediana
escala, usan técnicas antiguas, que no requieren inversiones de dinero grandes sino todo lo
contrario. El uso del mercurio es para retirar el oro del mineral, generalmente el mercurio es
manipulado por personas que no tienen claro los riesgos que esto implica, no han tenido una
capacitacion previa para disminuir los riesgos y el uso de equipos de proteccion personal son
casi nulos. La mineria artesanal o conocida como mineria a pequefia escala, es una de las
fuentes principales de ingresos para los mineros de las comunidades rurales donde las
oportunidades de trabajo son escasas, por ende encuentran en esta actividad un punto muy
atractivo.

Figura 8

Fuente: Marc Costa, Pura Alfonso, Silvia Palacios (2009)

Nota. El mercurio se usa para separar y extraer el oro de las rocas o piedras en las que se encuentra. EI mercurio

se adhiere al oro, formando una amalgama que facilita su separacion de la roca, arena u otro material.
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En esta etapa se afiade el Hg al mineral durante el proceso de trituracion, molienda y lavado.
Este uso del mercurio es el que mas contaminacion produce. En la mayoria de los casos, solo
la décima parte del mercurio agregado para la formacion de la amalgama se llega a combinar
con el oro, es decir, que el resto es retirado o es liberado al medio ambiente.

Los lugares en los cuales se realiza el proceso de amalgamacion son aquellos que presentan
los niveles mas altos de contaminacion, tanto de sus suelos, aguas freaticas, sus sedimentos,
entre otros.

2.3. Quemado de la amalgama

La amalgama se coloca en una pala o cazo de metal y se quema directamente sobre el fuego,
a cielo abierto. En Secocha los vapores de mercurio escapan al aire y son inhalados por los
mineros, sus familias y demas personas que se encuentren cerca. Esta practica produce
emisiones atmosféricas de mercurio de alrededor de 300 toneladas métricas anuales en todo el
mundo. (GMP, 2006)

Figura 9
Quemado de la amalgama.

Fuente: Galo Carrillo Rojas (2009)
Nota. Para la recuperacién del oro se calienta la amalgama para que se evapore el mercurio y quede el oro. Se

usan varias técnicas diferentes que liberan distintas cantidades de mercurio.

2.4. Liberacion del mercurio al medio ambiente

Una de las vias mas contaminantes del mercurio es la del vapor generado por la quema de
la amalgama, liberando el mercurio al medio ambiente, siendo inhalado por las personas
cercanas a esta actividad. Cuando es realizada de manera manual la amalgamacion, parte del

mercurio ingresa directamente al cuerpo a través de la piel.
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La amalgamacién y quemado en este sector se hace sin tomar ninguna medida de proteccién
y constantemente se hace en presencia de nifios, ancianos, gestantes o hasta incluso es realizado
dentro del hogar de los mineros en presencia de su familia, en las mesas o lugares que son
usados usualmente para las actividades cotidianas. EI mercurio en forma de vapor presenta un
peligro no solo para los pobladores locales ya que este puede recorrer largas distancias en la
atmosfera y llegar a contaminar pueblos cercanos a su entorno.

El Hg que es depositado en agua y es absorbido por las bacterias, se bioacumula en la cadena
alimenticiay este es la principal fuente de mercurio en nuestros alimentos que consumimos. El
mercurio es altamente toxico incluso en pequefas cantidades, asi sean estas minimas de igual
manera causan problemas neurologicos, pero de forma mas peligrosa para mujeres
embarazadas, ancianos y nifos.

En el anexo de Secocha se han hallado altas concentraciones de Hg en la leche de las madres
lactantes que se encuentran en constante contacto con la actividad minera, lo que demuestra
que las mujeres lactantes corren un serio peligro al permanecer en estos ambientes
contaminados. El polvo con mercurio se pega a la ropa de los mineros y es de esta manera que
el metal ingresa a sus hogares. En distintas partes del mundo se han realizado estudios de salud
donde la poblacién cercana a las operaciones de mineria artesanal donde se usa el método de
amalgamacion, tienen altos niveles de mercurio. Algunos de estos mineros se encuentran
expuestos a mas de 50 veces superior del limite maximo aceptable de exposicion de mercurio,
fijado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Hay lugares que los mineros que
trabajan con el método de la amalgamacion, el 50% presenta temblores involuntarios, es decir

tienen su sistema nervioso dafiado por el mercurio.

2.5. Impacto ambiental

Las zonas que cuentan con altos niveles de mercurio en el ambiente, normalmente ubicados
en cursos de agua o en las cercanias de este, son denominados “zonas mineras criticas”. El
anexo de Secocha esta considerado como tal. Las dimensiones de zonas criticas afectadas por
la actividad minera y su contaminacion que esta genera pueden ir desde unos metros cuadrados
hasta varios cientos de esta. Los medios acuaticos son importantes medios para poder dispersar
y expandir el mercurio, esto contribuye a la contaminacién por metilmercurio de los peces,
flora y fauna silvestre, con efectos consiguiente para la salud de miles de personas, esto para
los que participan de manera directa como los que lo hacen indirectamente, incluso los que no
se encuentran en la localidad, ya que estd comprobado que a través del aire el mercurio puede
ser transportado cuando se encuentra en estado de vapor.
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Los relaves con contenido de mercurio son normalmente vertidos en masas de agua, estos
quedan cerca de rios, arroyos, estanques, los cuales también vienen a ser contaminados por
largos periodos de tiempo. Si no se interviene de manera oportuna estos lugares contaminados,
pues estos seguiran afectando de manera directa a las poblaciones en general durante un largo
periodo, atentando contra la salud y sistemas nerviosos de sus pobladores sin restricciones de
edad, si trabajan directamente o no en la actividad minea. Es considerado de gran peligro el
uso combinado de mercurio con cianuracion, esta combinacion es peligrosa ya que esta

promueve la metilacion del mercurio.

2.6. Antecedentes de la Emision del Mercurio en el Mundo

La problemaética de la pérdida del mercurio durante el proceso de recuperacion del oro, ha
sido ampliamente estudiado: “En Tanzania por 1 g de oro producido 1.2 — 1.5 g de mercurio
son emitidos al medioambiente” (Van Straaten, 2000). “En la mineria del sur de Colombia, se
emiten entre 3 Kg a 10 Kg de mercurio por un kilogramo de oro producido” (Pantoja, 2001).

Como valor medio se puede tomar 5 Kg. De mercurio por 1Kg de oro obtenido. En las minas
primarias de Brasil y Bolivia que utilizan mercurio directamente en los molinos, para realizar
molienda y amalgamaciones simultaneas pierden entre 5 Kg a 10 Kg de mercurio (en casos
extremos hasta 25 Kg) para recuperar 1 Kg de oro. Las perdidas promedio que ocasionan los
mineros informales de Brasil o “Garimpeiros” se han estimado en 2 Kg. Hg/Kg. de oro
obtenido.

“En Ecuador se utiliza entre 1.5 y 2 kg de mercurio para la produccion de 1 kg de oro”
(Bermeo, 2001).

“Los valores tipicos promedios para emisiones en procesos de concentracion en circuitos
abiertos son de 1 a 30 kg de mercurio por 1 kg de oro recuperado” (Wotruba, 2002).

“En China las pérdidas son de 40 partes de mercurio por 1 parte de oro producido, en Bolivia
larelacion Hg:Au es 5, en Ghana la relacion Hg:Au es 4, en Indonesia es de 2.5” (Veiga, 2004).

Por cada gramo de oro producido se queman dos gramos de mercurio, estimando que en las
zonas de Puno (la Rinconada) y el Sur medio (Ica — Arequipa — Ayacucho), se vierten al medio
ambiente 105 toneladas/anuales de mercurio, correspondiendo a 85 toneladas/anuales de
mercurio liquido los vertidos en los relaves y a 20 toneladas/anuales de mercurio gaseoso los
emitidos durante el refogado. (GAMA, 2000)
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CAPITULO 111
3. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

3.1. Desarrollo de la Investigacion

El estudio se llevo a cabo en el laboratorio de la microbiologia de la Universidad Catdlica
de Santa Maria. Las muestras fueron recolectadas de los relaves de la mina artesanal de Secocha
especificamente de las zonas de descarga de los quimbaletes. En donde se evidencio un valor
excedente de 185 ppm. Asimismo, los analisis de laboratorio brindaron la informacion de cepas
bacterianas con las siguientes caracteristicas: pH 7.5 valor favorable para el crecimiento de

bacterias.

3.2. Coleccidn y aislamiento de cepas bacterianas
Las muestras fueron recogidas de los relaves contaminados con mercurio presentes en las

areas de recuperacion y formacion de amalgamas del mineral (quimbaletes).

3.3. Cultivo y Aislamiento bacteriano

Para la Preparacion de la suspension y la obtencion de la soluciéon madre de HgCI2 se
disolvio 1 gr. de HgCI2 en 100 mL de agua destilada desionizada estéril. EI medio de cultivo
empleado fue agar nutritivo.

Cada una de las suspensiones fueron preparadas en y sembradas en 2 placas de Agar
nutritivo con 5 ppm de HgClI2, las muestras fueron ingresadas en una incubadora por 48 horas
a 35° C en ambiente aerdbico.

Al cabo de 48 horas se realizaron subcultivos de las colonias aparentemente diferentes que
crecieron en el medio de cultivo con 5 ppm de HgCI2 Obteniéndose una colonia
macroscopicamente pura y aislada en medio con HgCI2.

3.4. Preparacion del Agar Nutritivo

e Suspender 4.6 gr de polvo de Agar Nutritivo (Difco™) en 200 mL de agua destilada

e Mezclar bien y agregar 100 pL de solucion madre de HgCl2 para obtener un medio de
cultivo con 5 ppm de HgCI2

e Calentar sobre un mechero agitando frecuentemente hasta disolver completamente

e Autoclavar a 121° C por 15 minutos

e Dejar enfriar hasta 50° C y colocar en placas Petri
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e Preparacion del Agar Sangre

e Disolver 8 gr de Agar sangre base (Merck™) en 200 mL de agua destilada

e Mezclar bien y agregar 100 pL de solucion madre de HgCI2 para obtener un medio de
cultivo con 5 ppm

e Calentar sobre un mechero agitando frecuentemente hasta disolver completamente

e Autoclavar a 121° C por 15 minutos

e Dejar enfriar hasta 50° C en bafio Maria

e Agregar 10 mL de sangre desfibrilada estéril de ovino y mezclar

e Colocar en placas Petri

De esta mezcla se pesé 10 gr de tierra 'y se mezclé con 10 mL de agua destilada desionizada

estéril en un frasco pirex estéril de 100 mL

e De esta mezcla se sembraron en 2 placas de Agar nutritivo con 5 ppm de HgCI2 para
cultivarlos en una incubadora por 72 horas a 35° C en ambiente aerobico.

e Al cabo de 72 horas se realizaron subcultivos de las 3 colonias aparentemente diferentes
que crecieron en el medio de cultivo con 5 ppm de HgCl2 Obteniéndose colonias

macroscopicamente puras y aisladas en medio con HgCI2.

3.5. Analisis Bioquimico de las Cepas Bacterianas

Las pruebas bioguimicas realizadas de la cepa bacteriana identificada a la que inicialmente
nombraremos como A4 mostro los siguientes resultados:

Cepa Bacteriana: A4 Halomona

Gram: Positiva

Oxidasa: Negativa

Catalasa: Positiva

3.6. Descripcion macroscépica de la colonia en estudio
A partir del aumento del tamafio de las colonias, de las cepas aisladas en las placas de cultivo
en condiciones ambientales se evaluaron sus caracteristicas macroscépicas registrando lo

siguiente:
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Cepa Bacteriana A 4

Color Blanquecina

Tamafo 2.7 mm

Forma de la colonia circular

Borde de la colonia regular

Elevacion convexa

Reaccion Gram positiva

PH Favorable para su crecimiento 7-9
Temperatura ideal para su 37°C

crecimiento

3.7. Purificacion
Para obtener una colonia pura se realizé un sembrado con un asa de siembra la técnica
aplicada fue tendido de muestra por agotamiento, la incubacion se realiz6 por 72 horas a 35°C.

El procedimiento fue repetido 10 veces siguiendo los pasos indicados. (Fernandez F. F, 2017)

3.8. Extraccion de ADN

El método de extraccion de ADN se realizé en el laboratorio ADN Uchumayo. Para la rotura
celular se realizé una rotura por golpe de perlas de vidrio para ello se usé Beads Cell Disrupter
Micro Smash (Tomy Seiko Co., Ltd., Tokio). Se colocaron perlas de vidrio en tubos de muestra

de 2,0 mL y se afiadio al tubo una suspension de bacterias en tampon tapadas herméticamente
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la velocidad de batido fue de 4800 rpm por un periodo de tiempo de 30 seg. (Shuji Fujimoto,
Yoshiko Nakagami, 2004)
3.9. Secuenciacion

Una vez extraido el ADN se envio para la secuenciacion de nucle6tidos la cepa bacteriana
identificada A4.

3.10. Cepa bacteriana A4
NNNNNNNNNNNNNNANNNTGCAGTCGAGCGGTAACAGNGNGNTGCTTGCTN
NNNGCTGACGAGCGGCGGACGGGTGAGTAATGCATAGGAATCTGCCCGATAGTG
GGGGATAACCTGGGGAAACCCAGGCTAATACCGCATACGTCCTACGGGAGAAAG
GGGGCTNCNGCTCCCGCTATCGGATGAGCCTATGTCGGATTAGCTGGTTGGTGAG
GTAACGGCTCACCAAGGCGACGATCCGTAGCTGGTCTGAGAGGATGATCAGCCA
CATCGGGACTGAGACACGGCCCGAACTCCTACGGGAGGCAGCAGTGGGGAATAT
TGGACAATGGGGGGAACCCTGATCCAGCCATGCCGCGTGTGTGAAGAAGGCCCT
CGGGTTGTAAAGCACTTTCAGTGAGGAAGAACGCCTGGTGGTTAATACCCATCA
GGAAAGACATCACTCACAGAAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGCG
GTAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTA
GGTGGCTTGATAAGCCGGTTGTGAAAGCCCCGGGCTCAACCTGGGAACGGCATC
CGGAACTGTCAAGCTAGAGTGCAGGAGAGGAAGGTAGAATTCCCGGTGTAGCGG
TGAAATGCGTAGAGATCGGGAGGAATACCAGTGGCGAANGCGGCCTTCTGGACT
GACACTGACACTGAGGTGCGAAAGCGTGGGTAGCNNNAGGATTAGATACCCTGG
TAGTCCACGCCGTANCGATGTCGACCAGCCNTTGGGTGCCTAGCGCACTTTGTGG
CGAANTTAACGCGATAAGTCGACCGCCTGGGGAGTACGGCCGCAAGGTTAAAAC
TCAAATGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCATGTGGTTTAATTCGA
TGCAACGCNNNAACCTTACCTACTCTTGACATCCTGCGAATNNNGTAGAGATACC
TTANTGCCTTCNGGAACGCANANACNGGTGCTGCATGGNTGTCGTCNGCTCGTGT
TGTGAAATGTTGNNNNTCCCNTNNCGAGCGCNNCCNNNNNNNNTNNNNNCNNGT
ANNNNGNNNTCTNNNNACNNNNNNANNNNNNNNNNNNNNNNNNTCANNCATCN
NNNNTNNNNNNNNGNTNNNNNNNCNNNANNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNANNCNAAANNNNNNNTNNNNNNNNNANNNNNNNNN
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3.11. Identificacién de la cepa bacteriana ingresada al Gen Bank
Titulo profesional
Cepa 14-12F ¢ ## digo A4

DESHACERSE
JAMX8URPO013 La busqueda vence el 08-26 04:16 am

o Descargar todo

Programa

BLASTN Ayudar

o Citacion

Base de datos

rRNA _typestrains / 16S_ribosomal_RNA

o Ver detalles

ID de consulta
Icl | Query_30809
Descripcion
Ninguno
Tipo de molécula
adn
Longitud de la consulta
1229
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Tabla 3
Porcentaje de similitud de la cepa bacteriana A4 con las diez primeras cepas bacterianas

registradas en el NCBI agosto 2021.

o o Cubierta de .
Descripcion Nombre dentffico = " Por.ldent | Acc.len | Adhesion
Halomonas hamiltonii cepa W1025 ARN ribosomico 165, secuencia parcial Halomonas hamiltonii 83% 96,59% 1455 |NR_115089.1
Halomonas johnsoniae cepa T68687 ARN ribosomico 16S, secuencia parcial Halomonas johnsoniae 83% 96,49% 1455 |NR_115090.1
Halomonas stevensii 18214 ARN ribosémico 165, secuencia parcial Halomonas stevensii S18214| ~ 83% 96,00% 1455 |NR_115088.1
Halomonas magadiensis cepa 2IML ARN ribosémico 165, secuencia parcial Halomonas magadiensis 83% 95,81% 1473 |NR_044880.1
Halomonas aquamarina cepa DSM 30161 ARN ribosdmico 165, secuencia parcial Halomonas aguamarina 83% 95,41% 1528 |NR_042063.1
Halomonas axialensis cepa Althf1 ARN ribosomico 165, secuencia parcial Halomonas axialensis 83% 95,41% 1438 |NR_027219.1
Halomonas meridiana cepa NBRC 15608 ARN ribosdmico 16S, secuencia parcial Halomonas meridiana 83% 95,03% 1460 |NR_113779.1
Halomonas meridiana cepa DSM 5425 ARN ribosémico 16S, secuencia parcial Halomonas meridiana 83% 95,32% 1528 [NR_042066.1
Halomonas zhaodongensis cepa NEAU-ST10-25 ARN ribosomico 165, secuencia parcial ~ | Halomonas zhaodongensis |~ 83% 95,22% 1410 |NR_125612.1
Halomonas venusta cepa DSM 4743 ARN ribosomico 165, secuencia parcial Halomonas venusta 83% 95,13% 1530 |NR_042069.1

Fuente: Elaboracion propia (2021)

Nota. En la tabla se puede visualizar el agrupamiento de las secuencias del gen 16S ribosomal de la cepa bacteriana
comparada con la cepa bacteriana en estudio. Mostrando una similitud entre 95.13% y 96.59% segUn el proceso
de alineamiento por medio de BLAST y bajo los parametros del programa MEGA mencionado por Kumar y Col,
2004,

El Arbol Filogenético ha sido construido por medio de programas informaticos los cuales
han permitido el acceso a la manifestacion grafica de la Genealogia Molecular con las 10
primeras cepas con mas similitud dentro de las cepas registradas en el Banco de genes, en
donde se puede visualizar la posicion evolutiva con los otros 10 macroorganismos comparados.
El &rbol Filogenético se ha disefiado mediante el método Neighbourjoining (Saito y Nei, 1987)

y el modelo Kimura-2.

Figura 10
Arbol filogenético de la Cepa Bacteriana A4.

—@lcl|Query_609

© Halomonas aquamarina strain DSM 30161 16S ribosomal RNA, partial sequence

©Halomonas axialensis strain Althfl 168 ribosomal RNA, partial sequence
@ Halomonas meridiana strain DSM 5425 16S ribosomal RNA, partial sequence

Q @ Halomonas meridiana strain NBRC 15608 16S ribosomal RNA, partial se...

© Halomonas zhaodongensis strain NEAU-ST10-25 168 ribosomal RNA, partial sequ...

@ Halomonas venusta strain DSM 4743 16S ribosomal RNA, partial sequence

Halomonas johnsoniae strain T68687 16S ribosomal RNA, partial sequence

“Halomonas magadiensis strain 21M1 168 ribosomal RNA, partial sequence
© Halomonas hamiltonii strain W1025 168 ribosomal RNA, partial sequence

Halomonas stevensii S18214 16S ribosomal RNA, partial sequence

Nota. El Arbol filogenético muestra la comparacion con las 10 primeras cepas bacterianas que describen con
mayor porcentaje de similitud de acuerdo al Gen Bank.
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3.12. Bioinformética

Para el Analisis de la secuencia de nucleotidos del gen 16S RNA ribosomal de las cepas
bacterianas en estudio, se realiz6 una comparacién aislada y una alineacion particular por cada
cepa. Los resultados fueron comparados con secuencias de consorcios bacterianos almacenadas
en la base de datos de GENBANK del NCBI

(https://www.foogle.com/search?q=nchi&og=ncbi&aqgs=chrome..69i57j0j0i39516.24 18|
1j15&sourceid=chrome&ie=UTF-8), para ello se empled el algoritmo Nucleotide Web
BLAST (www.nchi.nlm.nih.gov/BLAST) y Sequence Match en donde se encuentran regiones
de similitud entre secuencias bioldgicas. Las secuencias encontradas fueron alineadas con los
scores mas altos (Max ident).

Para ello se utiliz6 el método Neighbor Joining. A partir de los trayectos calculados se
construyeron los arboles filogénicos de cada una de las cepas bacterianas, una vez alineadas
las secuencias se obtuvieron las distancias genéticas y pardmetros de base de sustitucién de
acuerdo al modelo Kimura2. Para analizar el alineamiento de las secuencias se uso ClustalW,
las secuencias en estudio se ingresaron al Programa Mega con la finalidad de relacionarlas con

sus similares de especies bacterianas del mismo género.

3.13. Electroferograma de la Cepa Bacteriana A4
El electroferograma de Cepa Bacteriana A4 fue analizado por electroforesis capilar en el
secuenciador automatico ABI 3730XL DNA Analyzer que trascribe los signos fluorescentes,

graficado en BioEdit Sequence Alignment Editor.

Figurall
Electroferograma de la Cepa Bacteriana A4.
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A Model 3730 File: Sample14_27F.abl
BIO 2?5:220-04 6258002-04 ezsaooa-oaial:s_smns;om:_s,am pleld_27F_PCR1276expl
;Il;gﬁCE7 2.5 (12/11/2013) Lane 87

N NNNNN NNNMW N NNANNMNTG CAG TcGAscGGTAAcAG NGVGNTGCT TGCTNNNNGCTG ACGAGCGGCG GACGGGTG AGTAATGCATAGGAATCTGCCCGATAGTGGGGGATAACCTGGG

SR vt MMMMWWWMWMWW

cTcac CAAGG CGACG ATC CG TAGCTGG TCTGAG AGGATGATCAGCCACATCG GGACTG AG ACACGG C CCG AACT CCTACGGG AGGCAG CAG TG GGG AATATTG GACAATGGGG GG AACCCTG ATC

mwMMwmwmmwmeWmmwmwm

AAGAAGCACCGGCTAACTCCGTGCCAGCAGCCGOGG TAATACGGAGGGTGCGAGCGTTAATCGGAATTACTGGGCGTAAAGCGCGCGTAGGTGGCTTGATAAGCCGGTTGTGAAAGCCCOGGG

L L T oo

CAGTGGCGAANGCGGCCTTCTGGACTGACACTG ACACTG AGGTGCGAAAGCGTGGG TAGCN NNAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTA NCGATGTCGACCAG CCNTTGGGTGCCT,
740

B et 0 D R Y s A T T L T o W e

GAGCATGTGGTTTAATTCGATGCAACGCN NNAACCTTACCTACTCTTGACATCCTG CGAATNNNG TAGAGATACC TTAN TG CC TTC NGG AACGCAN ANACNGGTGCTGCATGG NTGTCG TC
900 910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010

B O D D O S e A I Y T G O L 0 s B D G e I A e

N N NNANNN N N NN N N NN N NNNNNNTC ANNCATCNNN NN T NNN NN NN NG NTNN NNN NN CNNN A NN NN NN NNNNN N W N
1110 1120 1130 1140 1150 1160 1170

Fuente: Elaboracion propia (2021)
Nota. Electroferograma de Cepa Bacteriana A4 fue analizada por electroforesis capilar en el secuenciador
automatico ABI 3730XL DNA Analyzer que trascribe los signos fluorescentes, graficado en BioEdit Sequence
Alignment Editor.
3.14. Andlisis de laboratorio para el proceso de remocion de mercurio

El andlisis desarrollado en el presente proyecto de investigacion fue por espectrometria de

absorcién atdmica de vapor frio. Cuyos resultados se reportan en la siguiente tabla.

-chfclt?nltlaje de remocidon de mercurio de las tres cepas bacterianas en distintos tiempos.
Niveles de concentracion Nivel de remocién de mercurio % de
(horas) medido por cada unidad de por cada unidad de tiempo remocion de
tiempo (ppm) (ppm) mercurio
0 162 0 0

12 152 10 6.17

24 144 18 11.1

48 129 33 20.37

720 108 54 333
1080 98 64 39.50

Nota. Los resultados registrados en la tabla muestran que la remocién de mercurio se
incrementa a medida que se incrementa el tiempo de exposicion.
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3.15. Dinamica del comportamiento de la cepa bacteriana segun GeoGebra

GeoGebra es un programa informatico de matemaética que junta de manera dinamica la
algebra, geometria, la estadistica y el calculo en registros graficos, organizacion de hojas de
calculo y su analisis.

GeoGebra, dinamiza el estudio y permite conocer el comportamiento de la cepa bacteriana
armonizando lo experimental y lo conceptual. Para calcular y conocer el comportamiento de la
cepa bacteriana A4 en referencia a su capacidad de remocion de mercurio se consideraron las
siguientes medidas a las 0 horas 162 ppm, a las 12 horas mostro una medida de 152 ppm, a las
24 h midié 144 ppm, a las 48 horas 129 ppm, a las 720 horas 108 ppm y a las 1080 horas se
midi6 98 ppm.

Tabla b
Niveles de concentracion de mercurio.

Niveles de concentracion

t (horas) (opm)
0 162
12 152
24 144
48 129
720 108
1080 98

Nota. Para el desarrollo del trabajo experimental se realizaron distintas mediciones, considerando para ello las
variables del tiempo vs niveles de concentracion

Tabla 6
Niveles de remocién de mercurio.
t (horas) Remocion (ppm)
4.08 0
12 10
24 18
48 33
720 54
1080 64

Nota. Para el desarrollo del trabajo experimental se realizaron distintas mediciones, considerando para ello las
variables del tiempo vs niveles de remocién de mercurio.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ~@  DE SANTA MARIA

3.16. Evaluacion in vitro de la resistencia al mercurio de las cepas bacterianas
Con el fin demostrar el efecto de remocion de mercurio por las cepas bacterianas aisladas
de suelos contaminados, se realizd en siguiente procedimiento:

e Se pesd 200 gr de tierra y se diluyo6 en 1 litro de agua destilada estéril, se dejé en reposo
por 24 horas

e Se filtro la suspensidn de agua y tierra con papel filtro Whatman 41

e Se esterilizo el filtrado a 121°C por 20 minutos a 1 BAR de presion

e Se vertio 500 mL de este filtrado en botellas Pirex, agregando mercurio a 162 ppm

e A esta suspension se agregd 1 mL de suspensién de cada colonia bacteriana a una
proporcion de turbidez de Macfarlan 1.

e Las botellas conteniendo la suspension de mercurio y colonias bacterianas se colocaron en
un agitador horizontal manteniéndoles por tiempos de 12, 24, 48, 720 (30 dias) y 1080 (45
dias) horas, tiempos a los cuales se extrajo 15 mL de suspension para someterlos a ultra
centrifugacion de 10 000 ppm durante 10 minutos segun la metodologia descrita.
(Kieser, 2000)

e Se extrajo el sobrenadante de 10 mL y se colocaron en tubos Falcén estériles para la
determinacion mercurio.

e Medicion de mercurio en cada sobrenadante tomado segun lo indicado en el sexto punto
acerca de la preparacion de las muestras para el ensayo experimental para analizar la
remocion de mercurio, con el método de espectrometria con vapor frio, por cada cepa

bacteriana en diferentes tiempos (distintos momentos).
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Gréfico 5

Modelo matematico segun las medidas registradas Software Geobra.
S(t) = -15,64710401634848 + 11,13663880843691 * log(t)
S(t)=-15,6471 + 11,1366 In(t)
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Nota. Los resultados registrados en la tabla muestran que la remocién de mercurio se incrementa a medida que se
incrementa el tiempo de exposicion.
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Gréfico 6
Velocidad de reaccion segin Geobra.
v(t)=s" (t)=11.1366/t

111366

B 2 T

Nota. La velocidad nos representa el cambio de la posicion con respecto al tiempo. Por cada hora que pasa hay
una remocién de mercurio de 11.1366 ppm.

A medida que pasa el tiempo disminuye la velocidad de remocion de mercurio en una
primera parte de forma rapida y luego disminuye en forma lenta hasta que parece estabilizarse,
mostrando una region asintotica (eje t).
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Gréfico 7
Aceleracion de reaccion segun Geobra.
a(t)=v™ (t)=s"" (t)=-11.1366/t"2

11.1366

aft) =

32

Nota. La aceleracion representa el cambio de la velocidad de un cuerpo respecto al tiempo.

En el grafico se puede observar que el comportamiento es negativo. Lo que nos permite deducir que existe una
desaceleracion en el proceso de remocion del mercurio, y por tanto a medida que pase el tiempo siempre tendremos
una aceleracion en la remocion en aumento, por cada hora que pase la velocidad disminuye en 11.1366 ppm.
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3.17. Modelo matematico de la cepa bacteriana A 4
Grafico 8

Modelo matematico de la cepa bacteriana A 4.
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Nota. Dicho modelo es una curva de potencial con una regién inicial de répido crecimiento y una region final de
crecimiento lento y permanente

En referencia al R2, coeficiente de determinacion. En el modelo matematico de la cepa
bacteriana se visualiza que su valor se encuentra por encima del 96% por lo que indica que los

resultados cuentan con un 6ptimo y eficiente desempefio frente a la remocion de mercurio.

3.18. Bioadsorcién como técnica para la recuperacion de aguas contaminadas
La bioadsorcion, surge como una alternativa que llama la atencién en la remocidn de iones

de metales pesados en los efluentes industriales, ya que, es una tecnologia que permite no solo
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removerlos, si no también, permite dar un tratamiento a los desechos, estos materiales
biosorbentes son de bajo costo y facil adquisicion. (L. D. Fiorentin, D. E. G. Trigueros, et al.
2010), (J. Mao, S. W. Won, K. Vijayaraghavan, et al. 2009)

Entre las ventajas que presenta la bioadsorcion, en comparacion con las técnicas
convencionales se tiene: bajo costo, alta eficiencia, minimizacién de productos quimicos y
lodos bioldgicos, no se requieren nutrientes adicionales, regeneracion de los biosorbentes, y
posibilidad de recuperacion de metales. Sin embargo, a pesar de las ventajas que presenta este
método de remocidn de metales pesados, se encuentra aln en su etapa de investigacion y no se
le ha transferido conocimiento tecnoldgico, por esta razon en la actualidad no ha sido
implementado a nivel industrial. (N. Das, 2010) & (J.H. Ramirez Franco et al. 2013)

3.19. Degradacién Microbiol6gica

En la actualidad se han encontrado diferentes tipos de cepas bacterianas que permiten
degradar de manera eficiente el mercurio. Diferentes trabajos de investigacion desarrollados
en las distintas partes del mundo han mostrado factores como la oxidacion biolégica como una
nueva alternativa de tratamiento
Figura 12

Esquema de las estrategias de remediacion bioldgica de Hg.
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Fuente: Giancarlo Sora Velazco (2016)

Nota. En la figura se muestran los distintos procesos y trabajos de investigacién desarrollados alrededor del mundo
con el objetivo de generar nuevas alternativas y procesos para la remediacién biologica de Hg contribuyendo de
esta manera al desarrollo y conocimiento del metabolismo y remocion del metal.
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3.20. Utilizacion de bacterias para la remediacion de mercurio

Reduccion enzimatica de mercurio y la presion selectiva ejercida por los ambientes
contaminados con metales ha llevado al desarrollo de sistemas de resistencia metal. Estos
mecanismos han sido estudiados en profundidad desde la década de los 60. Desde entonces, se
publicaron una gran cantidad de trabajos en los que se describe la organizacion y la expresion
de este operdn (Novick y Roth, 1968; Schaefer et al., 2002; Nascimento y Chartone-Souza,
2003; Barkay et al., 2003). La estructura del operdn mer varia entre las distintas especies
bacterianas, encontrandose dos tipos de operones: de espectro reducido (confiere resistencia a
Hg inorganico) y de espectro amplio (confiere resistencia a Hg inorganico y organico). En
conjunto, estos genes codifican para una serie de enzimas que pueden demetilar el Hg organico
a Hg microbianos, hipotéticamente, para todos los metales toxicos, entre ellos el Hg. (Rouch
et al., 1995)

En el proceso de biorremediacion se han identificado cinco mecanismos o formas de
liberacion de toxinas para el mercurio. La genética y la bioquimica de estos mecanismos esta
regida por la presencia del operon (Osborn, Bruce, Strike, & Ritchie, 1997), varios genes estan
involucrados en el operon mer, entre los que se consideran el mer R/ mer D para deteccion de
monomeros, mer P/mer T/mer C para transporte 0 movilizacion y finalmente mer B/ mer A
para la desintoxicacion enzimatica de los compuestos de mercurio inorganico y organico en las
bacterias. (Mathema, thakuri, & Sillanpaa, 2011)

En general los mecanismos de tolerancia para metales pesados pueden ser clasificados
como:

- Bloqueo, donde la célula impide la entrada del ion téxico

- Expulsién activa del ion metélico de la célula a través de un sistema codificado por el gen
de resistencia de alta especificidad

- Secuestro fisica intercelular del metal por la unién de las proteinas

- Secuestro extracelular a menudo por los polisacaridos extracelulares sobre la pared celular

- Conversién enzimatica del metal o formas menos tdxicas o volatiles (Mathema, thakuri,
Sillampaa, 2011). En la naturaleza, la funcién del microorganismo resistente al mercurio
es importante para la bioquimica del mercurio ya que desempefia un papel clave en la
degradacion del MeHg y la reduccion del Hg2+

En la forma volatil del Hg. (Siciliano, O’Driscoll, & Lean, 2002)
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3.21. Mecanismo de Remocién de Mercurio

La presion selectiva ejercida por los ambientes contaminados con metales ha llevado al
desarrollo de sistemas de resistencia a raiz de la presencia del operon mer (Novick y Roth,
1968; Schaefer et al., 2002; Nascimento y Chartone-Souza, 2003; Barkay et al., 2003). En
conjunto, estos genes codifican para una serie de enzimas que pueden demetilar el Hg organico
a Hg inorganico, y reducir el Hg inorganico a Hg (0), el cual es menos toxico y se puede liberar
al medioambiente debido a su alta volatilidad.

El operdn mer esta constituido por genes que codifican para proteinas asociadas con varias
funciones, tales como regulacién, transporte y reduccion.

La mayoria de los operones de resistencia a Hg son inducibles y se hallan bajo un control
regulatorio a nivel transcripcional, tanto positiva como negativamente (Hutchison y Atwood,
2003; Jan et al., 2009; Rojas et al., 2011).

En el presente trabajo de investigacién se identifica una especie bacteriana resistentes al
mercurio del tipo Gram-Positiva, portadoras de un operén (mer). Todos los operones (mer)
producen la enzima reductasa mercurica encargada de reducir el Hg2+ del suelo a HgO.
Ademas, poseen los genes mer T 'y mer P, los cuales son necesarios para la completa operacion
del operon mer. La proteina Mer P se localiza en el periplasma celular y posee residuos de
cisteina a los cuales se une el Hg (1), luego éste se transfiere a los residuos cisteina de la
proteina Mer T, localizada en la membrana celular, EI gen mer A, codifica para la enzima

mercurio reductasa, y mer B, codifica para una enzima érgano mercurial liasa.

3.22. Mer A

La actividad del Mer A en ambientes anaerobios afecta de manera significativa a la
produccion del MeHg compitiendo por H2+ con microbios metilantes, especificamente
bacterias sulfato reductoras. EI gen Mer A se encarga de la produccién de una enzima
denominada reductasa de mercurio, la cual se encarga de la conversion Hg(ll) a Hg (0) y utiliza
el NADPH como fuente de electrones. Recientemente bacterias que trabajan con reductasa de
mercurio han sido utilizadas en procesos industriales para la remocion de Hg2+. (Barkay,
Miller, & Summers, 2003; Mathema, Thakuri, & Sillanpaa, 2011)

3.23. Mer B

El gen Mer B codifica generalmente para la enzima liasa de organomercurio, esta es una de

las enzimas fundamentales para lograr la desintoxicacion y la biorremediacion de compuestos
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organomercuriales. Los productos que son elaborados por esta enzima son posteriormente
volatilizados por el gen Mer A.

En la naturaleza tenemos dos tipos de resistencia del Hg que se presentan de forma frecuente
en la naturaleza: Amplio espectro y Espectro estrecho.

En el espectro estrecho solo el gen Mer A se encuentra presente y el mecanismo de
resistencia se ve limitado a la desintoxicacion enzimatica de Hg inorganico. Para amplio
espextro, Mer A 'y Mer B acttan en conjunto como un sistema de desintoxicacion de Hg y la
tolerancia se muestra a compuestos organicos, asi como a inorgénicos de Hg, a través de la
conversion de las dos formas de compuestos a sus formas volatiles.

En la tabla presentada a continuacion se llega a describir la transformacién biotica del Hg
en su ciclo bioquimico, Todos los mecanismos anteriormente descritos y las enzimas que se
han utilizado son controladas por el operon mer, que esta presente en las bacterias vinculadas

al proceso de biorremediacion.

Tabla 7
Transformacion bioquimica del mercurio.
Transformacion Mecanismo Referencia
Metilacion Hg(ll) | Transformacion del metil a traves de la (Choi, Chase, & Bartha,

transferencia de CHy a traveés de la ruta acetil-CoA | 1994)
en bacterias sulfato reductoras

Demetilacion Demetilacion reductiva por el merAB produciendo | (Barkay, Miller, &
CH3Hg(l) CH, y Hg(0) Summers, 2003)
Reduccion de Reductasa de mercurio bacterial y rutas (Ogunseitan, 1998)
Hg(ll) indefinidas de crecimiento de algas (Devars, Aviles,

Cervantes, & Moreno-
Sanchez, 2000)
Oxidacion Hg Oxidacion por hidroperoxidasas en (Smith, Pitts, McGarvey,
microrganismos, plantas y animales & Summers, 1998)
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Figura 13
Esquema del proceso y funcionamiento del operén mer.

Volatilisation :
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/ Pérplasme
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Fuente: Harris Hellal (2008)
Nota. Esquematizacion y organizacion del operén mer Mer A: mercurio reductasa, reducciéon de Hg 2+ a Hg 0.

Mer B: organomercurio liasa, hidroliza el enlace C-Hg. Mer T: transporte de mercurio en la celda. Mer P:
transporte de mercurio peripldsmico. Mer R: regulacion del operén, se une al ADN del operador (O) e inactiva la
transcripcion del operon. Mer D: involucrado en la regulacion.
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CAPITULO IV
4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Andlisis e interpretacion de resultados

Se ha encontrado que el género Halomona es considerado un biosorbente utilizado para la
biorremediacion de metales pesados (Sharma et al. 2018) y de acuerdo con el proceso
experimental desarrollado en el presente trabajo de investigacion se evidencia la capacidad de
remocion de mercurio en ambientes contaminados, demostrando su capacidad y efectividad en
el proceso de biorremediacion

El principal objetivo ha sido evaluar la remocién y la capacidad de tolerancia del Hg
mediante el uso de bacterias. Para cumplir el objetivo ha sido necesario la realizacion de
distintos ensayos y estudios previos en laboratorio, y asi poder determinar cual seria la
capacidad de tolerancia de los microrganismos antes de poder probar su capacidad para
remover o0 absorber el metal, ya que esta depende de la eficiencia, capacidad y selectividad,
ademas de su equivalencia con los tratamientos fisicoquimicos, en la actualidad se encuentran
en uso y su economia, ya que al ya poder utilizar las cepas bacterianas identificadas solo se
necesitaria los distintos reactores o infraestructuras en donde ellos deberan encontrarse para
actuar como un medio filtrante, de esta manera se obtiene un costo de mantenimiento y de
operacion mucho menor, en cambio si comparamos con los métodos fisicoquimicos se
necesitarian agentes quimicos para poder lograr el objetivo, ademas que todo esto subiria los
costos debido a que se genera desgaste por la abrasion. Si bien es cierto se logra alta eficiencia
al momento de remover metales o recuperarlos a través de la biorremediacion, esto no significa
que llegaria a reemplazar totalmente a los métodos convencionales usados en la actualidad, ya
que no se estaria analizando el efecto costo beneficio de estas tecnologias, pero se podria hacer
de este un tratamiento adicional a los tratamientos convencionales.

Las tecnologias microbianas vienen siendo mencionadas constantemente en la web, bases
de datos, a primera vista muy costosas y las aplicaciones de esta son muy selectas, esto gracias
a la poca investigacion de los microorganismos, pero dichas tecnologias, especialmente
aquellas que usan las cepas bacterianas para la remocion de los metales pesados en medios
liquidos contaminados son las méas apropiadas para su aplicacion debido al crecimiento de corto
plazo, su manipulacion es sencilla y las demandas no son tan exigentes a la hora de pH,
oxigeno, espacio o nutrientes.
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Al analizar el porcentaje de similitud de la cepa bacteriana A4 con las diez primeras cepas
bacterianas registradas en el NCBI agosto 2021 nos dieron como resultado una similitud entre
95.13% y 96.59% segun el proceso de alineamiento por medio de BLAST y bajo los pardmetros
del programa MEGA mencionado por Kumar y Col, 2004.

En el presente trabajo de investigacion los resultados de la espectrometria de absorcién
atdmica de vapor frio nos dieron como resultado que la remocidn de mercurio se incrementa a
medida que se incrementa el tiempo de exposicion. También se identificd a través de GeoGebra
que por cada hora que pasa hay una remocién de mercurio de 11.1366 ppm.

En el analisis del cambio de velocidad de un cuerpo respecto al tiempo no ha permitido
deducir que existe una desaceleracion en el proceso de remocién del mercurio, y por tanto a
medida que pase el tiempo siempre tendremos una aceleracién en la remocién en aumento, por
cada hora que pase la velocidad disminuye en 11.1366 ppm.

En el presente trabajo de investigacién se identifica una especie bacteriana resistentes al
mercurio del tipo Gram-Positiva, portadoras de un operén (mer). Todos los operones (mer)
producen la enzima reductasa mercurica encargada de reducir el Hg2+ del suelo a HgO.
Ademas, poseen los genes mer T 'y mer P, los cuales son necesarios para la completa operacion
del operon mer. La proteina Mer P se localiza en el periplasma celular y posee residuos de
cisteina a los cuales se une el Hg (11), luego éste se transfiere a los residuos cisteina de la
proteina Mer T, localizada en la membrana celular, EI gen mer A, codifica para la enzima
mercurio reductasa, y mer B, codifica para una enzima érgano mercurial liasa.

En la actualidad se han encontrado diferentes tipos de cepas bacterianas que permiten
degradar de manera eficiente el mercurio. Diferentes trabajos de investigacion desarrollados
en las distintas partes del mundo han mostrado factores como la oxidacion biolégica como una
nueva alternativa de tratamiento.

Al observar los resultados de laboratorio de la cepa bacteriana identificada, podemos afirmar
que asi no tengamos conocimiento de las vias metabolicas, la quimica de esta cea bacteriana,
se esta aprovechando de la capacidad microbiana para el procedimiento de cuerpos de agua, 0
el de la biosfera misma, en este caso, el presente proyecto de investigacion quiere explorar
aquellas capacidades que cuenta esta cepa bacteriana para asé poder generar soluciones a los

distintos problemas de contaminacion ambiental.
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4.2. Analisis de Aplicabilidad

La aplicacion de los proyectos de biorremediacion depende de un gran numero de factores
dentro de los que destacan los aspectos econdémicos, técnicos y culturales. Para considerar su
aplicabilidad en una prueba piloto y luego llevarla a la préactica, lo que se busca con el desarrollo
del presente trabajo de investigacion es emplear aquellos conceptos de las técnicas de
extraccion y recuperacion del oro para asi poder realizar el tratamiento de una problematica
especifica como es la amalgamacion y por lo tanto el uso del mercurio.

En un proceso de degradacién tenemos como primera consideracion que este tiene que estar
en estado liquido con el objetivo de poder facilitar la tarea de degradacion por parte de los
microorganismos. En términos practicos, el tomar acciones frente a la contaminacion generada
por la mineria artesanal, que no tiene estandares ni cuidados frente a los impactos que genera
esta frente al ambiente, constituye un gran desafio social y cultural importante, ya que es una
oportunidad para la implementacién de nuevas tecnologias.

Para poder cambiar las practicas que se han venido dando generacidn tras generacion, solo
podriamos lograrla con una serie de capacitaciones a los trabajadores que son parte de ella, esto
requiere tiempo, inversion y esfuerzo humano. Para lograr ello, es necesario que nuestro estado
tenga acercamiento a estas comunidades y trabaje junto con ellas para lograr que los mineros
artesanales cuenten o se formen mejor en conciencia ambiental en el desarrollo de sus
actividades, generar la apertura a aprender el uso de nuevas tecnologias y técnicas de extraccion
y un manejo adecuado de los desechos que este produce. Sin embargo, este proceso
anteriormente mencionado es muy complicado al ser mineria informal e ilegal.

Para lograr lo anterior mencionado, es necesaria la generacion de politicas que incentiven
las buenas préacticas minera 'y a su vez permitan el libre acceso a poder implementar técnicas
limpias. Es realmente fundamental que los trabajadores mineros acepten los peligros que estan
enfrentando y los efectos que este causa al seguir usando sus métodos y técnicas
convencionales, no solo para ellos sino para sus familias.

Para poder implementar el uso de biotecnologias es de suma importancia el realizar pruebas
piloto, que es basada en la teoria microbioldgica propuesta en el presente trabajo de
investigacion. Ademas, los efluentes resultantes de las plantas piloto se utilizan como prueba,
como inoculo para proyectos de mayor magnitud. Los resultados obtenidos son clave para

poder realizar el andlisis a detalle sobre la aplicacion de este proceso a gran escala.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM DE SANTA MARIA

CONCLUSIONES

1. El aislamiento y la caracterizacion molecularmente de las cepas bacterianas con
capacidad de crecimiento en aguas contaminadas con mercurio dio como resultado
la presencia de la cepa bacteriana A4. ldentificada como una cepa bacteriana del
género Halomona.

2. Al realizar la bioinformatica de las cepas bacterianas identificadas y el significado y
aplicacion de las mismas podemos notar los claros efectos positivos de la
biorremediacion. No obstante, hay ciertas dificultades para la aplicacién, esto
gracias a las restricciones impuestas por el sustrato y a la variabilidad ambiental, el
potencial limitado de la biodegradacion y la viabilidad de los microorganismos de
origen natural, entre otras.

3. Al realizar el modelo matematico para identificar el comportamiento de la cepa
bacteriana identificada podemos notar claramente que conforme pasa el tiempo, el
proceso de remocion de mercurio se incrementa es por ello que para complementar
el proceso de biorremediacion es necesario que implementar estrategias de gestion
ambiental, orientadas a resolver, mitigar y/o prevenir los problemas de caracter
ambiental, lo cual le permitira al ser humano el mejor desempefio de sus procesos
de investigacion y por consiguiente contribucion, esto garantiza su permanencia en
el tiempo. Todo esto implica que sean gestionados de manera racional los recursos
naturales; que se implementen mé&s medidas preventivas, el uso de nuevas
tecnologias que sumen a reducir y corregir en medida de lo posible el recurso
impactado.

4. Desde 1970 se ha demostrado que la biorremediacion es rentable y eficiente,
destacando entre las principales tecnologias, tal como se muestra en el trabajo
experimental en donde se demuestra claramente su capacidad para la
biorremediacion.

5. Al aplicar nuestra investigacion ya en campo tendria como aspecto negativo que, al
encontrar presencia de otros elementos, estos harian que no se de los resultados con

el ritmo que se identificd en laboratorio.
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RECOMENDACIONES

- El uso de la biorremediacion es una técnica atractiva en comparacién con las
tradicionales fisicoquimicas, la biorremediacion es usada para la remediacion de
aquellos componentes que afectan de manera negativa el equilibrio del ambiente y
esta técnica es sostenible en el tiempo.

- El mercurio es altamente toxico en el ambiente y de manera general para todos los
seres vivos, por este motivo en muchos paises del mundo estd terminantemente
prohibido su uso en algun proceso productivo ya que este metal al encontrarse en los
ecosistemas tiene la particularidad de acumularse a lo largo de la cadena alimenticia.
También, hace un tiempo los rios han venido pasando por un proceso de
contaminacion con mercurio, relacionado estrechamente con la mineria del oro
cercana a estos. Por lo tanto, es necesario el desarrollo de tecnologias, procesos que
se direccionen en remover el mercurio o los metales pesados que son altamente
toxicos para las poblaciones cercanas, la flora y fauna. Actualmente la alternativa de
remediar con el uso de microorganismos esta siendo reconocidos Ultimamente por
la comunidad cientifica, es una alternativa viable por sus bajos costos pero a su vez
eficiente al momento de remover metales pesados con concentraciones minimas.

- La biotecnologia se desenvuelve en diversos campos, como la elaboracion de
alimentos, la agricultura, en el sector de salud, produccion de materiales y productos
quimicos, la proteccion del ambiente entre otros. Esta se presenta como un conjunto
de tecnologias que tiene gran potencial para poder contribuir de manera significativa
para el desarrollo sostenible en la solucion de problemas de contaminacion.

- La Bioadsorcion es una técnica de tratamiento de aguas residuales con alta
efectividad, esto a sus costos bajos de implementacion y mantenimiento en
comparacion con los tratamientos de recuperacion de metales tradicionales los
cuales generan altos costos, por lo que es recomendable continuar con la practica
presentada y aprovechar las bondades identificadas en la cepa bacteriana
identificada.

- Se recomienda que los gobiernos faciliten la integracion de los mineros artesanales
y de pequerfia escala en el sector estructurado de la economia, y que se dé inicio a
una capacitacion frecuente de tal forma que genere una conciencia ambiental

adecuada para la proteccion de su entorno, asi como de su salud e integridad
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- Al tener conocimiento de la situacién critica en la cual viven y desarrollan sus
actividades los pobladores del sector de Secocha es que se recomienda brindar apoyo
en educacién capacitacion minera, campafias médicas, tanto a los mineros como al
resto de pobladores de la comunidad respecto a los peligros que lleva trabajar o estar
expuesto al mercurio y las alternativas de reemplazo para su actividad minera que
sea amigable con el medio ambiente.

- Lograr una comprension real de la situacion en la zona identificada (Secocha) e
implementar una estrategia con el fin de poder lograr cambios considerables para la
recuperacion ambiental de la zona y la salud de sus pobladores.

- Subsidiar la compra de equipos especiales para la extraccion de oro como alternativa
del uso del mercurio, esto afectaria directamente en la mejora de la salud de las
personas y se reduciria el impacto ambiental que actualmente genera el uso del
mercurio.

- Motivar y capacitar a la poblacion que usen metodos actuales amigables con el
medio ambiente, que produzcan y comercialicen “oro limpio” para mejorar su
calidad de vida.

- Siguiendo lo establecido en la ley general del ambiente se recomienda fomentar la
investigacion ambiental cientifica y tecnoldgica. Considerando que su aplicacion
corresponde a los poderes del Estado y a las universidades, publicas y privadas, en
cumplimiento de su obligacion constitucional

- Serecomienda motivar y promover la investigacion y desarrollo cientifico en el tema
ambiental de manera permanente, haciendo que estas faciliten el cuidado y la
conservacion de buena salud de las personas y el ambiente donde se desarrollan
actividades que actualmente generan dafos considerables a los mismos.

- Se recomienda fomentar la formacién de una cultura de cuidado y preservacién
ambiental, promoviendo y despertando el interés en la investigacion del mismo en
nifios y jovenes. Asimismo, promover el uso de tecnologias limpias en los sectores
productivos como la mineria que generan grandes impactos al medio ambiente con
uso de tecnologias tradicionales.

- En referencia a la Politica Nacional de Educacion Ambiental, se da la
recomendacion de incentivar y promover la participacién de la ciudadania en general
en educacion ambiental, ya que esta es base fundamental para generar

conocimientos, actitudes, valores y sobre todo préacticas para el desarrollo de
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actividades que sean adecuadas con el medio ambiente y contribuyan o busquen el
desarrollo sostenible del pais.

- El estado tiene la obligacién de generar los medios necesarios para promover una
educacion ambiental en coordinacion con sus diferentes organismos y la sociedad
civil, esto debe darse en todos los niveles educativos, estableciendo reconocimientos
y estimulando a los docentes, instituciones u organismos que promuevan el
desarrollo de esta.

- Segun lo sustentado, desarrollado y validado en el presente trabajo de investigacion
se concluye que la implementacion del mismo constituye un aporte y un referente
para el cuidado y la conservacién del medio ambiente, mas aun en las zonas donde

se desarrolla la explotacion minera artesanal.
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