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LISTA DE ABREVIACIONES:

Y

Cu II: Cobre metalico

Cd 1I: Cadmio metalico

Hg: Mercurio

Pb: Plomo

Ni: Niquel

Sh: Antimonio

Bi: Bismuto

ppm: Partes por millon
NaCl: Cloruro de sodio
CaCOs: Carbonato de calcio
Na,CO3: Carbonato de sodio
ECA: Estandares de Calidad Ambiental
SDT: Sales disueltas totales
CE: Conductividad eléctrica
CMV: Cepa Madre Verde
CMC: Cepa Madre Café
CMB: Cepa Madre Blanca

YV V.V V V V V YV V V V V V V V VYV
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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo de investigacion fue evaluar la capacidad de remocion de
Cu (I) y Cd () por cepas bacterianas halotolerantes aisladas de piedras de cuarzo
provenientes de terrenos aridos-salinos del distrito de Uchumayo de Arequipa e

inmovilizadas por el método de gelificacion ianotropica.

Sedeterminé las condiciones fisico-quimicas del suelo de la zona de muestreo,
conductividad, sales disueltas y porcentaje de cloruros, factores meteorologicos como
humedad, radiacion solar y temperatura mediante el Software “Surface Meteorlogy And

Solar Energy”.

De las cepas bacterianas aisladas se determin0 sus condiciones dptimas de crecimiento con
respecto a variaciones de pH, encontrandose el 6ptimo a 7 (neutrdéfilas), salinidad a 7%

(halotolerantes moderados) y temperatura a 37 °C (mesofilas).

Se realiz6 la caracterizacion macroscépica y microscopica de las cepas bacterianas aisladas
y a través de su caracterizacion bioquimica se identificd las cepas dentro de los géneros de

Corynebacterium spp y Pseudomona aeruginosa.

Xiv
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Para la evaluacion de la capacidad de remocion de Cu (1) y Cd (Il), se inmovilizé el
consorcio conformado por las cepas bacterianas de Corynebacterium spp y Pseudomona
aeruginosa en alginato de calcio al 2.5% y se determiné el porcentaje de remocion enl10
ppm y 100 ppm de las soluciones de Sulfato de Cobre (CuSQO,) y Nitrato de Cadmio
Cd(NOs), respectivamente, tomando muestras cada 3 dias, por duplicado durante 15 dias;
estas fueron analizadas por Espectroscopia de Absorcion Atdmica, obteniendo los
siguientes porcentajes de remocion, para el Cobre (I1I) a 10 ppm 97.08% y a 100 ppm
62.7%; para el Cadmio (I1) a 10 ppm 99.0% y a 100 ppm 10.1% lo que demuestra que el
consorcio bacteriano inmovilizado presenta la capacidad de remocion de dichos metales

pesados.
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the removal capacity of Cu (Il) and Cd (1)
by halotolerant bacterial strains isolated from quartz stones from arid - saline soils
Uchumayo district of Arequipa and immobilized by the method of ianotropica gelation.

Physico-chemical soil sampling zone conditions, conductivity, dissolved salts and
percentage of chlorides, meteorological factors such as humidity, solar radiation and
temperature was determined by the Software "Surface Meteorlogy and Solar Energy".

Strains isolated from their optimal growth conditions are determined with respect to pH
variations, being the optimum to 7 (neutrophils), salinity to 7 % (moderate halotolerant)

and temperature at 37 ° C (mesophilic).

Macroscopic and microscopic characterization of bacterial isolates and through its
biochemical characterization identified strains within the genera Corynebacterium spp and

Pseudomona aeruginosa was performed.

To evaluate the ability of removal of Cu ( Il ) and Cd (Il ), the consortium of bacterial
strains of Corynebacterium spp and Pseudomona aeruginosa in calcium alginate
immobilized 2.5% and the percentage of removal was determined in 10 ppm and 100 ppm
solutions of copper sulfate (CuSO,) and nitrate Cadmium Cd (NOs),, respectively , taking
samples every 3 days , in duplicate for 15 days , and these were analyzed by Atomic
Absorption Spectroscopy , obtaining the following percentages clearance for the copper ( 11
) at 10 ppm and 100 ppm 97.08 % 62.7 %, for cadmium (Il ) at 10 ppm and 100 ppm 99.0
% 10.1 % showing that the immobilized bacterial consortium has the capacity to remove

these heavy metals.

XVi
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INTRODUCCION

Los metales pesados presentes en efluentes son producto de actividades industriales y
agricolas, tales como la fabricacidn de pigmentos, la utilizacion de fertilizantes y pesticidas,
entre otros; estos se han convertido en un serio problema en los ecosistemas y en la salud

del hombre. ©®

A diferencia de otros tipos de compuestos que contaminan el medio ambiente, la dificultad
para removerlos radica en la imposibilidad Gltima de su destruccion o biodegradacion,

debido a su naturaleza quimica. "

En los dltimos afios se han desarrollado diversas investigaciones que proponen alternativas
para prevenir y restaurar los dafios ocasionados por el crecimiento industrial. La
biotecnologia, mediante el uso de microorganismos, aporta posibilidades para inmovilizar
los metales en formas no biodisponibles y/o convertir los iones metalicos toxicos en formas

quimicas mas inocuas, ademas de ser tecnologfas de bajo costo y accesibles. ¥

En el presente trabajo de investigacion se propone utilizar bacterias halofilas nativas, como
especies biorremediadoras de lechos contaminados, para la remocion de metales pesados,

como el cobre y cadmio.

El interés de estas cepas bacterianas se incrementa notablemente aprovechando las
propiedades y caracteristicas particulares en medios extremos como en condiciones
normales, para que puedan ser utilizadas en forma individual o en consorcios, por lo que su
aplicacion es adecuada, econémica y representan una importante alternativa a los

tratamientos convencionales que presentan desventajas en términos energéticos o de costo.
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HIPOTESIS

“Dado que cepas bacterianas halofilas han mostrado adaptacion en ambientes extremos,
es probable que sean resistentes a la toxicidad de metales pesados y tengan la capacidad
de remocion de Cu (11) y Cd (I1) en sistemas de inmovilizacion con alginato de calcio”
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VARIABLES E INDICADORES

Tabla N°1. Variables e indicadores de trabajo

VARIABLES INDEPENDIENTES INDICADORES
Piedras de cuarzo Coloracion
Salinidad Concentracion de NaCl (%)
pH Concentracion de H*
Temperatura °C
Cu (I Concentracion de Sulfato de cobre (ppm)
Cd (I Concentracion Nitrato de cadmio (ppm)
VARIABLES DEPENDIENTES INDICADORES
Cepas nativas Presencia de cepas
UFC/mL
Crecimiento bacteriano
Densidad Optica
Remocién de Cu (1) y Cd (11) ppm
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL:

1. Caracterizar cepas bacterianas halofilas, inmovilizar y evaluar la capacidad de
remocion de Cu (1) y Cd (II).

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1. Aislar e identificar cepas bacterianas hal6filas, procedentes de muestras de cuarzo
en suelos aridos de minas no metalicas del distrito de Uchumayo-Arequipa.

2. Determinar las condiciones Optimas de Salinidad, Temperatura y pH para el

crecimiento de cepas bacterianas halofilas.

3. Inmovilizar en alginato de calcio las cepas bacterianas en sus respectivas

condiciones 6ptimas.

4. Evaluar la capacidad de remocién de Cu (I1) de bacterias haléfilas inmovilizadas en

alginato de calcio.

5. Evaluar la capacidad de remocion de Cd (1) de bacterias haléfilas inmovilizadas en

alginato de calcio.
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CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1. MICROORGANISMOS HALOFILOS

La elevada diversidad microbiana se debe a diversos factores ambientales, incluyendo la
conservacion geoldgica a través de los afos, la heterogeneidad de los terrenos, los cambios
ambientales y finalmente el conjunto de adaptaciones a las condiciones extremas. ES
conocido que los ambientes que hasta hace poco eran considerados inhabitables por el
hombre, son colonizados por determinados organismos capaces de adaptarse a €sos nichos
ecoldgicos, conocidos como ambientes extremos.

El cloruro de sodio (NaCl), es uno de los factores que ha contribuido en esta diversidad
microbiana. A pesar de que este compuesto es un inhibidor para el crecimiento de

microorganismos, algunos de ellos han desarrollado diversos mecanismos de adaptacion.

El término haldfilo viene del griego “halo”-sal y “filio”—amante. Los microorganismos
haléfilos evolucionaron bajo condiciones que imperaban en la tierra primitiva: alta

temperatura, salinidad y atmésfera inestable. "

Los ambientes hipersalinos son en general medios inhospitos para los seres vivos. El
problema mas importante que encuentran los microorganismos ordinarios en este tipo de
ambientes, es la pérdida de agua citoplasmatica debido a la elevada osmolaridad del medio,
en estos ambientes coexisten grupos filogenéticos muy diferentes, sin embargo su
distribucion no es precisamente homogénea sino que existe un claro predominio de unos

grupos frente a otros dependiendo del grado de salinidad del medio. ¢

Las bacterias hal6filas son microorganismos que requieren cierta concentracion de NaCl
para su desarrollo y crecimiento. Pueden ser clasificados en funcién de la cantidad de sal
que requieren.®. Estos se encuentran en ambientes hipersalinos y son capaces de
reproducirse y realizar sus funciones metaboélicas de una manera mas eficaz en presencia de
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altas concentraciones de sales; tienen la capacidad de balancear su presion osmética en

relacién con el medio y resistir los efectos nocivos de la sal. ¢

Entre los microorganismos hal6filos estudiados existen individuos pertenecientes a los tres
dominios: Eukarya, Bacteria y Arqueas, sin embargo dependiendo de la concentracién de

sal del medio, la abundancia de unos a otros varia considerablemente. (92).

2.1.1. CARACTERISTICAS:

Los microorganismos halofilos estdn ampliamente distribuidos en los medios
hipersalinos (en zonas aridas hipersalinas, costas, diferentes profundidades del agua de

mar, etc.).

Dado que las membranas bioldgicas son permeables al agua, las células no pueden
mantener la actividad del agua en su citoplasma mas alta que su alrededor; porque ello
las puede llevar a perder agua hacia el medio que las rodea. Por consiguiente, se puede
esperar que un microorganismo que vive en altas concentraciones de sal mantenga su
citoplasma al menos isosmético con el medio extracelular. La presencia de una presion

de turgencia requiere un citoplasma hiperosmético. “%.

La principal estrategia que desarrollan los microorganismos haléfilos para adaptarse al
estrés osmatico se basa en la acumulacion masiva de compuestos en el citoplasma para

compensar la presion osmética del medio externo. ©°

. Una de las ventajas que le
conceden los exopolisacaridos a las bacterias halofilas es la capacidad de captar metales

pesados.

Los géneros predominantes que se han identificado del suelo no son muy variables en
comparacion a los encontrados en muestras de aguas hipersalinas; asi se han identificado
los géneros Bacillus spp., Halomonas spp., Pseudomonas spp., Micrococcus spp,
Pediococcus halophylus y en menor proporcion Nesterenkonia y Agrobacterium.,
ademas de diversas especies de Vibrio (V. cholerae, V. paraheamolyticus, V. vulnificus).

En cuanto a los hongos son importantes Aspergillus penicillioides y Aspergillus terreus.
(105).
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2.1.2.CLASIFICACION DE LOS MICROORGANISMOS HALOFILOS:

Kushner y Kamekura (1988), propusieron categorias de microorganismos dependiendo
de la concentracion de NaCl que requieren para su crecimiento Optimo, esto es
considerando que el agua de mar contiene una concentracion de NaCl cerca del 3% p/v.

“8) La clasificacion se muestra en la Tabla N°2.

Tabla N°2. Clasificacion de hal6filos en funcion de la salinidad.

HALOFILOS CONCENTRACIONES DE NaCl
Halofilos Extremos 2,5-5,2 M (saturacion de NaCl)
Halé6filos Moderados 0,5-2,5 M (aprox. 3-15% p/v)
Halé6filos Débiles 0,2 a 0,5M (aprox. 1-3% p/v)

Fuente: Kamekura, 1988.

Los microorganismos haléfilos extremos son comunes de ambientes hipersalinos que
presentan una concentracion de sal superior a 2,5M de NaCl (15% p/v), las especies de
los géneros Halobacterium y Halococcus son ejemplo de ello y con frecuencia producen

pigmentos rosados o rojos. ¢

Las bacterias hal6filas moderadas a concentraciones salinas intermedias 0,5 — 2.5 M de
NaCl (3 — 15%. p/v) pertenecen a los géneros Bacillus, Micrococcus, Vibrio,

Acinetobacter y Moraxella. ©®

Aquellas bacterias, entre las que se encuentran las especies de los géneros Pseudomonas,
Flavobacterium y Acinetobacter, crecen mejor en medios con una concentracion de sal
comprendida entre 0.2 — 0.5 M de NaCl (0.5- 3.0% p/v), y son consideradas débilmente

halofilas.

Otras bacterias son halotolerantes; es decir, son capaces de crecer en medios con sal 0
sin sal, generalmente suelen crecer a 1 M de NaCl (5% o mas de sal); entre las mismas

23
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se incluyen ciertas especies de los géneros Bacillus, Micrococcus, Corynebacterium,

Streptococcus y Clostridium, Sarcinas, Pseudomonas, Pediococcus y Alcaligenes. 8
2.1.3.DESCRIPCION DE GENEROS BACTERIANOS
a) GAMMAPROTEOBACTERIAS.-

Constituyen el subgrupo mas grande de proteobacterias comprendidas por bacterias
Gram-negativas fermentadoras y facultativamente anaerobias e incluyen una gran

variedad de tipos fisiolégicos. 9.

Dentro de este clase, se encuentran algunos géneros que han sido registrados como
tolerantes a la salinidad, Halomonas spp., Pseudomona spp., Marinomonas spp.,

Vibrio spp., Alteromonas spp.y Marinococcus spp. 9.

- Pseudomona aeruginosa, es un bacilo Gram-negativo aerobio, no formador de
esporas, puede presentar de 1.5 a 5 um de largo y, un didmetro de 0.5 a 1.0 um.
Las especies de este género son moviles, debido a la presencia de uno 0 méas
flagelos polares. La mayoria de células de P. aeruginosa presentan un Unico
flagelo polar. La movilidad les permite responder a estimulos quimicos

(quimiotaxis), asi como localizar substratos en bajas concentraciones. .

Es un género de especies capaces de utilizar un amplio rango de compuestos,
tanto organicos como hidrocarburos alifaticos y aromaticos e inorganicos,
capaces de vivir bajo muy diversas condiciones ambientales. Debido a estas
caracteristicas, podemos encontrarlos tanto en los ecosistemas terrestres como
acuaticos.

Estas cepas son frecuentemente resistentes a antibidticos, desinfectantes,
detergentes, metales pesados y solventes organicos. Por consiguiente,

contribuyen de manera significativa a la remocion de estas sustancias quimicas.
(96)

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE UNIVERSIDAD

b CATOLICA
TESIS UCSM g DE SANTA MARIA

En la Fig.N°1. Se observa los mecanismos de tolerancia de Pseudomona
aeruginosa a los metales pesados a través de la adherencia a la membrana célula

0 su reduccién a estados menos toxicos.

CH.Hg
(CH.).Hg
Cd Ha /EPS sequestration

Cd

Efflux pumps

Metallothionein-like
protein production
-(cys-cys). - Cd

Pb

Intracellular
sequestration

Reduction A
Hg—J» Hg
CU —3p- Cu

Outer membrane
or cell wall binding

Precipitation as
metal salts

Cd" =3 Cds
Cd" =P CdPO

Fig. N°1. Mecanismos de tolerancia de las células bacterianas a los metales pesados.

Fuente: Field, 2006. Biorremediacién de metales Pesados. Universidad de Arizona,

Ingenieria Quimica y Ambiental.
b) ACTINOBACTERIAS.-

El filo Actinobacteria es un grupo de bacterias de distribucion mundial, muy
abundantes en suelos y ambientes acuaticos. Son bacterias Gram-positivas, algunas
especies son capaces de producir esporas externas, heterdtrofas aerobias y
anaerobias facultativas, tienden a crecer lentamente formando filamentos
ramificados.

Son conocidas por las sustancias quimicas que algunas de sus especies son capaces
de producir, las cuales han sido explotadas por las industrias farmacéuticas para la
produccion de medicamentos. “.

Dentro de esta clase, los géneros registrados como bacterias haléfilas y
halotolerantes son Micrococcus spp., Corynebacterium spp. y Streptomyces spp. 9.

25
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- Corynebacterium spp., son bacterias Gram-positivas, catalasa positivas, no
esporuladas, carecen de motilidad, bacilos rectos o ligeramente curvados cuyo
tamafio oscila entre 2-6 um de longitud y 0,5 um de didmetro, a menudo con la
tipica forma de V (lo que también se denomina “forma de letras chinas”), aunque
también aparecen formas elipsoidales, son aerobias o anaerobias facultativas,
quimio-organotrofos.

Estan ampliamente distribuidas en la naturaleza encontrdndose en el suelo, el agua,

productos alimenticios y también la mucosa del hombre. @2,

Las especies no patdgenas, son utilizadas en procesos industriales de gran
relevancia, como la produccién de aminoéacidos y la degradacion de hidrocarburos.
(25 En algunos estudios se reportd la resistencia a algunos metales pesados, como es
el caso de Corynebacterium genitalium spp., que presenta resistencia a mercurio y
plomo, y Corynebacterium diphteriae spp., que ha sido aislado de suelos

contaminados con cromo (IV). ©?

. Investigaciones en el oeste de China, ha
registrado que la especie, Corynebacterium halotolerans spp., resiste una

concentracion salina de 10 % de sales como NaCl, KClyMgCl,.6H,0. 20),

2.2. EL CUARZO:

2.2.1.ORIGEN.-

Provienen de rocas sedimentarias, metamarficas, e igneas. Es un mineral muy comun
encontrado en todo el mundo, se encuentra en el ambiente geoldgico y es un componente

de casi todos los tipos de roca. Es con frecuencia el mineral primario al 98%. ©9.

2.2.2.DESCRIPCION.-

De formula empirica: SiO, y peso molecular de 60.08 g/mol. Su composicion quimica
corresponde a 46.74 % de silicio y 53.26 % de oxigeno.

Su textura suele ser sacaroidea, que Sse caracteriza por presentar un mosaico de cristales
que recuerdan a un terrén de azucar, con predominio de los colores claros (incolora,

blanca, rosada, gris, entre otros). .
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El tamafio de los cristales varia entre los especimenes que pesan una tonelada hasta las
particulas diminutas que centellean sobre las superficies rocosas, también es comun en
formas masivas que contienen particulas con tamafios desde granulado grueso hasta
criptocristalino (granos invisibles para el ojo, pero observables con un microscopio).
Tiene una dureza de 7 y una densidad relativa de 2,65. Su brillo es vitreo en algunos
especimenes y graso en otros. EI mineral puro es incoloro, pero es frecuente que esté

tefiido por impurezas. ®.

2.2.3.USOS.-

De las muchas variedades cristalinas del cuarzo las distintas formas de calcedonia se
usan como gemas y otros ornamentos. Las rocas de cristal puro se utilizan en equipos
Opticos y electrénicos. Como arena, el cuarzo se utiliza con profusion en la fabricacion
de vidrio y de ladrillos de silice, 0 como cemento y argamasa. El cuarzo molido sirve de
abrasivo en el cortado de piedras, en los chorros de arena y en el molido de vidrio. El
cuarzo en polvo se usa para hacer porcelana, papel de lija y relleno de madera. Se
utilizan grandes cantidades de cuarzo como fundente en operaciones de fundicion. .

2.3. CONTAMINACION AMBIENTAL.-

Segun la legislacion ambiental vigente, se define como contaminacion al hecho de “alterar
nocivamente la pureza o las condiciones normales de una cosa o un medio por agentes
fisicos y quimicos”. La Base Normativa en la que aparece esta definicion y sus aplicaciones
en la Ley N° 26842; Ley General de Salud en su capitulo VIII, articulo. 106 sefiala que: La
Autoridad de Salud establecera las medidas de prevencion y control indispensables para
gue cesen los actos de contaminacion ambiental que ponga en riesgo la salud de la
poblacién.

La OMS considera que la contaminacion, tanto en espacios interiores como al aire libre,
constituye un grave problema de salud medioambiental que afecta a los paises desarrollados
y en desarrollo por igual. También considera que la contaminacion atmosférica constituye
un riesgo medioambiental para la salud y se estima que causa alrededor de dos millones de

muertes prematuras al afio en todo el mundo. ©?.
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2.3.1. CONTAMINACION POR METALES PESADOS:

Debido a las actividades econdmicas, de produccion y de desarrollo en nuestro pais entre
los principales agentes contaminantes identificados tenemos: el plomo, mercurio,
aluminio, arsénico, magnesio, manganeso, hierro, cobre, cianuro, agregandose a estos
metales pesados el didxido de azufre, y el &cido sulfdrico. (R.M. N° 525-2005/MINSA).

Adicionalmente a ello tenemos la presencia cada vez mayor de poblaciones ubicadas
dentro del area de influencia de las actividades productivas entre ellas la mineria. El
mayor conocimiento sobre el impacto ambiental y los riesgos a la salud ocasionados por
los diferentes metales pesados y otras sustancias quimicas genero la preocupacion del
Ministerio de Salud por las formas de proteger a las poblaciones en riesgo y enfrentar los
problemas existentes, creando mediante R.M. N° 425-2008-MINSA, la Estrategia
Sanitaria Nacional de Atencion a Personas Afectadas por Contaminacién con Metales
Pesados y otras Sustancias Quimicas, dependiente de la Direccion General de Salud de

las Personas con funciones definidas. ©?.

En la ciudad de Arequipa el dafio que se causa a los suelos es de la misma magnitud al
de agua y aire, algunas veces es menos evidente; sin embargo, es importante conocer los
lugares donde es mas probable que se contamine el suelo. Algunos de estos sitios son:
los basureros municipales, las zonas urbanas muy pobladas, etc., sin dejar de mencionar

las zonas agricolas donde se utilizan los fertilizantes o pesticidas de manera excesiva.
@7)

2.4. METALES PESADOS

De los elementos quimicos que hoy conocemos, aproximadamente un 75 % son metales. Se
va a definir metal pesado de acuerdo a la Norma Técnica Ambiental dictada bajo el amparo
de la Ley de Gestion Ambiental y del Reglamento a la Ley de Gestion Ambiental para la
Prevencion y Control de la Contaminacion Ambiental, son: “Metales de nimero atomico
elevado, presentan una densidad relativamente alta y cierta toxicidad para los seres

humanos, estan distribuidos a lo largo de la corteza terrestre como cadmio, cobre, cromo,
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hierro, manganeso, mercurio, niquel, plomo, y zinc, entre otros, que son toxicos en

concentraciones reducidas y tienden a la bioacumulacién”” ©2.

Los Metales pesados son aquellos cuya densidad es por lo menos cinco veces mayor que la
del agua. Los mas importantes son: Arsénico (As), Cadmio (Cd), Cobalto (Co), Cromo
(Cr), Cobre (Cu), Mercurio (Hg), Niquel (Ni), Plomo (Pb), Estafio (Sn) y Zinc (Zn) y
aquellos elementos quimicos que poseen un peso atdmico comprendido entre 63.55 (Cu) y
200.59 (Hg). ©2.

2.4.1.METALES PESADOS LIBRES AL AMBIENTE.-

En la Fig. N°2., se muestra la disposicion de los metales pesados en el suelo y las formas

de contaminacioén.

Suelo | I Planta —l

Volatilizacidn Hojas Semillas
) Comol_ejos
Organo-Minerales B_|iomasa 5 'Trmo \ /
Bacterias
U X \
Metearizacion / -
\‘ Disolucién del Suelo
E Ralz J
lones y Complejos .
R
E
A
Coprecipitacién, . I Almacenamiento
Hidréxidos, dxidos, Complejos en b Ratt
carbonatos (Fe, Al, con humus ¢
Mn)
|
Lixiviacion
E

Rizosfera

Fig. N°2. Formas de distribucién de metales pesados contaminantes toxicos.

Fuente: AbouSeoud. (2003). Biodegradation of naphthalene by free and alginate
entrapped Pseudomonas sp. Z Naturforsch, 58((9-10)), 726-31.
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La peligrosidad es mayor al no ser quimica ni biolégicamente degradables. Una vez
emitidos, pueden permanecer en el ambiente durante cientos de afios. Metales pesados
sin funcion bioldgica conocida, cuya presencia en determinadas cantidades en seres
vivos conllevan a disfunciones en el funcionamiento de sus organismos, resultan
altamente toxicos y presentan la propiedad de acumularse en los organismos vivos. Son,
principalmente: Cd, Hg, Pb, Cu, Ni, Sb, Bi.

Ademas, su concentracion en los seres vivos aumenta a medida que son ingeridos por

otros, por lo que la ingesta de plantas o animales contaminados puede provocar sintomas

de intoxicacion. Uno de los mecanismos mediante el cual los metales llegan al ser

humano se debe a que las plantas absorben el metal a través de la raiz y a su vez las

especies animales lo hacen al alimentarse de aquellas. "

2.42.FACTORES QUE CONDICIONAN LA ACUMULACION Y
DISPONIBILIDAD DE LOS METALES PESADOS EN EL SUELO.-

- Temperatura.- Ha mostrado incrementar la velocidad y la cantidad de metales
absorbidos por las particulas del suelo. Al mismo tiempo, la captacién de metales por las
plantas se ha informado que aumenta con el incremento de la temperatura. Esto puede
ser explicado por el hecho, de que el crecimiento de la raiz es a menudo limitado por
bajas temperaturas del suelo (temperatura por debajo de lo normal) y altas (temperatura
por encima de lo normal), indicando que por encima o debajo de la temperatura optima
se redujo el crecimiento de la raiz, esto viene a ser importante para la captacion de
metales por las plantas. En un estudio realizado se inform6 que el aumento de la
temperatura incremento la retencion de Cd y Zn en el suelo, pero que la captacion de la

planta también se incrementd. .

- Salinidad.- El aumento de la salinidad puede incrementar la movilizacion de algunos
metales pesados, niveles elevados de cloruro en agua incrementan la solubilidad de Cd
(es decir forma complejos solubles estables con el metal), y otros metales (Zn, Hg)
presentes en el suelo, lo cual incrementa su captacion por las plantas. ©9.
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- pH del suelo.- Es un factor esencial, ya que determina la solubilidad, valores por encima
de la neutralidad, reducen la movilidad de los metales pesados.
En la Fig. N° 3, se observa la interaccion que, cuando el pH del suelo disminuye, la

solubilidad de los metales tiende a incrementarse.

La presencia de carbonatos condiciona el pH del suelo. EI CaCO3 lo mantiene en torno a

8.0 - 8.2 y el Na,COj3 entre 10 - 10.5. En estos rangos la mayoria de metales tiende a

precipitar. Los fertilizantes de N y P reducen el pH. ©®.

Incrementando Acidez Incrementando Alcalinidad
éd) (»)
Fuertemente ﬁ Fuertemente Alcalino
Muy Acido Muy Alcalino
Acido ‘ » Alcalino
Poco Acido —+| Poco Alcalino
Toxicidad por H' Toxicidad por OH
-
C@‘““ ‘“ﬂag
L
Exceso de Al, Fe, Mg Exceso de Na, B
———— . e
Empeoramiento de
Estructura
_ -
Mala Nitrificacion Mala Nitrificacion

Fig. N°3. Gradiente de pH en suelos y movimiento de iones.

Fuente: Quero Consulting SC, 2013
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2.5. EL COBRE.-
2.5.1. CARACTERISTICAS GENERALES.-

El cobre es un metal rojo, pardusco, ddctil y maleable, de nimero atémico 29, masa
atomica 63.54. Es un excelente conductor de energia eléctrica y térmica. Es la materia
prima mas comun en la fabricacion de cables telefonicos y del desarrollo de nuevas

tecnologias para aumentar la eficiencia en la transmisién de datos. ?¥.

En agricultura se utiliza en forma de fertilizantes, bactericidas, fungicidas, como
algicidas para la purificacion de aguas y aditivo para piensos. ©.
2.5.2.COBRE Y ESTANDARES DE CALIDAD.-

Segun los Estandares de Calidad Ambiental, la concentracion de 0.2 ppm es la
permisible, son principalmente producidas por vertimientos industriales y mineros. En el

caso de aguas se dividen de acuerdo al destino de uso.

En la Tabla N°3, se muestra la clasificacion de agua, para el consumo humano, tomando

en cuenta los valores permisibles, para cada caso. %

Tabla N°3.Clasificacion de agua de acuerdo al uso.

CLASIFICACION Al A2 A3
Para uso superficial | Para uso superficial que | Para uso superficial que
que pueden ser pueden ser potabilizadas pueden ser
uso i f .
potabilizadas con con tratamiento potabilizadas con
desinfeccion. convencional. tratamiento avanzado.
VALOR DE Cu El valor es 0.003
NGV mg/L. El valor es 0.003 mg/L | El valor es 0.001 mg/L.

Coagulacién, Percolacion, coagulacion,
floculacién. filtracion filtracion, microfiltracion
TRATAMIENTO | Simple desinfeccion. o desinfeccion, carbon
sedimentacion, y activado, 6smosis inversa,

desinfeccion. etc.

Fuente: Autoridad Nacional del Agua, A. (2012). Monitoreo de la Calidad de Agua

Cuenca Quilca-Chili-Arequipa.
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2.5.3.DISTRIBUCION MEDIAMBIENTAL DEL COBRE.-

El cobre se puede encontrar en minerales como calcopirita, se puede hallar en dos
formas idnicas Cu* y Cu®* que son relativamente intercambiables. Es absorbido como
cation divalente Cu?* en suelos aireados, es absorbido como Cu* en suelos con poco

oxigeno mucha agua. Puede estar formando complejos con compuestos organicos. ©®

Las formas predominantes del cobre en el agua mar, son las asociaciones complejas de
Cu?*con hidréxidos y carbonatos, en condiciones aerébicas y también como catién libre.
Esta Gltima fraccion tiende a asociarse mayoritariamente a la materia organica disuelta
(MOD) vy particulada (MOP) disminuyendo con ello su disponibilidad ambiental como

cation libre. G,

2.5.4.EFECTOS AMBIENTALES DEL COBRE .-

Puede incorporarse al medio ambiente a través de minas de cobre, fabricas que
manufacturan o usan cobre metalico o compuestos del mismo, basurales, del agua
residual doméstica, de la combustion de desperdicios y combustibles fésiles, de la
produccion de madera, de la produccion de abonos de fosfato y de fuentes naturales (por
ejemplo, polvo en el aire, desde el suelo, volcanes, vegetacion en descomposicion,

incendios forestales y de la espuma del mar).

Por lo tanto, el cobre esta ampliamente distribuido en el medio ambiente,
aproximadamente 1,4 x 10° libras (64 x 10™ g.) fueron liberadas al ambiente por

industrias en el afio 2000.

Cuando se libera al suelo, puede adherirse fuertemente a la materia organica y a otros
componentes (por ejemplo, arcilla, arena, etc.) en las capas superficiales del suelo y no

se moviliza muy lejos.

Cuando se liberan al agua, el cobre que se disuelve puede ser transportado en el agua de
superficie ya sea en la forma de compuestos o libre siendo mas probable unido a
particulas suspendidas en el agua. Aun cuando se adhiere fuertemente a particulas en
suspension o a sedimentos, hay evidencia que sugiere que algunos de los compuestos
solubles entran al agua subterranea. '?
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El cobre elemental no se degrada en el ambiente, se puede encontrar en plantas, la Fig.

N°4, describe la disponibilidad de los metales en diversas partes de estas como los brotes

TN

\ Metales Pesados

\
saturan los brotes
Acumulacién de — 3
Metales en los ﬁ\/\
brotes = 33
-
’

o las raices.

/

|
5
!

/gﬁ‘

La Biomasa es
reducida

Alta transferencia
de metales de la

raiz a las hojas

Los exudados de la
rizosfera, incrementan |::>
la disponibilidad de

metal.

Fig. N°4.Representacion esquematica de los procesos involucrados en la fitoextraccion de
metales desde los suelos.

Fuente: http://www.cochilco.cl/quienes/

También se encuentra en una variedad de concentraciones en muchas bebidas y

alimentos, incluso en el agua potable.

Cuando los suelos de las granjas estan contaminados con cobre, los animales pueden
absorberlo y dafian su salud, principalmente las ovejas sufren un gran efecto por

envenenamiento debido a que los efectos se manifiestan a bajas concentraciones. “

2.5.5.EFECTOS DEL COBRE SOBRE LA SALUD HUMANA -

La exposicion profesional al cobre puede ocurrir en el ambiente de trabajo al contacto
puede llevar a contraer gripe conocida como la “fiebre del metal”. Esta pasard después

de dos dias y es causada por una sobre sensibilidad.

Exposiciones de largo periodo pueden irritar la nariz, la boca y los ojos y causar dolor de

cabeza, de estbmago, mareos, vomitos y diarreas.
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Una dosis elevada puede causar dafio hepatico, a los rifiones e incluso la muerte. Si es

cancerigeno no ha sido determinado adn. %"

2.6. EL CADMIO.-
2.6.1. CARACTERISTICAS GENERALES.-

El cadmio de numero atdmico 48, masa atomicalll,40 g/mol, se obtiene como
subproducto del tratamiento metaltrgico de zinc y plomo, a partir de sulfuro de cadmio;

en el proceso hay formacion de 6xido de cadmio, compuesto muy toxico.

Ademaés de contaminar el ambiente desde su fundicién y refinacion, también lo hace por
sus multiples aplicaciones industriales. Usos tan diversos y su larga vida media no

permiten el reciclaje, por lo que se acumula progresivamente en el ambiente. ©*:
2.6.2.EL CADMIO Y ESTANDARES DE CALIDAD.-

Segun los Estandares de Calidad Ambiental las concentraciones de 0.005 ppm son las
permisibles, estas cuando van en aumento son consideradas como contaminantes, el
cadmio es utilizado basicamente en cromados, lo que representa un 35 % del uso total,
como pigmento (sobre todo en ceramica) y esmaltes, (sobre un 25 %), como

estabilizante de plasticos (un 15 %), en baterias y en aleaciones (un 15 %).

Las sales de cadmio son venenosas, y por ello no son utilizadas en medicina. De la
cantidad utilizada, menos de un 10% del cadmio es reciclado por la industria, lo que

implica que la mayor parte se acumula en el medio ambiente. /©.

Nivel m&ximo de concentracion de cadmio en agua potable es 0,0005 ppm. (EPA, 2013).

El nivel maximo de concentracion de cadmio en agua fresca (fluida) es 0,0043 ppm. 9.

De uso para riego en vegetales de tallo alto y tallo bajo, los parametros establecidos para
cadmio son 0.005 ppm, y de bebida de animales los parametros establecidos son 0.01
ppm. En ambos casos los parametros indicados son obligatorios, existen otros que son
referenciales, pero para el caso del cadmio estos valores son obligatorios y son tomados
como referencia. %,
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En lagos y lagunas el valor referencial presente y admisible es 0.004 ppm, en rios de la

costa y sierra es 0.005ppm. 9,
2.6.3.DISTRIBUCION MEDIAMBIENTAL.-

En la naturaleza se le encuentra asociado al zinc, cobre y plomo, presenta gran afinidad
por el azufre, de alli que su compuesto natural mas comin en el CdS. Su ién

monoatémico mas estable es Cd 2*.

El cadmio (como 6xido, cloruro o sulfato) se encuentra en el aire en forma de particulas
0 vapores (proveniente de procesos de alta temperatura). Puede ser transportado largas

distancias en la atmdsfera para ser depositado sobre la superficie del suelo o del agua.

El cadmio y sus compuestos pueden movilizarse a través del suelo, pero su movilidad
depende de varios factores tales como el pH y la cantidad de materia orgénica, los que
varian segun el ambiente local. Se adhiere fuertemente a la materia organica en la cual
permanece inmavil en el suelo y puede ser incorporado por plantas, entrando asi a la
cadena alimentaria. Puede encontrarse asociado a compuestos de zinc. Existe en forma
de ion hidratado o como complejo i6nico asociado a otras sustancias inorganicas u

orgénicas. ®.
2.6.4.EFECTOS AMBIENTALES DEL CADMIO:

En lo ambiental, es un elemento relativamente raro en la litosfera. Por afinidad quimica
se encuentra junto al zinc, en proporcion muy variable. Las principales fuentes de
contaminacion son: minero-metalurgia de metales no ferrosos, la metalurgia del hierro y
acero, la fabricacién de fertilizantes fosfatados, la incineracion de residuos de madera,

carbon o “plasticos”, la combustion de aceite y gasolina.

La concentracion en aire de areas industriales varfa de 9,1 a 26,7 mg/m® frente a 0,1 a 6

ng/m® en el aire de 4reas rurales. El tiempo de permanencia en suelos es de hasta 300

afios y el 90 % permanece sin transformarse, llegando a terrenos agricolas por

deposicién aérea (41%), con los fertilizantes fosfatados (54 %), por aplicacion de abono

de estiércol (5%) vy, en el Perl, frecuentemente por efluentes que contienen residuos
36
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liquidos y solidos de plantas hidro-metaldrgicas de cadmio. Se ha encontrado que, en
suelos contaminados, los niveles alcanzan valores de hasta 1mg de Cd/g y el agua de
rios contaminados puede contener hasta 0,14 mg de Cd por L. &%

2.6.5.EFECTOS DEL CADMIO SOBRE LA SALUD HUMANA:

La absorciéon percutdnea ocurre solamente por contacto directo con los compuestos
organicos, aumenta en sangre sélo los primeros 6 meses y luego sus niveles son
proporcionales a la concentracion en el ambiente laboral. Se encuentra también en
pancreas, pulmén, corazén y masculos. Elevadas concentraciones en un tejido infieren
concentracion alta en otros, lo que nos lleva a afirmar que la distribucién se determina

s6lo por el nivel ambiental de Cd y no por alguna funcién especial. .

El agua con concentraciones muy altas de cadmio irrita el estomago, produciendo
vomitos y diarreas, cuando es absorbido por el cuerpo humano produce descalcificacion
de los huesos, ocasionando que se vuelvan quebradizos y en dosis altas ocasiona la
muerte. “®. En exposiciones laborales, la inhalacién es la ruta principal de ingreso y la
absorcién a partir de esta via depende del tipo de compuesto inhalado, las particulas
depositadas en la nasofaringe, traquea y bronquios son transportadas por mecanismo
mucociliar a la faringe, desde donde son parcialmente ingeridas y de ellas

aproximadamente el 60 % pasa a la sangre. ©2.

2.7. LEGISLACION NACIONAL:

En el PerG se encuentran reglamentados los Estandares de Calidad Ambiental (ECA) de
metales pesados que debe tener un efluente antes de ser descargado en cuerpos
receptores de agua. Estos varian dependiendo de la actividad industrial. Los podemos

también encontrar en las diferentes legislaciones peruanas como se indican:

— Ley N° 28611 - Ley General del Ambiente.

— Ley N° 28245 - Ley Marco del Sistema Nacional de Gestion Ambiental.
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— Ley N° 26821 - Decreto Supremo N° 044-98-PCM, que aprueba el Reglamento
de los Estandares Nacionales de Calidad Ambiental y Limites Maximos

Permisibles.

— Politicas en materia de Recursos Naturales Renovables (Ministerio de

Agricultura).
— Politica en materia Sanitaria (Ministerio de Salud-DIGESA).
— Ley de Recursos Hidricos y su Reglamento N° 29338-2010 MINAM.
— Ley N°26842-2007 - Ley General de Salud.

— Resoluciéon Ministerial N° 480-2010/MINSA; donde aprueba la NTS N° 068-
MINSA/DGSP-V.1, "Norma Técnica de Salud que establece el Listado de

Enfermedades Profesionales".

— Resolucién Ministerial N° 425-2008/MINSA, que establece la Estrategia
Sanitaria Nacional de Atencion a Personas Afectadas por Contaminacion con
Metales Pesados y Otras Sustancias Quimicas, cuyo 6rgano responsable es la
Direccion General de Salud de las Personas.

Para el caso de los metales en estudio se tomé de referencia el Decreto Supremo N°010-
2010-MINAM, que regula los limites maximos permisibles para la descarga de efluentes
liquidos de actividades minero-metalurgicas. Esta es la norma que rige en todo el pais,
para los LMP de concentracion de Cd, Cu, Zn y otros metales efluentes. "),

2.8. TRATAMIENTOS DE RESIDUOS CON METALES PESADOS.-
2.8.1. METODOS FISICOS.-

Los métodos fisicos tradicionales de tratamiento de efluentes industriales suelen tener
una aplicacién restringida por razones técnicas o economicas. Algunos se detallan en la
Tabla. N° 4. Se sabe que pierden efectividad a concentraciones bajas, en estos casos, se

suele utilizar el intercambio i6nico o la adsorcion. “7,
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Tabla N°4. Técnicas fisicas para la eliminacion de metales de efluentes.

METODO DESVENTAJAS VENTAJAS
OSMOSIS Altas presiones, alto coste | Efluente puro (permitiria ser
INVERSA energético. Caro. reciclado).

INTERCAMBIO Sensible a las particulas. Efectiva. Efluente puro, es
IONICO Resinas caras. posible recuperar el metal.
ADSORSION NO para metales Tecnologia convencional.
P ' Adsorbente (carbdn activo).
EVAPORACION Requiere mucha energia. Efluente puro

Fuente: Mata. (2006). Caracterizacion de los exopolisacaridos producidos por
microorganismos halofilos pertenecientes a los géneros Halomonas, Alteromonas,
Idiomarina, Palleronia y Salipiger. Universidad de Granada, Tesis Doctoral; ISBN.

2.8.2.METODOS QUIMICOS.-

En la Tabla N° 5, se detalla las principales técnicas quimicas, aunque teniendo en cuenta
términos medioambientales, se deben considerar las técnicas de concentracion, ya que
los contaminantes normalmente no se destruyen sino, que se modifica su estado fisico lo
que implica su insolubilizacién y por tanto su facil retirada del medio acuoso. “".

Tabla N°5. Técnicas quimicas para la eliminacion de metales de efluentes.

METODO DESVENTAJAS VENTAJAS
PRECIPITACION QUIMICA Y Separacion dificil para altas i
] . Simple, barata.
FILTRACION concentraciones.
OXIDACION QUIMICA O Se necesitan reactivos quimicos. . .,
) i Mineralizacion.
REDUCCION Sensible a la temperatura.
TRATAMIENTOS Requiere de altas concentraciones. | Permite la recuperacion
ELECTROQUIMICOS Caro. de metales.

Fuente: Mata. (2006). Caracterizacion de los exopolisacaridos producidos por
microorganismos halofilos pertenecientes a los géneros Halomonas, Alteromonas,
Idiomarina, Palleronia y Salipiger. Universidad de Granada, Tesis Doctoral;
ISBN.
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Los tratamientos quimicos se definen como procesos industriales cuyo objeto es la
eliminacién de los contaminantes presentes en fase acuosa mediante la adicion de
reactivos, cuyo objetivo es conseguir un efluente con la calidad requerida para su vertido
y concentrar los contaminantes en una fase solida (lodos) que debe ser gestionada

correctamente.
2.8.3.METODOS BIOTECNOLOGICOS.-

Las interacciones metal-microbiota son estudiadas en profundidad en el contexto de la
biotecnologia ambiental, con el objeto de implementar métodos de remocion,
recuperacion o detoxificacion de metales pesados. Dentro de la amplia diversidad
microbiana, existen microorganismos resistentes y tolerantes a metales. Los resistentes
se caracterizan por poseer mecanismos de detoxificacion, inducidos por la presencia del
metal. En cambio, los tolerantes son indiferentes a la presencia o ausencia de metal.
Ambos son de particular interés como captores de metales en sitios contaminados,
debido a que pueden extraer los contaminantes. La resistencia o0 tolerancia
experimentada por microorganismos es posible gracias a la accion de diferentes

(106)

mecanismos. Estos fendmenos son: biosorcion, bioacumulacién y

biomineralizacién mediada por microorganismos. ©%.
a) BIOSORCION.-

Proceso que puede ser definido como la captacién de contaminantes desde una
solucion acuosa por un material bioldgico a través de mecanismos fisicoquimicos o
metabdlicos. Como los metales pesados pueden llegar a tener efectos letales en la
biomasa viva, esta tiene la capacidad de poner en funcionamiento ciertos
mecanismos para contrarrestar los efectos toxicos de los metales. ®®. Los dos
mecanismos diferenciados para la captacion de los metales pesados por parte de la

biomasa son:
- BIDACUMULACION.-

Basada en la absorcion de las especies metéalicas mediante los mecanismos de
acumulacion al interior de las células de biomasas vivas. .
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Una vez incorporado el metal pesado al citoplasma, éste es secuestrado por
metalotioneinas o también puede ser compartimentalizado dentro de una vacuola,
como ocurre en hongos. @, Este proceso se muestra en la Fig. N°5. Algunos
ejemplos son muy interesantes, como el caso de acumulacion de uranio por la
bacteria Pseudomona aeruginosa, el cual fue detectado integramente en el

citoplasma, al igual que en la levadura Saccaromyces cerevisiae.

M'?
“.’ ‘ ‘

lones metdlicos Absorcion de metales en blomasa

Fig. N°5.- Bioacumulacion de metales pesados.

Fuente: Reyes. (2006). Remocién de metales pesados con carbon activado como soporte
de biomasa. Ingenierias, 1X (31), 59-64.

- BIOADSORCION.-

Basada en la adsorcién de los iones en la superficie de la célula. EI fenémeno puede
ocurrir - por intercambio i6nico, precipitacion, complejacion o atraccion
electrostatica. ©Y. En la Fig. N°, se explica graficamente la adsorcién a la

superficie de la biomasa.

M

"

lones metalicos

Adsorcion de metales en blomasa

Fig. N° 6. Bioadsorcion de metales pesados.

Fuente: Reyes. (2006). Remocién de metales pesados con carbon activado como soporte
de biomasa. Ingenierias, 1X (31), 59-64.
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b) FITORREMEDIACION.-

El término fitorremediacion hace referencia a una serie de tecnologias que se basan
en el uso de plantas para limpiar o restaurar ambientes contaminados, como aguas,
suelo se incluso aire.

La fitorremediacion es eficaz solo cuando la concentracion de contaminantes es
reducida y requiere que éstos se encuentren en la rizosfera, a la profundidad que
puedan llegar los sistemas radiculares de las plantas. ®?. En la Fig. N° 7, se

muestran las principales zonas de acumulacion, como las raices, las hojas y/o brotes.

Zonas de acumulacion de distintos
metales en la planta

Fig. N°7. Zonas de acumulacion de metales pesados, Fitorremediacion.

Fuente: Lopez, L. (2012). Fitorremediacion. Pontificia Universidad Javeriana,
Microbiologia Ambiental.

Las raices extraen los contaminantes, que son introducidos en sus tejidos junto con
el agua y las sales minerales necesarias para el desarrollo de los vegetales. Los
contaminantes se transforman por la accién del metabolismo vegetal en otras
moléculas de menor toxicidad o son oxidadas en su totalidad y liberadas a la

atmdsfera en forma de gases de la respiracion.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM 2  DE SANTA MARIA

Los microorganismos rizoferiscos degradan y secuestran contaminantes, tales como
Thlaspica eruslescens, Viola calaminaria, Arabidopsis thaliana, Brassica juncea y

Shewanella putrefaciens. *©.

2.9. INMOVILIZACION BACTERIANA.-

2.9.1. CARACTERISTICAS.-

Puede ser definida como la ubicacion fisica de células en un espacio o regién especifica
de forma natural o inducida, en la cual son capaces de mantener una actividad catalitica

deseada. 9.

Es un evento que se da naturalmente gracias a procesos de adherencia a superficies 0 a
otros microorganismos, debido a estructuras celulares o a sustancias que estos mismos
segregan de forma artificial o inducida, puede darse por atrapamiento en los espacios o

poros de fibras y geles. .

Bajo muchas condiciones las células inmovilizadas tienen ventajas sobre las células
libres y las enzimas inmovilizadas. Su uso permite la operacién de biorreactores a
velocidades de flujo que son independientes de la velocidad de crecimiento empleada, la
estabilidad catalitica puede ser mayor para células inmovilizadas que para células libres
y algunos microorganismos inmovilizados toleran concentraciones mas altas de

compuestos toxicos que su contraparte no inmovilizada.

Para lograr una inmovilizacion eficaz para el proceso, se deben tener en cuenta que los
espacios que se usaran como soporte de inmovilizacion cumplan con parametros como
la presencia de una superficie de adherencia amplia, que sea de facil operacion, debe
tener buena porosidad con el fin de permitir un intercambio constante de sustratos,
productos, gases, etc., buena estabilidad quimica, biol6gica, mecanica y térmica, asi

como resistente a enzimas, solventes o cambios de presion.

En cuanto a las células a inmovilizar, afirman que estas deben ser viables y deben

mantener un metabolismo activo por periodos largos, asi como su metabolismo no debe

verse afectado por los procesos de inmovilizacién. 2.
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2.9.2. TIPOS DE SOPORTE.-

Diferentes soportes de inmovilizacion son utilizados. En la Tabla N° 6., se muestra una

comparacion de los mas utilizados.

Tabla N°6.- Comparacion entre polimeros naturales y polimeros sintéticos, usados en la

inmovilizacion microbiana, aplicado en el tratamiento de aguas residuales domésticas.

. Polimetros naturales Polimeros sintéticos

Caracteristicas

Carragenano Ca -alginato PVA PCS PEG
Solubilidad Alto Alto Bajo/nulo Bajo/nulo Bajo/nulo
Biodegradabilidad Posible Posible Bajo Bajo Bajo
Estabilidad Bajo Bajo Alto Alto Medio
Difusibilidad Muy bueno Muy bueno Bueno Moderado
Crecimiento Bueno Bueno Moderado Moderado Bueno
z;:)i((:;fo de inmovili- Simple Simple Laborioso Laborioso Laborioso

Fuente: Manohar. (2001). Enhanced degradation of naphthalene by immobilization of
Pseudomona spp. strain NGK1 in polyurethanefoam. Appl. Microbiol. Biotechno, 55(3),
311-6.

- El poliuretano al igual que el polivinil, son materiales ampliamente usados gracias a su
resistencia a condiciones ambientales diferentes. Otros ejemplos son, la espuma de
poliuretano para la inmovilizacion de Protothecazopfii, en la degradacion de

hidrocarburos, en la inmovilizacion de Pseudomonas esterophilus.

- El uso de carbon activado y de una membrana de polimero sintético con el fin de

inmovilizar Pseudomona putida, aislada de suelo contaminado. ¥,

- En investigaciones con alginato de calcio, se ha reportado que la disminucion del pH
al interior de las perlas de alginato de calcio, permite un aumento en el metabolismo
celular. La disminucion del pH se debe a que la membrana citoplasmatica incrementa la
permeabilidad a protones, permitiendo que se dé un consumo superior de ATP, lo cual

se ve reflejado en el incremento del metabolismo. ©®.

- Otro compuesto usado para la inmovilizacién de microorganismos por atrapamiento, es
el agar, este puede ser usado en esferas o en fibras. ©*.
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2.9.3.VENTAJAS.-

La inmovilizacion de microorganismos en diversos soportes que van desde los
biodegradables como residuos organicos o agroindustriales, hasta aquellos de dificil o
nula degradacion como plasticos y fibras de vidrio han permitido el interés y el

desarrollo de nuevas tecnologias, debido a algunas ventajas que presentan como son:

- Concentracion de biomasa.

- Actividad metabdlica.

- Resistencia a la toxicidad.

- Estabilidad.

- Elevada densidad celular.

- Elevadas tasas de conversion.

- Limitacion de la inhibicién por sustrato y toxicidad debido a limites disfuncionales.

- Uso en reactores continuos. @.
2.10. METODOS PARA LA DETERMINACION DE METALES PESADOS.-

2.10.1. ESPECTROFOTOMETRIA UV-VISIBLE -

La espectroscopia UV-Visible estudia el fendmeno de absorcion de la radiacion UV-

Visible de moléculas organicas e inorganicas.

En la Fig. N°8, se muestra que la region visible, a la que es sensible el ojo humano, se

localiza entre los 380 y 780 nm. %),

UVleano — UVcercano — Visible

0.6 -190 nm 190-380nm 380 -780 nm

Fig. N°8.Espectros de Absorcion.

Fuente: Téllez, M. (2008). Laboratorio de equilibrio y cinética.
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La absorcion de la radiacion ultravioleta o visible por moléculas organicas e inorganicas,
se produce por la excitacion de los electrones de enlace, por lo tanto, la longitud de onda
de los mé&ximos de absorcion se puede relacionar con los enlaces de las especies
absorbentes. Los métodos espectroscopicos se basan en la capacidad de las sustancias de
absorber (o emitir) radiacion electromagnética. Estos se pueden emplear para determinar

la concentracion de un reactivo o producto durante una reaccion.

En la Fig. N° 9, se observa los componentes basicos de un espectrofotdmetro, que
realizan el siguiente procedimiento para el andlisis, el aparato detecta la cantidad de luz
transmitida o absorbida a través de la solucion en la celda y la compara con la que se
transmite o absorbe a través de una solucion de referencia denominada “blanco”, la

lectura en la escala ya esta convertida en absorbancia. ©°.

Indicador Luminoso Escal'fl e
Medida

de encendido Selector de
Longitud de Onda

Compartimento
para la celda

Ajuste del cero
de Absorbancia

Ajuste del cero
de Absorbancia

Fig. N°9. Componentes basicos de un espectrofotometro.

Fuente: Téllez, M. (2008). Laboratorio de equilibrio y cinética.

2.10.2. ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION ATOMICA .-

La espectroscopia de absorcion atomica es un método para la deteccion y la
determinacion de elementos quimicos, particularmente de elementos metalicos. Los
compuestos, para su examen, se tienen que romper en los atomos que los constituyen.

Ello se realiza por pulverizacion en una llama a alta temperatura.
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En la Fig. N°10, se muestra la experimentacion graficamente, un rayo luminoso de una
longitud de onda, producido por una ldmpara, se dirige a lo largo del eje longitudinal de

una llama plana y hacia un espectrofotometro.

Simultdneamente, la solucion de la muestra es aspirada hacia el interior de la llama.
Antes de entrar en esta, la solucion es dispersada formando una niebla de gotitas muy
finas, que se evaporan en la Illama dando inicialmente la sal seca y luego el vapor de la
sal, el cual se disocia, por lo menos en parte, en 4&tomos del elemento que se desea

determinar. ©.

Sisiema oplico de doble har Detecion es)
Hai de relerencia
PN
i ! *.é Fuenie de
I' =1 == | hlonocromador fe— -~ alimentacigs
: ) ~ de clevado
&7 ks
w — Ha:_ de la muesiea Senal
- Quemador-Alomizador
Combustible = Medid
Oxidanle == et Dl' s '
aviomatice | Sislema el
- lectura di- tronico auniks
ol pital
huzsira
Accesorio
repistrador

Fig. N°10. Esquema de un Espectrofotdmetro de Absorcion Atémica.

Fuente: Téllez, M. (2008). Rouessac. (2000). Métodos y técnicas instrumentales
modernas-Analisis Quimicos. Granada, Espafia: Mc Graw Hill.

En la Tabla N° 7., se detallan las longitudes de onda, con las cuales debe realizarse la
experimentacion de la absorcion atdmica y estan dadas en unidades Angstrom. Las
sensibilidades corresponden a lo siguiente; AA: inferior a 0.01 ppm, A: 0.01 — 0.05 ppm,
B: 0.05 —0.10 ppm. €,
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Tabla N°7. Longitudes de onda y sensibilidades en absorcion atdmica.

ELEMENTO Lé)é\'g,'\lTDLZD SENSIBILIDAD | ELEMENTO "SEI\ISI'\BXD SENSIBILIDAD
Cd 2288 A Mn 2795 A
Co 2407 B Ni 2320 B
Cr 3579 B Pb 2170 C
Cu 3248 A Sn 2246 Baja

Fuente: Rouessac. (2000). Métodos y técnicas instrumentales modernas-Analisis
Quimicos. Granada, Espafia: Mc Graw Hill.
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS
3.1. MATERIALES:
3.1.1. MATERIALES DE VIDRIO

- Baguetas.

- Balon (500 mL).

- Beaker (250, 100 y 50 mL).
- Frascos de vidrio (50 mL).

- Vasos de precipitado (50 mL, 100 mL).
- Matraces (100 mL,250mL).
- Pipetas (10, 5y 2 mL).

- Placas petri (90 x 15 mm).

- Placas petri (50 x 15 mm).

- Tubos de cultivo.

- Portaobjetos y cubreobjetos.
- Probeta (100 mL).

- Tubos de ensayo.

3.1.2.REACTIVOS

- Peptona (5¢/L).(DIFCO).

- Glucosa (10 g/L).(DIFCO).

- Extracto de levadura (5g/L). (DIFCO).
- Triptona (5g/L).(DIFCO).

- Agar agar (15g/L).(DIFCO).

- Medio LIA.

- Medio TSI.

- Agar Citrato de Simmons.

- Agar Cetrimide.
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- Sulfato de Cobre.(MERK).
- Nitrato de Cadmio.(MERK).

3.1.3. INSUMOS

- Agua desionizada.

- Bolsas de cierre hermético.
- Guantes estériles.

- Papel kraft.

- Marcador liquido.

3.1.4.EQUIPOS

- Autoclave.

- Balanza electrénica.(OHAUS SPJ 2011).

- Centrifuga.

- Potenciémetro.

- Termdmetro.

- Estufa.

- Microscopio.

- Espectrofotdmetro. (UV1700 PHARMA SPEC SHIMADZU).
- Caocinilla.

3.2. METODOS.-

3.2.1. LUGAR DE EJECUCION.-

El presente trabajo de investigacion se desarrollé en los laboratorios del pabellén
“H” de la Universidad Catolica de Santa Maria, el Analisis de Espectroscopia
Atomica se realizé en el laboratorio de Analisis Quimico de la facultad de Quimica
de la Universidad Nacional de San Agustin.
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3.3. RECOLECCION DE MUESTRAS.-

Un plan de Toma de Muestra debe asegurar que la muestra obtenida refleje
adecuadamente las propiedades que interesan al objetivo de la investigacion. Para
conseguirlo es necesario seleccionar sub areas y métodos de toma de muestra en
base a criterios estadisticos y/o experiencia previa. Como indica el manual de

Muestreo y manipulacion de muestras del laboratorio de Control de Calidad.

El material de los contenedores debe ser cuidadosamente seleccionado para evitar
posible contaminacion o perdida de analitos (el polietileno y el teflén son materiales

por lo general bastante aconsejables). %,

PROCEDIMIENTO.-

Las muestras se toman de suelos salinos e hiperaridos de la region Arequipa, cuyas
coordenadas UTM se registran con un equipo GPS. Se determinan 3 sitios de
muestreo donde se hallan piedras traslicidas de cuarzo que presentan diversas
coloraciones y se encuentran en la superficie del terreno. Se extraen las muestras
con martillo y cincel, se transportan al laboratorio en bolsas de polietileno, selladas

herméticamente y conservadas a temperatura ambiente.
3.4. EVALUACION DE LAS CONDICIONES AMBIENTALES DEL SUELO.
3.4.1.METODO CONDUCTIMETRICO.-

Este método se basa en la teoria de la disociacién electrolitica. Es aplicable a aguas
0 extractos de suelo. El equipo para medir la conductividad eléctrica es un
conductimetro, que consiste en dos electrodos colocados a una distancia fija y con
liquido entre ellos.

Los electrodos son de platino y en ocasiones pueden llevar un recubrimiento de
platino negro o grafito; estos se encuentran sellados dentro de un tubo de pléstico o
vidrio (celda), de tal manera que este aparato puede ser sumergido en el liquido por
medir. La resistencia eléctrica a través de los electrodos se registra a una

temperatura estandar, generalmente 25°C. 2.
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PROCEDIMIENTO.-

Se llevan muestras de aproximadamente 800 g al laboratorio de Andlisis Quimico
de la Universidad Nacional de San Agustin.

El método utilizado es el de la pasta saturada, el cual consiste en pesar 600 g de
suelo seco, se coloca en un recipiente de plastico, se agrega agua destilada y se

mezcla con la espatula hasta que esté totalmente humedecido.

Se deja reposar la pasta durante 3 h y luego se realiza la filtracién al vacio, se

mezcla nuevamente la pasta hasta obtener un extracto de aproximadamente 50 mL.
Se calibra el conductimetro, con una solucion estandar de KCI, 0.1 N. Antes de usar.

3.4.2.DETERMINACION DE SALES DISUELTAS TOTALES (SDT) SEGUN
LA FORMULA DE MARRION BABCOCK .-

La cantidad de sales solubles, expresada como SALES DISUELTAS TOTALES se utiliza
para medir la salinidad ya que existe una relacion directa dada la relacion que existe
entre el contenido salino de una solucién y su capacidad para transmitir la corriente
eléctrica. La relacion entre la concentracion de aniones y cationes (C) y la
conductividad eléctrica (CE) varia segun la composicion iénica de la solucion.
Hasta valores de la CE de 3 dS/m, el factor de proporcionalidad puede variar entre 8
y 11

La unidad de medida es el dS/m equivalente al mmho/cm. (104).
PROCEDIMIENTO.-

Se toma en cuenta la relacion de Marion y Babcock (1976):

log C =0.955 + 1.03910;_; CE

Donde, C” es la concentracién de meg/L corregida por la formacién de pares
ionicos.

Y CE es la conductividad en dS/m.
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3.4.3.MEDIDA DE% DE CLORUROS.-
a) METODO DE MOHR -

Este método se utiliza para determinar iones cloruro mediante una valoracion de
precipitacion, donde el i6n cloruro precipita como AgCI, utilizando como patron
una solucion de AgNO3 de concentracion conocida y como indicador el K,CrO,4 que
comunica a la solucion en el punto inicial una coloracion amarilla y forma en el

punto final un precipitado rojo ladrillo de Ag,CrO, observable a simple vista. %

b) PROCEDIMIENTO.-

Se prepara una solucion de Nitrato de Plata 0.1 N, con 16.994 g de AgNO3; Q.P, Se
estandariza con una solucion de NaCl de 0.1N, esta se prepara con 0.585 g de NaCl

en 100 mL. Para las valoraciones se utiliza el Factor de Correccion 0.9800.

Se pesa aproximadamente 3 g de muestra de suelo (de cada zona de muestreo), se
disuelve en agua destilada, se agrega una solucion de K,CrO4 se carga y enrasa a
cero la bureta con una solucién de AgNO3 0.1 N, cuando se observo una coloracién
rojo ladrillo se suspende la titulacion, se anotan los volimenes. Y se reemplaza en la

férmula:

[% NaCl = 5.85 x (gasto) x N/ Masa (g) ]

3.4.4. DETERMINACION DE CONDICIONES METEREOLOGICAS.-

a) SOFTWARE “SURFACE METEOROLOGY AND SOLAR ENERGY”.-.-

En el software online publicado por la NASA “Surface Meteorology and solar
Energy”, se encuentra una gran base de datos de parametros meteoroldgicos y de

radiacion solar obtenidos a través de més de 200 satélites, importantes para
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determinar las condiciones medioambientales en las cuales las muestras fueron

extraidas de la zona arida.
b) PROCEDIMIENTO.-

La pagina web se llama: Surface Meteorology and Solar Energy, se ingresa

mediante la direccion URL:http://eosweb.larc.nasa.qgov/sse/.Se introduce los datos

de coordenadas latitud/longitud y se obtiene la informacion de humedad, velocidad
del viento y radiacion solar, que son importantes para determinar el tipo de

ambiente del cual se extraen las muestras.

3.5. SIEMBRA'Y CULTIVO DE BACTERIAS.-

3.5.1. TRATAMIENTO DE LAS MUESTRAS PARA CULTIVOS MADRES.-

La biomasa microbiana del suelo es la fuerza de conduccion de la mayoria de los
ecosistemas terrestres ya que esta biomasa controla la tasa de mineralizacién de los

substratos organicos.

Los poros del suelo de mayor diametro son accesibles para todos los
microorganismos, mientras que los poros muy pequefios tienden a ser ocupados
Unicamente por ciertas bacterias. Aunque menos del 0.5 % del espacio poroso se
encuentra realmente ocupado por los microorganismos, existen pocos poros en el
suelo en los que no existan microorganismos. Incluso los poros muy pequefios seran

ocupados por virus del suelo. -

PROCEDIMIENTO.-

En un beaker se toma 50 mL de una solucién salina de NaCl al 0.9 %, luego se
afiade 5 g de piedras de cuarzo trituradas, se agita hasta observar que las piedras
hayan desprendido alguna cantidad de la tierra que las rodea y se deja sedimentar
las particulas durante 5 min con la finalidad que todos los microorganismos

presentes se transfieran a la soluciéon salina.
3.5.2. SIEMBRAY CULTIVO DE PLACAS MADRE.-

Se trata de un método rapido y simple de agotamiento progresivo y continuo del

indculo sobre un medio solido contenido en una placa de Petri. El objetivo es
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obtener, a partir de un elevado nimero de bacterias, un nimero reducido de ellas
distribuidas individualmente sobre la superficie de la placa. Cada una de estas

bacterias originara una colonia. ©.
PROCEDIMIENTO.-

De la solucién salina con piedras de cuarzo, denominadas segun su coloracion
(Blanca, Marron y Verde), se toma un asa de Kolhe y se siembra por triplicado en
agar PTYG con una concentracion de 0.7 % de salinidad, pH 7 y 37°C en placas de
90 x 15 mm. Se evalla el crecimiento cada 24 h y luego se procede con los

aislamientos.
3.6. CARACTERIZACION DE LAS CEPAS.-

3.6.1. CARACTERIZACION MACROSCOPICA DE LAS CEPAS AISLADAS.-

Cuando las bacterias crecen en la superficie de un medio de cultivo sélido, las
células en division permanecen aproximadamente fijas en su posicion y forman
masas de muchos millones de células visibles a simple vista. Las colonias asi
formadas varian desde un tamafio diminuto, apenas visible, hasta masas de varios
milimetros de diametro. El tamafio, forma, textura, color y en algunos casos olor
son, a veces, muy orientativos para la identificacion de las bacterias que la
componen. Aunque estas caracteristicas dependen a menudo de la naturaleza del
medio de cultivo y de las condiciones de incubacién, cuando éstas se controlan
cuidadosamente, son muy constantes y, en muchas ocasiones, tienen un valor

diferencial considerable.

La morfologia de las colonias es una de las caracteristicas basicas de las bacterias y
es indispensable su estudio para comenzar correctamente una identificacion
preliminar. Las caracteristicas morfoldgicas mas importantes de una colonia
bacteriana aislada sobre un medio de cultivo so6lido son: tamafio, morfologia,
superficie consistencia, pigmentacion olor, etc. ©®
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PROCEDIMIENTO.-

Se observa la formacion de colonias de la primera siembra y se selecciona de
acuerdo a las caracteristicas morfologicas macroscopicas como tamafio, forma,

elevacion, textura y color.
3.6.2. CARACTERIZACION MICROSCOPICA DE LAS CEPAS.-

La morfologia bacteriana debe ser observada con el microscopio Optico o el
microscopio electronico, dado el tamafio pequefio de estos microorganismos.
Basicamente, se diferencian segun su forma en cocos (esféricas u ovaladas), bacilos
(cilindrica o de bastones; rectos o curvos) y espirilos (espiral). Las bacterias pueden
mantenerse unidas unas con otras después de la division celular, pero conservando
siempre la independencia celular. Si el plano de division es Unico, podemos
encontrar diplococos o cocos en cadena. Si los planos de division son muchos, los
cocos pueden agruparse en tétradas o en racimos. Los bacilos pueden ser muy cortos
(cocobacilos) o muy largos. Sus extremos pueden ser redondeados o rectos; pueden
estar aislados, en cadenas, en filamentos o formando letras chinas. Los bacilos

curvos pueden tener forma de coma. 7.
- OBSERVACION DIFERENCIAL DE MUESTRAS:

La tincién diferencial es la técnica mas utilizada en Bacteriologia pues permite la
diferenciacion de las bacterias porque usan diferentes colorantes que se comportan
de diferente forma segun el microorganismo en cuestion. Las tinciones especiales se
usan para objetivar distintas estructuras como la capsula, el nucleo, los flagelos, los

esporos, etc.

La coloracion Gram es la mas usada en bacteriologia; es una coloracién diferencial,
dado que las bacterias pueden clasificarse segin su respuesta en Gram + positivas o
Gram - negativas. Las primeras se tifien de color azul violeta y las segundas

adquieren un color rosado o rojo.

La diferente reaccion de las bacterias a la coloracion Gram se relaciona con
diferencias fundamentales de la envoltura celular de estas dos clases de células. 7.
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PROCEDIMIENTO.-

Se realiza una coloracion Gram, para ello se toma un portaobjetos limpio y seco y se
coloca una gota de cultivo bacteriano, se hace un frotis y se flamea unos segundos,
se rosea cristal violeta sobre la superficie y se deja 1 min, se lava el portaobjetos con
agua, se cubre con lugol durante 1 min, se lava nuevamente con agua, se decolora
con alcohol-acetona durante 10 s, se cubre con safranina durante 1 min, se lava la
placa y se deja secar, se observa al microscopio a un aumento de 10X, 40X y 100X.

3.7. DETERMINACION DE LAS  CONDICIONES OPTIMAS DE
CRECIMIENTO.-

El conocimiento de los factores ambientales nos permite explicar la distribucion de
los organismos en la naturaleza; por otro lado, el conocimiento de los factores
limitantes del crecimiento microbiano se puede utilizar para su control, sobre todo
en el caso de organismos que son importantes para el estudio de alguna

caracteristica de interés. ¥,
3.7.1. FACTOR: SALINIDAD.-
PROCEDIMIENTO.-

Se prepara placas conteniendo medio PTYG y se modifica la salinidad en los
siguientes porcentajes: 3 %, 9 %,12 % y 15 %. Se deja incubar durante 48 h a pH 7
y 37 °C, se observa los resultados y con el porcentaje de salinidad 6ptimo hallado

para cada cepa se procede a hallar el siguiente parametro.
3.7.2. FACTOR: pH.-

PROCEDIMIENTO.-

Se prepara placas conteniendo medio PTYG, se modifica el pH, pero en este caso
se utiliza el porcentaje de salinidad éptimo para cada cepa, los valores de pH con los
que se trabaja fueron 4, 7 y 9, para obtenerlos se regula con NaOH y H,SO,. Se deja
incubar durante 48 h y 37 °C, se observa los resultados y con el valor de pH 6ptimo

para cada cepa se procede a hallar el siguiente parametro.

57

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD
CATOLICA .
DE SANTA MARIA

REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

3.7.3. FACTOR: TEMPERATURA.-
PROCEDIMIENTO.-

Se preparara placas conteniendo medio PTYG y se modifica las condiciones de
temperatura, pero en este caso se utiliza el porcentaje de salinidad dptimo y el valor
de pH dptimo para cada cepa, los valores de temperatura con los que se trabajaran
son 4°C, 25°C, 37°C y 55°C, se deja incubar durante 48 h.

3.8. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE CEPAS BACTERIANAS
HALOFILAS:

Las pruebas o ensayos bioquimicos, son pruebas simples que se han desarrollado
para demostrar en forma clara una determinada caracteristica bioguimica como
presencia 0 ausencia de una determinada actividad enzimatica, grupo de enzimas o
determinada via metabolica, crecimiento a una determinada temperatura,
crecimiento en presencia de inhibidores, etc. Para llevarlas a cabo, se pueden utilizar
diferentes sistemas de trabajo (medio de cultivo, indicador, revelador, etc.) que
puede ser diferente aln para el mismo ensayo si se trata de diferentes

microorganismos.

A la determinacion de la especie se puede llegar segun diversos sistemas (manuales

de identificacién comerciales, etc.). 9.

a) PRUEBA: CULTIVO EN AGAR SANGRE .-

La infusion de masculo de corazén y la peptona, otorgan al medio un alto valor
nutritivo, que permite el crecimiento de una gran variedad de microorganismos, aln
de aquellos nutricionalmente exigentes.

El NaCl mantiene el balance osmético.El agregado de sangre al medio de cultivo,
en concentracion final de 5-10 %, aporta nutrientes para el crecimiento bacteriano y
permite detectar hemolisis. 2"
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PROCEDIMIENTO.-

Se pesa 6 g de agar base sangre, se mezcla con 100 mL de agua destilada, se
homogeniza, se esteriliza, se afiade 9 mL de sangre, se homogeniza y se plaquea.

Se siembra la muestra en la superficie del medio de cultivo por estria cruzada y se
incuba 18 — 48 h a 37°C.

b) PRUEBA:CATALASA .-

La catalasa es una enzima que poseen la mayoria de las bacterias aerobias.
Descompone el peroxido de hidrégeno en agua y oxigeno. El desprendimiento de

burbujas procedentes del oxigeno indica que la prueba es positiva. ©.
PROCEDIMIENTO.-

En un portaobjetos se deposita una colonia de los microorganismos a estudiar con
ayuda del asa de siembra, se agrega directamente una o dos gotas de peroxido de

hidrogeno sobre las colonias.
c) PRUEBA: OF .-

El metabolismo de un glicido puede seguir la via oxidativa o fermentativa. En la
via oxidativa el aceptor final de electrones debe ser el oxigeno y por consiguiente el
proceso es aerobio y produce poca acidez, mientras que en via fermentativa el
aceptor final de electrones es un compuesto organico y el proceso es anaerobio,
originando mucha acidez en poco tiempo.

La fermentacion u oxidacion del glicido se puede ver en dos tubos con medio de
cultivo glucosado, uno abierto (aerobio) y otro cerrado con parafina (anaerobio).
Utilizamos para esta prueba el medio semisélido de Hugh-Leifson al que se le
afiadio glucosa para observar si el metabolismo de este azucar es llevado a cabo por
via oxidativa o fermentativa.Si la via es la oxidativa, solamente el tubo abierto
virard ligeramente en la parte superior a color amarillo. Si la via es la fermentativa

hay un viraje intenso a amarillo que comienza en el fondo de los dos tubos. ©"
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PROCEDIMIENTO.-

Se prepara dos tubos de medio de cultivo Hugh-Leifson. Se inocula con ayuda de
una pipeta Pasteur llegando al fondo y ascendiendo hacia la superficie. Se deja
solidificar ambos tubos y se recubre uno de ellos con vaselina estéril. Se incuba a
37°C durante 48 h.

d) PRUEBA: OXIDASA.-

Esta prueba sirve para determinar la presencia de enzimas oxidasas. La reaccion de
la oxidasa se debe a la presencia de un sistema citocromo-oxidasa que activa la
oxidacion del citocromo que es reducido por el oxigeno molecular que produce agua

o0 perdxido de hidrégeno segun la especie bacteriana.

El oxigeno actlia por tanto como aceptor final de electrones en la cadena
transportadora de electrones. Por lo general, el sistema citocromo-oxidasa s6lo se
encuentra en los organismos aerobios, algunos anaerobios facultativos v,
excepcionalmente, en algin microaerofilo, pero los anaerobios estrictos carecen de
actividad oxidasa. Se investiga la presencia del enzima citocromo-oxidasa en la

bacteria en estudio. La reaccion de color positiva se produce a los 5-10 segundos.

Este reactivo tifie las colonias oxidasa positivas de color lavanda que vira

gradualmente a pUrpura-negruzco intenso. ©
PROCEDIMIENTO.-

Se coloca un trozo de papel de filtro de 3 x 3cm aproximadamente en una placa de
Petri y se agrega 2-3 gotas del reactivo de Kovacs en el centro del papel. Se

extiende con el asa de siembra una colonia sobre el papel impregnado.

e) PRUEBA:LIA-

Es un medio que sirve para demostrar la producciéon de dos enzimas: la lisina
descarboxilasa y la lisina desaminasa, ademas la presencia de sales de hierro sirve

para detectar la produccion de H,S por algunos microorganismos.
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La descarboxilacion de la lisina ocurre en ambiente anaerobico o sea en el fondo del
tubo y se pone de manifiesto por la alcalinizacién del medio produciendo un viraje
del indicador parpura de bromocresol. La presencia de glucosa en los componentes
del LI1A determina primero una reaccion de fermentacion, produciendo acidificacion
y cambio de color del medio a amarillo y el pH favorable para la reaccién de
descarboxilacion que ocurre después, volviendo a su color violeta original la parte
del fondo del tubo.

La desaminacién de la lisina que se puede producir por los géneros Proteus Yy
Providencia tiene lugar en la parte superior del tubo produciendo acido a
cetocarbdnico que al combinarse con la sal de hierro y en presencia de oxigeno
forma un color violeta rojizo. La produccion de HaS se evidencia por la presencia de
un precipitado negro por utilizacion de las sales de hierro. Reaccion positiva es un
precipitado negro, y fondo y superficie del medio purpura. Reaccion negativa:

fondo amarillo, superficie purpura. ©"
PROCEDIMIENTO.-

Se inocula realizando siembra mixta con doble picadura a partir de una colonia del

cultivo del microorganismo en estudio, durante 24 ha 37 °C.
f) PRUEBA: TSI -

Es una prueba usada para la fermentacion de la glucosa, lactosa, sacarosa y la
produccion de H,S por parte de la bacteria sumandole produccion de gas. El cambio
de color rojo-anaranjado (color inicial del medio) a amarillo indica fermentacion. Si
se fermenta Unicamente la glucosa el cambio de color del medio ocurre solamente
en el fondo debido a que se encuentra 10 veces menos concentrada que la sacarosa y

la lactosa, ademas los radicales libres no son suficientes para hacer virar el medio.

Si se fermentan los 3 azucares hay cambio de color tanto en la superficie como en el
fondo. La presencia de burbujas que rompen el medio y a veces tienden a
expulsarlo indica presencia de gas como producto final de la fermentacion.
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A: Reaccion acida. Color amarillo AJ/A: Fermentacion 3 azucares
K: Reaccion alcalina. Color roja naranja ~ K/A: Fermentacion de la glucosa
Burbujas: Produccion de gas K/K: No hay fermentacion de los 3

Precipitado negro: Formacién H,S. (Britanialab, 2010).
PROCEDIMIENTO.-

Se inocula el medio realizando siembra mixta del microorganismo en estudio,
durante 24 ha 37 °C.

g) PRUEBA:CETRIMIDE.-

La formula de este medio estd desarrollada para favorecer la seleccion de P.
aeruginosa y estimular la formacion de pigmentos. Es éste un medio muy semejante
al King A, en el cual el cloruro de magnesio y el sulfato de potasio promueven la
formacion de piocianina, pioverdina y piomelanina de P. aeruginosa. La cetrimida
es un detergente cationico que actia como agente inhibidor, libera el nitrégeno v el
fosforo de las células de casi toda la flora acompafiante, aunque inhibe también
algunas especies de Pseudomonas. Una reaccion positiva se observo por el
crecimiento en el medio. Una reaccion negativa se indicé por la ausencia, o pobre

crecimiento sin cambio de color en el medio que permanece. %"
PROCEDIMIENTO.-

Se siembra la muestra de ensayo en la superficie del medio de cultivo por estria
cruzada y se incuba 18 — 48 h a 37°C.

h) PRUEBA: CITRATO DE SIMONS -

En el medio de cultivo, el fosfato monoaménico es la Unica fuente de nitrégeno y el

citrato de sodio es la unica fuente de carbono. Ambos componentes son necesarios

para el desarrollo bacteriano. Las sales de fosfato forman un sistema buffer, el

magnesio es cofactor enzimatico. EI NaCl mantiene el balance osmético, y el azul

de bromotimol es el indicador de pH, que vira al color azul en medio alcalino. El
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medio de cultivo es diferencial en base a que los microorganismos capaces de
utilizar citrato como Unica fuente de carbono, usan sales de amonio como Unica

fuente de nitrégeno, con la consiguiente produccién de alcalinidad.

Una reaccion positiva se observa por el crecimiento en el medio con un intenso
color azul. EI metabolismo del citrato se realiza, en aquellas bacterias poseedoras de
citrato permeasa, a través del ciclo del &cido tricarboxilico. El desdoblamiento del
citrato da progresivamente, oxalacetato y piruvato. Este ultimo, en presencia de un
medio alcalino, da origen a acidos organicos que, al ser utilizados como fuente de
carbono, producen carbonatos y bicarbonatos alcalinos. EI medio entonces vira al
azul y esto es indicativo de la produccion de citrato permeasa. Una reaccion
negativa se indica por la ausencia, o pobre crecimiento sin cambio de color en el

medio que permanece verde. "
PROCEDIMIENTO.-

Se obtiene un cultivo puro del microorganismo a ser probado, se toma una colonia a
partir de un medio solido y se siembra por estria sélo la superficie del medio. Se

incuba los medios durante 18 - 48 ha 37°C.

3.9. DETERMINACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO BACTERIANO.-

En la Fig. N°11. Se observa que la curva de crecimiento bacteriano se divide en
cuatro fases denominadas fase de latencia, fase exponencial o fase logaritmica, fase

estacionaria y fase de muerte. ©"
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Fig. N°11. Representacion de una Curva de Crecimiento Bacteriana y sus fases.

Fuente: Brock. (2004). Crecimiento Bacteriano. En M. P. Madigan, Biologia de los

microorganismos (10 ed.). Prentice Hall.: Prentice Hall.

En un gréfico de los resultados del nimero de células tanto en escala aritmética se
obtiene una curva con una pendiente que crece constantemente. El crecimiento de
una poblacion es el aumento del nimero de células como consecuencia de un
crecimiento individual y posterior division. El crecimiento de una poblacién ocurre
de una manera exponencial y es una consecuencia del hecho de que cada célula se
divide dando dos (2) células hijas, las cuales al dividirse daran cada una dos células

hijas, asi es que en cada periodo de divisién la poblacion se duplica. ©"

a) PROCEDIMIENTO.-

Se prepara 250 mL, de caldo de cultivo PTYG y se separaran en 2 matraces
respectivamente, se tomo una placa con bacterias en crecimiento exponencial y se

inocul6 en el primer matraz.

Se deja crecer durante la noche, a la primera hora se inocula el segundo matraz y
realiza lecturas paralelas en un espectrofotdbmetro a una longitud de onda de 660
nm. Se anota los datos y se realiza el grafico en MS Excel.
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3.10. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE REMOCION DE Cu (I1) y Cd
(). -
3.10.1. METODO DE INMOVILIZACION EN ALGINATO DE CALCIO.-

Consiste en la inmovilizacién de células dentro de una matriz, la cual impide la

difusion de las células en el medio, pero permite el paso de metabolitos y nutrientes.
(51).

El procedimiento general para el atrapamiento de las moléculas en gotas de
polimeros, consiste es suspender el microorganismo a inmovilizar en una solucion

liquida que contiene los mondmeros de la macromolécula.

Para la gelificacion de esta mezcla se usan diferentes métodos de acuerdo a la
naturaleza del polimero a usar. Entre los métodos a usar se encuentran la
disminucion o aumento de temperatura, la gelificacion ionotropica de macro-
moléculas con cationes multivalentes, y otros métodos quimicos como la adicion de

las gotas a un buffer enfriado en hielo o en diferentes soluciones quimicas. "

PROCEDIMIENTO.-

Se centrifuga 10mL del inoculo de cada cepa en fase exponencial a 3000 RPM por 2
min; se elimina el sobrenadante y se resuspende el sedimento. Se repite el

procedimiento hasta obtener 0.5 g de cultivo bacteriano/sistema.

Se prepara una solucién de 50 mL al 2.5 % de alginato de sodio, posteriormente se
agrega el sedimento que se obtiene en el paso anterior y se agita vigorosamente. Se
prepara 100 ml de una solucion de CaCl, 0.2 M y se deposita en un beaker a

temperatura ambiente.

Se deja caer por goteo continuo (utilizando una pipeta de 5mL) desde una altura de
10 cm, la solucion de alginato inoculada, para formar perlas de alginato de calcio de
entre 1 a 2 mm de didmetro y se deja 10 min en la solucion de CaCl, para su

completa formacion.
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a) MEDIDA DE LA REMOCION DE METALES PESADOS DE Cu (1) y Cd
(I).-

PROCEDIMIENTO.-
Se deposita las perlas obtenidas del procedimiento anterior en 150 mL de medio
PTYG contaminado con 10 ppm y 100 ppm de Sulfato de Cobre, asimismo para las

pruebas con Nitrato de Cadmio a 10 ppm y 100 ppm respectivamente.

Se deja incubar en agitacion en un shaker orbital durante quince dias a 37 °C y pH 7,
evaluando cada tres dias la turbidez y tomando muestras de 30 mL. Se lleva a
analizar por Espectrofotometria de Absorcion Atdmica en el laboratorio de Analisis
Quimico de la Universidad Nacional de San Agustin.

b) ANALISIS ESTADISTICO

Se obtienen graficas que explican la remocion por parte del consorcio inmovilizado

utilizando el software Statgraphics plus 5.1 y MS Excel.

- Test de T-Student.-

El propésito fundamental de los analisis estadisticos de tipo inferencial es el
conocimiento de poblaciones a partir del estudio de muestras o subconjuntos

representativos y suficientes de dichas poblaciones. %,

En este tipo de analisis de probabilidad, el muestreo y la estimacion de parametros
(de tipo puntual e intervalos) destacan el importante papel que juegan los contrastes
de hipdtesis. Los términos “contraste de hipotesis” son sindnimos de “pruebas de
significacion” y se refieren a los procedimientos estadisticos mediante los cuales
aceptamos o rechazamos una hipotesis nula (Ho) lo que autométicamente nos
habilita para rechazar o aceptar otra hipétesis denominada hip6tesis alternativa
(H1). Mientras la primera postula la ausencia de diferencias estadisticamente entre

dos medidas 0 mas (las que existen se deben al azar), la segunda postula todo lo

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM S DE SANTA MARIA

contrario, o sea, la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre dos

0 mas medidas. €%

- ANOVA
FUNDAMENTO.-

Es una prueba semejante a la prueba “t” en cuanto a la practica, pero la comparacion
entre grupos no se basa en las diferencias entre las medias, sino en la varianza de la
variable numérica “Y” 0 variable dependiente en cada grupo (nivel) de la variable
categorica “X” o variable independiente. Si las diferencias entre las varianzas de
cada grupo son mayores que las intragrupales (fuente de variacion intra),
seguramente se reportaran diferencias estadisticamente significativas entre los
grupos que no son debidas al azar. Asi, mientras en las pruebas de significacion para
dos grupos obtenemos valores empiricos “t” y “z” en el ANOVA, la cifra estadistica
obtenida se denomina razén F de Snedecor. Al ser F el resultado de dividir la media
cuadratica inter entre la media cuadratica intra cuanto mayor sea el dividendo
mayor, por tanto, sera el cociente y mayor, por ende, la probabilidad de que existan

diferencias estadisticamente significativas. %"
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FLUJOGRAMA DE ACTIVIDADES

Recoleccion de Muestras

{4

Evaluacion de las condiciones

ambientales del suelo.

Conductividad, % de Cloruros, SDT,

condiciones meteorologicas.

{

Siembra y cultivo de bacterias.

=

Siembra y cultivos de placas madre

{

Caracterizacion de las cepas

4

Caracterizacion Macro y

Microscopica de las muestras.

Determinacion de las
condiciones éptimas de

crecimiento

=

Salinidad, Temperatura, pH.

{

Caracterizacion Bioquimica de

Cepas Bacterianas

=

{

Agar Sangre, Catalasa, OF, Oxidasa,
LIA, TSI, Cetrimide, Citrato de

Simons.

Determinacién de la Curva de
crecimiento Bacteriano.

{

Determinacion de la capacidad
de Remocion de Cu (1) y Cd
(1), mediante inmovilizacion en

alginato.

Evaluacion mediante

Espectrofotometria.

2

Formacidn de las perlas de alginato y
Evaluacion de la Remocién de Cu

(1) y cd (1)
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION
4.1. RECOLECCION DE MUESTRAS:

Para la recoleccién de las muestras se utilizé6 un método descrito en el Manual de Control
de Calidad UD4, (2009), donde sefiala la importancia del manejo de los instrumentos para

no dafiar y evitar la pérdida de muestra de interés.

Para ello se identifico la zona de muestreo ubicado en una quebrada del distrito de
Uchumayo - Arequipa, la hora del muestro fue alrededor del primer tercio del dia, donde
incidencia solar es alta, siendo la hora méxima de radiaciéon alrededor de las 11:00 a.m.-
2:00 p.m., los vientos son violentos y altos, siendo el movimiento de arena caracteristico de
la quebrada.

Segun la Fig. N° 12, el punto A.- Corresponde al nivel de muestreo bajo, en cuya area las
piedras de cuarzo se encontraron dispersas. La zona es un lugar deshabitado, se observo el
movimiento de cuarzos atribuyendo a los vientos y el movimiento de arena

(desenterramiento);

Fig. N°12. Vista general del sitio de muestreo de la Mina no Metalica en el distrito de

Uchumayo-Region Arequipa.
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Como se observa en la Fig. N° 12, el punto B, corresponde al nivel de muestro medio, en
este punto se realiz6 un ascenso corto para ubicar las piedras de cuarzo, las cuales se
encontraron enterradas en arena, debido a que la disposicion geogréfica de la quebrada no
permite el movimiento de arena, aumentando el nivel de acumulacion, difiriendo con las
zona A, y C. En el punto C, corresponde al nivel de muestreo mas alto, aqui el ascenso fue
maximo aproximadamente unos 25 metros lineales, las piedras estaban acumuladas y

expuestas.

En la Fig. N° 13, se muestra la disposicion de las piedras, estas se encuentran acumuladas
unas con otras y para obtener la muestra se tomé en cuenta el color de las mismas vy el

tamano.

Fig. N° 13. Piedras y Cuarzos encontrados para el muestreo.

Se tomo6 aproximadamente 500 g de la arena de alrededor de las piedras para realizar
estudios de salinidad y evaluar parametros fisicoquimicos ambientales, se tomé en cuenta
segun lo descrito por Fernandez Linares (2006), el cual sefiala que muestrear alrededor de

la zona de interés es necesario para el seguimiento y caracterizacion de un tipo de suelo.

Se observo la diferencia de tamafios y colores, indica Wierzchos (2004),que sélo a unos
pocos milimetros por debajo de la superficie de la tierra se encuentran distribuidas algunas
colonias bacterianas, teniendo mayor afinidad por rocas halitas transltcidas también indica
que en cantidades de traza se encuentran estos microorganismos, dicha afirmacién
consideramos valedera para realizar el aislamiento de microorganismos, debido a que las
caracteristicas que sefiala son estrechamente relacionadas con las del estudio.
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En la Fig. N° 14, se observan las piedras muestreadas que tendrian que oscilar entre café y

blanco. Se encontr6 una piedra en su cuyo interior tuvo un color verde turquesa y se tomé

muestra de ella.

Fig. N°14. Piedras de cuarzo para obtencion de bacterias, A.- piedra blanca con coloracion

café; B.- piedra blanca con coloracion verde-turquesa y C.- piedra café con coloracion café.

En la Fig. N° 15, se observa la vista de Google Maps para ubicar geograficamente la

disposicion del lugar de muestreo, las coordenadas de latitud y longitud, se ubicaron con un

equipo GPS.

Fig. N°15. Vista de Google Maps de la zona Muestreada (16° 21’ 17.48°” S, 71° 36’
09.03° O).

71

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




UNIVERSIDAD

REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

4.2. EVALUACION DE LAS CONDICIONES AMBIENTALES DEL SUELO.-

4.2.1. DETERMINACION DE LA CONDUCTIVIDAD.-

La conductividad se realizd en el laboratorio de Analisis Quimicos de la Universidad
Nacional de San Agustin, en la Tabla N°8 se presentan los resultados, se indica por zona

de muestreo.

Tabla N°8. Resultados de la Conductividad

UNIDADES ZONA ALTA ZONA MEDIA ZONA BAJA
pS/cm 5545 4155 4310
mohm/cm 5.545 4.155 431

Se determind la conductividad eléctrica para clasificar el tipo de suelo del cual se tomo
las muestras, este parametro es por lo tanto una forma indirecta de medir la salinidad de
extractos de suelo y clasificarlos como indica Vasquez y Bautista (1993), en la Tabla N°
9:

Tabla N°9. Categoria de Salinidad de Suelos.

Categoria del suelo Valor (mmhos/cm o dS/m)
No salino 0-20
Poco salino 21-40
Moderadamente salino 41-8.0
Muy salino 81-16.0
Extremadamente salino >16.0

Fuente: Vasquez. (2006). Control de la salinizacién de suelos y aguas y recuperacion de
suelos salinos. San Fernando de Henares, Madrid.

De la Tabla N°9, se concluye que el suelo es considerado como moderadamente salino
debido a que los valores de conductividad oscilan entre 4.1 mohm/cm y 5.5mohm/cm.
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4.2.2. DETERMINACION DE SALES DISUELTAS TOTALES (SDT) SEGUN LA
FORMULA DE MARION BABCOCK (1976).-

Se aplica la formula de Marion Babcock (1976) sobre la relacion de Sales Disueltas

Totales (SDT) y la conductividad, los resultados se obtuvieron en meq/L.
logC = 0.955 + 1.03910g CE

En la Tabla N° 10, se detallan los resultados de los SDT

Tabla N°10. Tabla de datos de Concentracion de SDT

DATOS UNIDADES | ZONA ALTA | ZONA MEDIA | ZONA BAJA
Conductividad dS/m 5.545 4.155 4.31
Concentracion de SDT | (meqg/L) 53.446 39.641 41.138

Aplicando la formula para cada caso:
Zona Alta: CE: 5.545 dS/m
logC = 0.955 + 1.0391log CE
log € = 0.955 + 1.039(0.74390)
logC = 1.728
antilog C = 1.728
C =53.456 meg/L
Zona Media: CE: 4.155dS/m
log C = 0.955 + 1.0391og CE

log C = 0.955 + 1.039(0.619)
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logC = 1.598

antilog C = 1.598

C =39.628meq/L

Zona Baja; CE: 4.310dS/m
log C = 0.955 + 1.0391og CE
log € = 0.955 + 1.039(0.6345)

logC = 1.6142

antilog C = 1.6142

C =41.136meq/L

La cantidad total de sales solubles, expresada como sales disueltas totales (SDT), se
utiliza para medir la salinidad de un agua o de un extracto de la solucién del suelo, ya
que existe una relacion directa entre este parametro y el potencial osmotico de la
solucion del suelo. Sin embargo por la rapidez de la determinacion se utiliza

habitualmente la conductividad eléctrica. (CE).
4.2.3. MEDIDA DE % DE CLORUROS-

Para determinar el % de cloruros en los suelos, se tomo en cuenta el viraje del color y el
gasto utilizado de la solucion de nitrato de plata, el beaker “4” correspondié a la piedra
Blanca, el beaker “B” correspondio a la piedra verde y el beaker “C” correspondio a la

piedra café.

Los resultados del cambio de color final a rojo ladrillo se muestran en la Fig. N°16.
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Fig. N°16. Resultados de % Cloruros segln el Método de Volhard.

Los resultados del gasto en la titulacion indican el porcentaje de cloruros de las
muestras, como se muestra en la Tabla N°11 y este criterio fue considerado para
clasificar a las bacterias dependiendo de la concentracion de cloruros y se determind
como Halofilas Moderadas, segun la clasificacion de Kusher y Kamekura (1988) en la
Tabla N°2.

Tabla N°11. Resultado de % de Cloruros

MUESTRA GASTO ML. | % DE CLORUROS
Piedra blanca “A” 0.6 ml 13.65%
Piedra café “B” 0,4 ml 7.89 %
Piedra verde “C” 0.6 ml 13.65%

4.24.DETERMINACION DE LAS CONDICIONES METEREOLOGICAS,
MEDIANTE SOFWARE “SURFACEMETEOROLOGY AND SOLAR
ENERGY”.-

Mediante la latitud, se pueden obtener resultados fiables de las condiciones ambientales
de un punto exacto de la regién, con el software “Surface Meteorology and Solar

Energy”. En la Fig .N°17, se puede observar la entrada principal del software.
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La figura A, muestra la primera parte que se observa al ingresar a la pagina, la figura B,

nos indica el primer paso al ingresar los datos que es la locacion del lugar a detallar.

LA ATMOSPHERIC Surface meteorology and Solar Energy
‘ SCIENCE A renewable energy resource web site (telease 6.0)
DATA CENTER sponsored by NASA's Earth Science Enterprise Program
A collaboration with the CANMET Energy Technology Centre - Varennes (CETC-Varennes) has produced data output useful to users of the RETScreen® b "-(}
International Clean Energy Project Analysis Software. f’.’.&?’:‘,
A
To access data for RETScreen:
¢ Or enter alatitude and longitude in the form below. B

En la Fig. N°18, se muestran los datos obtenidos con el software; para la latitud -16.21,
longitud -71.36, en el mes de agosto del 2012, periodo en el cual se extrajeron las
muestras y cuyo valor de humedad fue 40.1%, radiacién solar fue 5.19 kWh/m?/d y

temperatura 16°C.

4 ATMOSPHERIC
SCIENCE NASA Surface meteorology and Solar Energy: RETScreen Data
8 DATA CENTER
Latitude -16.21 / Longitude -71.36 was chosen.
Unit Climate data location
Latitude °N -16.21
Longitude E -71.36
Elevation m 2610
Heating design temperature =T 526
Cooling design temperature R0 19.04
Earth temperature amplitude e 16.7
Frost days at site day 0
o Daily solar . c .
Month Air temperature Rela.u.te radiation - Slrmle Wind speed — L ptemre. (Gl
humidity . pressure temperature days days
horizontal
e % kWhim?/d kPa m's e °C-d °C-d
February 135 79.2% 6.32 750 32 17.1 123 102
August 121 40.1% 319 751 35 16.0 172 ik

Fig. N°18. Datos de radiacion solar, humedad, presion atmosférica, velocidad del viento,

de la zona muestreada.
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4.3. SIEMBRA'Y CULTIVO DE BACTERIAS:

4.3.1. TRATAMIENTO DE LAS PIEDRAS PARA CULTIVOS MADRES.-

Las piedras trituradas depositadas en beakers con suero salino se observan en la Fig. N°
19.

Fig. N°19. Tratamiento de las piedras extraidas de minas no metalicas de Uchumayo para

obtencion de cultivos madres.

En la solucion salina se observo el desprendimiento de material particulado y arena, los
cuales provocaron un ligero enturbiamiento del medio, esta caracteristica se presento en

todos los beakers.
4.3.2.SIEMBRAY CULTIVO DE PLACAS MADRE.

Luego de la siembra en placa madre se clasifico las cepas de acuerdo a su origen, segun

se muestra en la Tabla N°12.

Tabla N°12. Denominacion de cepas aisladas

ORIGEN DENOMINACION SIGNIFICADO
Piedra Blanca CMB Cepa Madre Blanca
Piedra Verde CmMV Cepa Madre Verde

Piedra Café CMC Cepa Madre Cafe
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A

Los indicadores de crecimiento fueron colocados a criterio, por lo que se tiene que:

- ALTO: corresponde al crecimiento por toda el area de estria
- MEDIOQ: corresponde al crecimiento disperso en el recorrido de la estria.

- BAJO: corresponde al crecimiento nulo en el recorrido de la estria.

Posteriormente se monitoreo cada 12 horas y se obtuvo diferencias en el crecimiento,

como se muestra en la Tabla N°13.

Tabla N°13. Reporte de crecimiento de placas madre.

MUESTRA CRECIMIENTO/ HORAS
CULTIVADA 24 36 48 60 72
CMB Bajo Bajo Medio Medio Alto
CMV Bajo Medio Medio Medio Alto
CMC Bajo Medio Medio Medio Alto

En la Fig. N°20, del cultivo madre de la muestra CMB procedente de la piedra blanca,
se observa un crecimiento lento cuyas primeras colonias aparecieron al tercer dia,
encontrdndose una variedad de cepas de diversos pigmentos entre los cuales destacan

los amarillos, blancos y naranjas.

Fig. N°20.Cultivo madre de la muestra CMB.
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En la Fig. N° 21, del cultivo madre de la muestra CMV, procedente de la piedra de
cuarzo verde, se observa que el crecimiento fue lento, pero a partir del tercer dia se fue
incrementando, las cepas de esta muestra oscilan en pigmentaciones de color blancas y

amarillas.

Fig. N°21. Cultivo madre de la muestra CMV.

En la Fig. N°22, del cultivo madre de la muestra de CMC, procedente de la piedra café,

se observa un crecimiento diluido y lento similar a las otras placas cultivadas.

Fig. N°22. Cultivo madre de la muestra de CMC.
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Segun indica el informe de Microbiologia Ambiental de UDEA, (2007), algunos
microorganismos tienen un crecimiento lento, porque algunas células crecen y otras

mueren estableciendo un balance total en el incremento del nimero de células.

Ademas Sanchez, (2004), en su estudio indica que generalmente la bacterias haléfilas
moderadas presentan un crecimiento lento, lo cual fue corroborado en la

experimentacion.

Brok (2008), considera la adaptacion como el periodo en el que los microorganismos
adectan su metabolismo a las nuevas condiciones ambientales (abundancia de nutrientes

y condiciones de cultivo) para iniciar la fase de crecimiento exponencial.

Con estos datos obtenidos y el detalle del crecimiento, se infirid que las bacterias de
acuerdo a los nutrientes presentes en el medio de cultivo PTYG, desarrollan mecanismos
de adaptacion y son capaces de competir exitosamente por el agua y resistir los efectos
desnaturalizantes de las sales, cuentan con estrategias que les permiten enfrentar el estrés
osmatico: mantienen altas concentraciones intracelulares de sal y sintetizan solutos
compatibles que les permiten balancear su presion osmotica. Dichos datos son

respaldados por la investigacion de Gonzales-Hernandez, (2002).

Cada cepa fue calificada segn el nombre de la muestra a la cual pertenecen y si habia

mas de una cepa por placa se le colocaba las letras del alfabeto.

De la placa madre procedente de la piedra blanca se obtuvieron seis colonias de
diferentes caracteristicas, las cuales fueron nombradas segun el siguiente codigo para
“C” de Cepa, “M” de madre y “B” por la procedencia de la piedra “Blanca”, se procedio
luego a nombrar sucesivamente de la A hasta la E, ademas se obtuvo una cepa adicional
N, debido a su color naranja. Las cepas son: A-CMB, B-CMB, C-CMB, D-CMB, E-CMB
y CMB-N.

De la placa madre procedente de la piedra verde se obtuvieron tres colonias de diferentes
caracteristicas, las cuales fueron nombradas segln el siguiente codigo para “C” de Cepa,
“M” de madre y “V” por la procedencia de la piedra “Verde” y fueron las siguientes: A-

CMV, B-CMVy C-CMV.
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De la placa madre procedente de la piedra café se obtuvieron cinco colonias de
diferentes caracteristicas seguin el siguiente codigo para “C” de Cepa, “M” de madre y
“C” por la procedencia de la piedra “Café”, las cuales fueron: A-CMC, B-CMC, C-CMC,
D-CMCy CMC-E.

Para monitorear la esterilidad de los procedimientos de desarrollo de las cepas, se
sembré una PLACA CONTROL (Fig. N°23), en las mismas condiciones no desarroll6
crecimiento alguno, entonces se comprueba que hasta esta etapa de desarrollo; la
metodologia, instrumentos y ambientes no tienen algun factor de contaminacion

ambiental o procedimental que alteren los resultados.

Fig. N°23. Placa control, se sembro esta placa para poder corroborar la asepsia del

aislamiento.
4.4. CARACTERIZACION DE LAS CEPAS.-

4.4.1. CARACTERIZACION MACROSCOPICA DE LAS CEPAS AISLADAS.-

Se realizé la identificacién macroscépica de las cepas aisladas de los cultivos madres. Se
considerd que de este primer repique de seleccion sean eliminadas las cepas que
presentaban morfologia (color, textura) semejante entre las muestras de diferente
procedencia (piedra blanca, verde, marron). EI medio de cultivo PTYG estuvo preparado
a pH neutro, salinidad 0.7%, temperatura de incubacion fue de 37 °C durante 48 horas

de monitoreo, hasta la aparicion diferenciada de las cepas.
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En la Tabla N°14, se muestra las caracteristicas de las cepas seleccionadas para el
estudio. Se ha reducido asi de un nimero de 14 cepas aisladas a 03 las cuales
presentaron caracteristicas diferentes y atractivas al trabajo.

Tabla N°14. Caracterizacion Macroscopica de las Cepas aisladas

< w < z
g <E o Z < @ = & Q
oW o S o | o %) z
a O (@) ul |
8 § O < L O o 2 S
& = ) 5 o
9 =

a O o

Piedra blanca | CMB-N | Grande | Redonda | Inodora | Plana | Rugosa | Naranja

Piedra verde | CMV-B | Grande | Redonda | Inodora | Elevada | Cremosa | Amarilla

Piedra café | CMC-E | Pequefia | Redonda | Inodora | Plana | Cremosa | Blanca

De acuerdo a la Tabla N°15, para la cepa CMB se tuvo que la mayoria de las cepas
tenian caracteristicas comunes, color: blancas y amarillas, textura: cremosas, grandes y
redondas, estos criterios comunes fueron los que se tomaron en cuenta para poder

descartarlas.

Tabla N°15. Caracterizacion Macroscopica de cepa CMB.

TIPO DE CODIGO . -
MUESTRA | DE CEPA Tamanio Forma Elevacion Textura Color
A-CMB Grande | Redonda Plana Seca Naranja
B-CMB Grande | Redonda Plana Seca Blanca
PIEDRA C-CMB Pequefia | Redonda Plana Cremosa | Blanca
BLANCA
D-CMB Pequefia | Redonda Elevada Cremosa | Blanca
E-CMB Pequefia | Redonda Plana Cremosa | Amarilla
CMB-N Grande Larga Plana Rugosa Naranja
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Solo se seleccion6 las colonias de color naranja (CMB-N), debido a que no se

encontraron en ninguna otra placa.

De acuerdo a la Tabla N°16, para la placa CMV se obtuvo tres cepas de las cuales dos

son de caracteristicas similares en cuanto a color y textura.

Tabla N°16. Caracterizacion Macroscopica de cepa CMV.

TIPO DE CODIGO DE

MUESTRA CEPA Tamarno| Forma | Elevacion| Textura| Color

A-CMV Pequefia | Redonda| Puntual Seca | Blanca

PIEDRA
VERDE B-CMV Pequefa | Redonda| Elevada |Cremosa|Amarilla

C-CMV Grande |Redonda| Plana Seca Blanca

Solo se selecciond las colonias de color amarilla (C-CMV) puesto que esta tenia una

formacion definida en comparacién con las otras.

De acuerdo a la Tabla N°17, para la placa CMC, se tiene diversidad de cepas, lo que se
compar6 con las placas anteriores y se selecciond la correspondiente a la colonia blanca
cremosa (E-CMC).

Tabla N°17. Caracterizacién Macroscépica de cepa CMC.

TIPO DE | CODIGO

MUESTRA | DE CEPA Tamario Forma | Elevacion| Textura Color
A-CMC Pequefia Redonda Plana Cremosa Amarilla
B-CMC Pequefia Irregular Plana Seca Blanca
PIEDRA
CAFE C-CMC Grande Irregular | Elevada Seca Blanca

D-CMC Media Redonda Plana Cremosa Naranja

CMC-E Pequefia Redonda Plana Cremosa Blanca
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Segun Flores-Fernandez (2010), el cual aisla bacterias halotolerantes de la Laguna de
Salinas de San Martin-Per(, para su experimentacion solo consider6 las colonias que
presentaron caracteristicas morfoldgicas diferentes, dicho aspecto se tomé en cuenta

para determinar las colonias ideales en el presente estudio.

Segun Araya (2012), la caracterizacion morfologica de bacterias y hongos a través de
caracteristicas visibles, como el color, tamafio, forma, es una manera de dividir en
grupos similares. A su vez Zufiga (2009), indica que muchas especies pueden presentar
morfologia celular similar de acuerdo a las condiciones ambientales o a la etapa de
desarrollo en que se encuentren. Tambien Meseguer (2004), indica que
macroscopicamente muchos géneros de halobacterias presentan coloraciones desde
purpuras, rojizas, naranjas y amarillentas. Aspectos como los que presentan Zufiga
(2009) y Meseguer (2004) fueron tomados en cuenta en esta investigacion para la
seleccion de las cepas. Granados, (2003), indica que tras el periodo de incubacién
estimado como el adecuado en el medio de cultivo sélido, lugar donde se realizo6 la
siembra deberan aparecer pequefias masas Vvisibles a simple vista y que estas fueron

formadas por el crecimiento en el punto de una célula bacteriana.

En la Fig. N° 24, se observa que la cepa proveniente de la piedra blanca (CMB-N),
presenté colonias naranjas, siendo cepas planas de contextura rugosa y seca en la
superficie del medio.

Fig. N°24. Cultivo en medio PTYG de cepa CMB-N.
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En la Fig. N°25, la cepa proveniente de la piedra verde (CMV-E), presentd colonias

aisladas de color amarillo intenso, grandes, elevadas y cremosas.

Fig. N°25. Cultivo en medio PTYG de cepa CMV-E.

En la Fig. N°26, la cepa proveniente de la piedra café mostr6 colonias blancas redondas,

planas y pequefias, dispersadas en la superficie del medio de cultivo.

Fig. N°26. Cultivo en medio PTYG de cepa CMC-E.

Aunqgue la morfologia no es definitiva, pero es una caracteristica que dirige el diagnostico
hacia un grupo mas 0 menos amplio de microorganismos. Hay colonias muy singulares, las
cuales presentan colores y texturas particulares casi exclusivas para determinadas especies
como es el caso de Tiobacillus spp. que presenta coloraciones pardas rojizas y son
indicadores de la presencia de metales ferrosos en lechos acuéticos, estas a su vez en
medios de cultivos muestran caracteristicas de crecimiento y formacién de colonias
redondeadas y algo cremosas. (Preparadores, 2010). En esta investigacion el aspecto de las

colonias fue de gran ayuda en la identificacion. Cada bacteria crecié de manera particular,
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formando colonias de distinto color, forma, tamafio, textura, brillo, etc. se considero estos
parametros como indicadores iniciales para la seleccion de bacterias y conducirla hacia la
obtencidn de cepas ideales.

4.4.2. CARACTERIZACION MICROSCOPICA DE LAS CEPAS

a) OBSERVACION DIFERENCIAL DE LAS MUESTRAS:

En la Fig. N°27, a través de la coloracion de Gram de cepas provenientes de la muestra

CMB-N, se observo bacterias Gram positivas, redondas y ligeramente alargadas.

Fig. N°27. Observacion 100 x, Coloracion de Gram; muestras CMB-N.

En la Fig. N°28, correspondiente a CMV-B, se observé bacterias Gram-negativas,

alargadas de forma bacilar y rectas.

Fig. N°28. Observacion 100 x, Coloracién de Gram; muestras CMV-B

En la Tabla N°18 se presenta un resumen de las bacterias identificadas segtn coloracion de

Gram.
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Tabla N°18. Cuadro resumen de identificacion diferencial GRAM

CUADRO RESUMEN
PROCEDENCIA DE LA . .
CODIGO DE CEPA | COLORACION DE GRAM PRESUMIBLE
MUESTRA
PIEDRA BLANCA CMB-N Positiva Bacteria
PIEDRA VERDE CMV-B Negativa Bacteria
PIEDRA CAFE CMC-E Ambigua Levadura — hongo

En el estudio de Garza, (2005), este encontré un porcentaje alto de bacterias hal6filas Gram
positivas cercano al 65% y en el caso de las Gram negativas tan solo alrededor de 30 %, asi
mismo, un nimero minimo de levaduras, con capacidad tolerante a la salinidad. En este
estudio se obtuvo un tipo diferente de cepas tomando en cuenta la coloracion Gram vy
teniendo como referencia el estudio antes mencionado es que podemos encaminarnos hacia

la clasificacién de bacterias hal6filas.
4.5. DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE CRECIMIENTO:

Para realizar los tratamientos con la finalidad de conocer las condiciones Optimas de
crecimiento de las cepas aisladas se realizO en tres procedimientos consecutivos,

dependientes uno del otro. Se inici6 determinando la salinidad éptima.

Para evaluar el crecimiento se utiliz6 los criterios de “Alto, Medio, Bajo y No Crecid”

respectivamente, teniendo en cuenta que:

- Alto: cuando creci0 el toda la secuencia de la estria.
- Medio: cuando el crecimiento fue disperso y discontinuo en la estria.
- Bajo: cuando el crecimiento fue tenue y separado en la estria.

- No creci6: cuando no se observo crecimiento alguno en la estria.
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La condicion oOptima de crecimiento mas importante para poder afirmar que las cepas
aisladas son haldfilas o si pertenecen a alguna clasificacion es la concentracion salina que

soportaron.

Pero también la temperatura es una caracteristica muy importante puesto que la temperatura
Optima determina que la experimentacion se ha efectuado cuando las reacciones

metabdlicas son catalizadas por enzimas y originan su maxima tasa posible de reaccion.

Con respecto al pH, es otro factor importante puesto que si en la experimentacion se
producen cambios violentos de esta condicion, podria afectar la membrana y al transporte

de solutos e inhibir enzimas.

Caimanque, (2006), en sus estudios determino que factores como pH en bacterias haléfilas,

son importantes para poder mantener la resistencia a la salinidad.
45.1.FACTOR: SALINIDAD.-

Segun la clasificacion de Kusher y Kamekura (1988), estan cepas son consideradas

como Haldfilas Moderadas. Los datos detallados se muestran en la Tabla N°19.

Tabla N°19. Tabla de resultados de las condiciones dptimas respecto a la SALINIDAD a
diferentes rangos de tratamiento.

<

[8) < o < PORCENTAJE

I-IDJ J = 8 DE VARIACIONES DE % DE SALES

WAYS | & w |CRECIMIENTO

8 = (Sa)

o OPTIMO | EXTREMO | 0.7% 1% 3% 5% 7% 9% 12%
I;)II_EADNT:': CMB-N 7% I-;a;za BAJO | MEDIO | MEDIO | arTO | ALTO | MEDIO CR’\IIECC):IC')
F\)/I:FESQ CMV-B| 7% I-;a;za MEDIO | MEDIO | MEDIO | aLTo | ALTO CR,\IIEC(;IO CR’;%O
P::i?:iA CMC-E 7% T;‘Zf MEDIO | MEDIO | MEDIO | aLTO | ALTO | MEDIO BAJO
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De acuerdo a los datos obtenidos el mejor crecimiento se tuvo a 5% y 7% de salinidad
en el medio, esta fue la concentracion de sales o porcentaje en el cual las bacterias

desarrollaron un crecimiento alto y significativo.
45.2.FACTOR: pH.-

El crecimiento adecuado para las cepas seleccionadas fue a pH 7. Los datos detallados se

muestran en la Tabla N°20.

Tabla N°20. Resultados para condiciones 6ptimas de pH

H
PROCEDENCIA DE CODIGO DE .
LA MUESTRA CEPA
4 7 9
PIEDRA BLANCA CMB-N NO CRECIO ALTO ALTO
PIEDRAVERDE CMV-B NoO CRECIO ALTO BaJo
PIEDRACAFE CMC-E NoO CRECIO ALTO NoO CRECIO

La acidez o alcalinidad de un medio influye sobre el crecimiento microbiano, algunos
microorganismos se desarrollan mejor a pH alto es decir entre 9 y 14 siendo
denominados alcalofilos, mientras que otros se desarrollan a pH bajo es decir entre 2 y 5
denominados acidofilos, entonces estos rangos pueden variar debido a la adaptabilidad

de las cepas.

La cepa CMB-N, present6 un crecimiento alto a pH de 7 y 9, pero se decidio trabajar

con la neutralidad.

La cepa CMV-B, presentd un crecimiento 6ptimo en la neutralidad a pH de 7 y valores

de No Crecié y BajosapH de 4 y 9.

La cepa CMC-E present6 un crecimiento éptimo a la neutralidad a pH de 7 y no reportd
crecimiento en la acidez (pH de 4) ni en la alcalinidad (pH de 9).

De acuerdo a los datos obtenidos se tiene que las cepas aisladas son neutréfilos y una
presenta adaptabilidad a medios neutros como alcalinos.
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45.3.FACTOR: TEMPERATURA .-

Se determino que la temperatura en la cual el crecimiento microbiano fue ideal y estable
fue a 37°C. Se tuvo en consideracion que estas bacterias en su medio natural soportan
temperaturas de hasta 55°C en las horas de mayor incidencia solar. Los datos detallados
en la Tabla N°21.

Tabla N°21. Tabla resumen de resultados a diferentes pH y temperatura

PROCEDENCIA DE | CODIGO DE TEMPERATURA 'C
LA MUESTRA CEPA 16E e oo .
PIEDRA BLANCA CMB-N NO CRECIO BAJO ALTO | NOCRECIO
PIEDRA VERDE CMV-B BAJO ALTO ALTO BAJO
PIEDRA CAFE CMC-E BAJO ALTO ALTO | NOCRECIO

Segln el estudio de Gonzales-Hernandez (2002), este al evaluar las estrategias de
adaptacion de microorganismos haldfilos, sefiala que la temperatura juega un papel
importante en el desarrollo de mecanismos de produccion y acumulacion de metabolitos.
En nuestro estudio se tuvo en cuenta dichas variantes y es por ello que se decidio trabajar
con el valor que presentaban concordancia y asi no esforzar a que las cepas conlleven un

periodo de adaptacion al medio puesto que se podrian perder alguna caracteristica.

Después de realizar los analisis para determinar condiciones éptimas de crecimiento y
considerando los parametros fisicos de salinidad, temperatura y pH se tiene que las mejores
condiciones en las cuales se desarrollan las cepas son: para el porcentaje de salinidad 7%,
pH de 7 y temperatura 6ptima a 37°C.

Las cepas CMB-N, CMV-B y CMC-E son clasificadas como Haldfilas Moderadas,
Neutrofilas y Mesofilas.
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4.6. CARACTERIZACION BIOQUIMICA DE LAS CEPAS BACTERIANAS
HALOFILAS.-

En la Tabla N°22, se presenta los resultados de las pruebas bioquimicas utilizados para la

identificacion de las cepas bacterianas halofilas.

Tabla N°22. Pruebas Biogquimicas para las cepas en estudio.

MEDIO DE CULTIVO - CEPA CMB-N B-CMV
AGAR SANGRE NO HEMOLITICO HEMOLISIS
GRAM GRAM POSITIVO GRAM NEGATIVA
CATALASA POSITIVO POSITIVO
AGAR MC CONKEY POSITIVO NEGATIVO
TSI NEGATIVO K/K (SH2)-
OF NEGATIVO +/-
LIA NEGATIVO NEGATIVO
INDOL NEGATIVO NEGATIVO
ROJO DE METLO NEGATIVO NEGATIVO
VOGES PROSKAWER NEGATIVO NEGATIVO
UREA NEGATIVO POSITIVO
CETRIMIDE NEGATIVO POSITIVO
LOFFTER POSITIVO NEGATIVO
GENERO Corynebacterium spp | Pseudomona aureginosa

Terminadas estas pruebas, se decidi6 dar por finalizada la investigacion con la cepa CMC-
E, puesto que se querian aislar cepas bacterianas, considerando que el objetivo final del

trabajo es sobre metales pesados cuya incidencia y toxicidad es alta y dafiina. Es por ello
91
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que dejamos como alternativa de investigacion a las levaduras haldfilas aisladas de la
especie conocida Sacharomyces spp. Ya que segun el estudio de Meseguer (2004) este
indicd que existen especies de levaduras y hongos halotolerantes, pero en menor nimero
que las bacterias halofilas y por consiguiente no se tiene informacion sobre su mecanismo

de accidn en la remocion de metales pesados.

4.7. DETERMINACION DE LA CURVA DE CRECIMIENTO BACTERIANO:

Las cepas competentes se seleccionaron en los procedimientos anteriores, la curva de
crecimiento se realizé por duplicado y un blanco, teniendo un promedio por hora, asi fue

como se determiné la curva de crecimiento. Se detalla los datos de absorbancia en la Tabla

N°23.
Tabla N°23. Tabla de Absorbancias de las cepas CMB-N y B-CMV
CEPACMB -N CEPA B-CMV
ABS ABS ABS
MUESTRA | ABSNETA | MUESTRA | (=5 | MUESTRA | (=5 | MUESTRA | (o)

HORA 0 0.108 HORA 16 | 0.406 | HORAO | 0.065 | HORA 14 | 0.619

HORA 2 0.095 HORA 18 | 0.416 | HORA2 | 0.078 | HORA 16 | 0.783

HORA 4 0.092 HORA 20 | 0.511 | HOrRA4 | 0.085 | HORA 18 | 0.833

HORA 6 0.101 HORA 22 | 0.654 | HORAG | 0.087 | HORA20 | 0.823

HORA 8 0.099 HORA24 | 0.945| HORAS8 | 0.088 | HORA 22 | 0.129

HORA 10 0.179 HORA 36 | 0.743 | HORA 10 | 0.112 | HORA 24 | 0.095

HORA 12 0.19 HORA 42 | 0.572 | HORA 12 | 0.2405 | HORA 36 | 0.087

HORA14 ]| 0328 | -—-— | — | -— | -—- HORA 42 | 0.085
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Las condiciones de cultivo de las cepas, en las que presentdé mayor eficiencia de
crecimiento. Y en las que se realizo esta evaluacion fueron de salinidad 7%, temperatura

37°C y pH neutro.

En la Fig. N° 29, la cepa CMB-N (Corynebacterium spp) tuvo un periodo de adaptacion al
medio de cultivo durante las 8 primeras horas, presentando a las horas 16 y 22 un
crecimiento exponencialmente alto y se report6 la hora 24 como la maxima de crecimiento
hasta su declive en la hora 42 en que se finaliz6 la experiencia, se ha de tomar en cuenta
que la mayoria del tiempo posible se tuvo en agitacion para promover el consumo
semejante del medio de cultivo en todo el medio y el consumo de los componentes del

mismo.
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Fig. N°29. Curva de Crecimiento CMB-N
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En la Fig. N° 30, corresponde a la curva de crecimiento de la cepa CMV-B (Pseudomona
aeuruginosa) se tuvo que a las 8 horas empieza la fase exponencial, llegando a la fase

estacionaria a las 20 horas y a partir de ahi a la fase de muerte.

Resultados similares se obtuvieron en el estudio de Reyes, (2003) en el cual la cepa en
estudio Pseudomona aeuruginosa inmovilizada en alginato, para la degradacion de
naftaleno presenta resultados de crecimiento favorables a las 16 horas, estamos de acuerdo

en la evaluacion continua del crecimiento bacteriano.

0.9
0.8 /
0.7

0.5 /

Abs neta
o ¢
D
\

0.3 #
0.2

0.1 g n — — =

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Tiempo (h)

Fig. N°30. Curva de Crecimiento de la cepa CMV-B
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4.8. DETERMINACION DE LA CAPACIDAD DE REMOCION DE Cu (1) Y Cd
(11), MEDIANTE INMOVILIZACION EN ALGINATO.-

4.8.1.EVALUACION DE LA REMOCION DE METALES PESADOS Cu (1) Y
cd (I1).-

a) Remocion de Cu (11) 10 ppm.-

En la Tabla N° 24, se muestra los datos, del porcentaje de remocion de Cu (1), para el
consorcio conformado por Pseudomona aeuruginosa y Corynebacterium spp, desde el dia 0
hasta el dia 14.

Tabla N°24. Tabla de datos de la remocion de Cu (I1) (CO 10 ppm)

Condicion: 37 "Cy pH 7

TIEMPO (dias) |PPM BRUTO | PORCENTAJE DE REMOCION (%)
0 10 0%
1 8.6 14 %
3 5.3 47 %
5 3.8 62 %
7 0.323 96.77 %
12 0.316 96.84 %
14 0.292 97.08 %

En la Fig. N° 31., se observa la disminucion, de la concentracion de Cu (Il) segln
los dias de evaluacion, se tomO en consideracion la remocion del consorcio
bacteriano y del alginato, debido a esto se realiz6 la experimentacion con una
muestra blanco, que presento un valor constante, de 0.2 ppm de Cu (II) de remocién
durante toda la prueba. La remocion en el sistema Cu (Il) estuvo ligada a las
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variaciones del crecimiento celular y su adaptacion al medio. También los valores
de ppm de Cu, (Il) cuya concentracion inicial en las muestras de experimentacion
tuvo un valor de 10 ppm, a partir del dia 5 de evaluacion se lleg6 a un ascenso de la
capacidad de remocion del sistema alginato-consorcio bacteriano (Pseudomona
aeruginosa y Corynebacterium spp), la ligera actividad en los dias iniciales se debid
a la adaptacion de las cepas y aunque la inmovilizacion en alginato, promueve el
crecimiento celular a través de sus cavidades poliméricas (Arroyo, 1998) ,este
recién se daria después de un par de dias. Comparando nuestros resultados del
sistema Cu (II) con una investigacion de Manriquez, (2008) donde este,
experimento el aislamiento de cepas anaerobias termdfilas encapsuladas en alginato
y que presentaron resultados favorables a partir de las 48 horas de iniciado el
sistema de inmovilizacion, es que estamos de acuerdo con el periodo largo de
adaptacion. Pero el descenso final o estabilizacion, se explicd porque puede
presentar toxicidad, o interacciones con los compuestos del mismo medio con el

alginato que impedirian llegar a un maximo de remocion.

12

10

ppm de Cu (Il)
S

0 N-o——.
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==ppm bruto —— Exponencial (ppm bruto)

Fig. N°31. Grafica de disminucién PPM de Cu (l1) a través del tiempo.

Condiciones de Co 10 ppmy 37 ‘Cy pH 7
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Existen investigaciones como las de Navarro, (2006) donde este, comparo el efecto

del pH, en la biosorcion de metales pesados por biomasa inmovilizada, sobre la

interaccion y afinidad de los biopolimeros, ejemplo alginato, con metales como Cd

(1) y Zn (11), que alteraron los resultados de remocion o quiza, se presentaron

significativos tanto que compitieron con la accion de la biomasa sobre el metal,

tomando en consideracion esta observacion es que se acordd tomar los valores de la

muestra blanco en la presente investigacion.

b) Remocién de Cd (1) 10 ppm.-

En la Tabla N° 25, se detalla los datos, para la remocion de Cd (11) (Co 10 ppm), en

las condiciones conocidas.

Tabla N°25. Tabla de datos de la remocién de Cd (11) (Co 10 ppm)

Condiciones de Co 10 ppmy 37y pH 7

TIEMPO (dias) | PPM BRUTO | PORCENTAJES DE REMOCION (%)

0 10 0

1 9.3 7

3 7.5 25
5 4.8 52
7 1.92 80.8
12 0.8 92
14 0.1 99

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPQSITORIO DE »&T%,  UNIVERSIDAD

A CATOLICA
TESIS UCSM -2 DE SANTA MARIA

Estos resultados son comparados con el estudio realizado por Kacar, (2002), donde
este, confrontd la capacidad de biosorcion de biomasa viva y muerta de
P.chrysosporium inmovilizada en alginato, que obtuvo resultados de remocién 70
mg/L y 40 mg/L respectivamente, mientras tanto el consorcio bacteriano en
investigacion (Pseudomona aeruginosa y Corynebacterium spp) present6 toxicidad
Ilegando a su fase estacionaria o de muerte al dia 7, motivo por el cual, la remocion
cesO y al final de la experimentacion el ligero aumento se debid en parte a las perlas
de alginato, que segun los datos del blanco a partir del dia 7, presento un ligero
aumento. Es por eso que estamos de acuerdo con la observacion de que la biomasa

muerta presenta poca capacidad de remocion.

La Fig. N° 32, es una grafica que presenta la disminucion de la concentracion del
Cd (I1), donde se muestra los valores de ppm de Cd, (1I) de concentracion inicial,

tuvo un valor de 10 ppm.
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o N b
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ppm de Cd (I1)
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==¢==PPM BRUTO

Exponencial (PPM BRUTO)

Fig. N°32. Grafica de disminucion PPM de Cd (Il) a través del tiempo.
Condiciones de Co 10 ppmy 37y pH 7

Se observo que a partir del dia 7 de evaluacion hay una disminucion del metal en el

sistema alginato-consorcio bacteriano (Pseudomona aeruginosa - Corynebacterium
98
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spp.), ademas que del 7n, al 13,0, dia de experimentacion aparentemente hay una
estabilizacion de los valores y finalmente la completa remocion. En este caso la
muestra blanco, que es el medio PTYG con el metal pesado y las perlas de alginato,
mostraron valores minimos durante toda la experimentacion (VER ANEXO 5), es

decir, se tuvo una remocion casi exclusiva de las cepas bacterianas.
c) Comparacion de remocion de Cu (1) y Cd (I1) 10 ppm.-

En la Fig. N°33, se tiene la comparacion gréfica de los dos procedimientos para Cu
(1) y Cd (I1) de 10 ppm, se observa que los resultados son similares pero para

corroborarlos estadisticamente se efecttan las pruebas en el software Statgraphics.
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Fig. N° 33. Grafica comparativa de Cu (1) y Cd (11) 10 ppm de Cq

En el estudio de Garza, (2005), este midié que la remocion de metales pesados
como plomo (Pb), cadmio (Cd) y cobre (Cu) con biomasa bacteriana, para el caso
de la experimentacion bimetalica presentd, valores muy bajos, debido a que en
disoluciones de dos metales, hay mas competencia entre ellos por los sitios de union
a la biomasa y en el caso del metal en estudio, lleg6é a una remocion de 96.38 %.

Estos resultados se tomaron como referencia para la presente investigacion y no se
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evalud la remocion con Cu (1) y Cd (I1) en el medio al mismo tiempo, debido a que

valores al 97 % de remocién de Cu (I1) como Unico metal en evaluacion son ideales.

Los resultados del test T student esta disefiado para comparar dos muestras de datos,
ademas a través del programa Statgraphics, suponiendo varianzas iguales: t =
0.378466 P-Valor = 0.711695, se determind que NO HAY DIFERENCIA

ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA ENTRE LAS DOS MUESTRAS.
d) Remocion de Cu (I1) 100 ppm.-

En la Tabla N° 26, se muestran los datos, del porcentaje de remocién de Cu (11),
para el consorcio conformado por Pseudomona aeuruginosa y Corynebacterium

spp, desde el dia 0 hasta el dia 14.
Tabla N°26. Tabla de datos de la remocion de Cu (1) (Co 100 ppm)

Condiciones de Cy 100 ppm y 37°C y pH 7

0 100 0
1 95.6 44
3 78.9 21.1
5 62.75 37.25
7 56.02 43.98
12 42.3 >T.1
14 37.3 021
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La Fig. N° 34., es una grafica de la disminucion de Cu (1) a través del tiempo.
Segun, Paknikar, (1999), este demostro que la remocién tiene relacion con la
variacion del pH y el tipo de sorcion binaria (dos metales en solucién) en un mismo
sistema, evaluando esta observacion y también que por parte de las cepas del
consorcio bacteriano (Pseudomona aeuruginosa y Corynebacterium spp) solo fue
posible la optimizacion con un Unico metal en el medio, no se realizd una
experimentacion conjunta del Cu (11) y el Cd (II).

En la investigacion de Nufez, (2008) este, evalud la absorcion de Cu (I1) con perlas
de alginato y la remocidn con la variacion de la Concentracion inicial y final, pero
optimizé el pH a 5 llegaron a un 87% de remocidn, en cambio en esta investigacion,
por la utilizacion de las cepas bacterianas (Pseudomona aeuruginosa Yy
Corynebacterium spp) y tomando en cuenta que su 6ptimo de pH fue 7, finalmente
a los 14 dias de evaluacion de este sistema solo se llegé al 62.7 % de remocion
global. La diferencia en este caso, es que la concentracion de ppm de Cu (Il)
removido por el alginato de calcio, aumento con respecto al tiempo, permitiendo

una mejor respuesta de remocion global.
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Fig. N° 34. Grafica de disminucién PPM de Cu (11) a través del tiempo.

Condiciones de Cy 100 ppmy 37y pH 7
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e) Remocion de Cd (11) 100 ppm.-

En la Tabla N° 27, se muestra los datos, del porcentaje de remocion de Cd (1), para
el consorcio conformado por Pseudomona aeuruginosa y Corynebacterium spp,
desde el dia 0 hasta el dia 14.

Tabla N°27. Tabla de datos de la remocién de Cd (1) (Co 100 ppm)

TIEMPO (dias) | PPM BRUTO F;OEF:ACOEE'ITO‘;J 502 ?

0 100 0

1 98.9 11
3 97.3 27
5 95.2 4.8
7 90.1 9.9
12 89.8 10

14 89.9 101

La Fig. N°35, es una grafica que presenta la disminucion de la concentracion del Cd
(1), después del proceso de adaptacion, que fue hasta el dia 5, en el cual los valores
de remocion son bajos, del dia 5 al 7m, l0s valores de remocion del consorcio y el
alginato, van en aumento, aunque se esperaba que llegaran hasta un 63 % de
remocién final como en el caso del Cu (Il) Co 100 ppm, ya que se lleg6 en este
sistema a un 10.1 %
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Fig. N°35. Disminucion de ppm de Cd (I1) a través del tiempo (dias)
Condiciones de Cy 100 ppmy 37 y pH 7.

Algo que se observo en este sistema, es que la viscosidad del medio aumento,
porque se visualizaba que la cepa de Corynebacterium spp, enturbio el medio, y
esto posiblemente vario la viscosidad y el pH, que finalmente hicieron que el metal
no se encuentre tan soluble, y no se pudiera realizar la remocion ni por el alginato ni
por las cepas. Segun Ray, (2001), este indico que el pH, ideal para la solubilidad del
Cd (I1) en el medio asi como la correcta interaccion con los grupos carboxilo y
fosfato de las células fue 5, estamos de acuerdo con esta observacion ya que el pH
fue el inconveniente de los resultados finales del sistema Cd (1) 100 ppm Cy que
obtuvieron valores realmente bajos, puesto que finalmente solo las cepas
bacterianas removieron 9.89 ppm a los 14 dias.
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f) Comparacion de remocion de Cu (11) y Cd (I1) 100 ppm.-

70

% de Rmocion del metal
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egueCu (C100ppm) e=m==Cd (C 100 ppm)

Fig. N°36. Grafica comparativa de Cu (11) y Cd (1) 100 ppm de C,

La Fig. N°36, es una grafica comparativa, en la cual se observa que el sistema Cd
(1) estd muy por debajo de los resultados presentados por el Cu (I1), esto se puede
explicar porque en realidad el pH, utilizado en el medio de experimentacion no es el
adecuado. Se llega a esta observacion ya que estamos de acuerdo con el estudio de
Nufiez, (2008), donde este compard la accion de la remocién a pH 5, obteniendo
resultados bajos en soluciones bimetalicas en comparacion con los sistemas de un
solo metal para lo cual se tomd en consideracion y se desistio de hacer una
experimentacion con dos metales, en el medio. En este mismo estudio también se
sugiere que a un pH de 4 la remocion del Cd (Il) es efectiva. Aunque para la
presente investigacion no se evalu6 la remocion a pH 47 por no ser favorable para el

consorcio bacteriano (Pseudomona aeuruginosa y Corynebacterium spp)

A continuacion la resolucién estadistica, que compara las dos sistemas

experimentales.

Los resultados del test T-student esta disefiado para comparar dos muestras de datos.

Ademas a través del software Statgraphics, Suponiendo varianzas iguales: t =
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2.71233 P-Valor = 0.0188738se determind0 que SI HAY DIFERENCIA

SIGNIFICATIVA.

TEST DE ANOVA .-

Tratamiento A: Cu de Concentracion inicial 10ppm
Tratamiento B: Cu de Concentracion inicial 100 ppm
Tratamiento C: Cd de Concentracion inicial 10 ppm
Tratamiento D: Cd de Concentracidn inicial 100 ppm

Hipotesis nula: El resultado porcentual promedio, entre los 4 tratamientos Cu (I1)
10 ppm, Cu (I1) 100 ppm, Cd (1) 10 ppm, Cd (I1I) 1f00 ppm, No tiene diferencia
significativa, es decir las cepas realizan la remocion de igual manera, en los 4

sistemas

Hipotesis alternativa: El resultado porcentual promedio, entre los 4 tratamientos
Cu (11) 10 ppm, Cu (1) 100 ppm, Cd (I1) 10 ppm, Cd (1) 100 ppm, tiene diferencia

significativa, es decir las cepas realizan la remocion con diferente capacidad.

El test de ANOVA, compara mas de dos tratamientos, que tengan varianzas
similares, a través de esta evaluacion, se ha llegado a la conclusién que no hay
diferencia significativa entre los sistemas de Cu (11) Co 10 ppm, Cu (1) Co 100 ppm,
Cd (I1) Cp10 ppm, Cd (I1) Co 100 ppm.

Se realizd a un nivel de 95 % de confianza.

El test ANOVA descompone la varianza de ppm de Metal en dos componentes: un
componente entre grupos y un componente dentro de los grupos. El F-ratio, que en
este caso es igual a 3.97197, es el cociente de la estimacion entre grupos y la
estimacion dentro de los grupos. Puesto que el p-valor del test F es inferior a 0.05,
hay diferencia estadisticamente significativa entre las ppm de Metal, medias de
un nivel de Tratamiento a otro para un nivel de confianza del 95.0%. Se acepta
la hipdtesis alternativa.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES

1. Del aislamiento de cepas bacterianas halotolerantes se selecciond y se obtuvo tres

cepas las cuales son Corynebacterium spp, Pseudomona aeruginosa, Sacharomyces

Spp.

2. Las condiciones de salinidad evaluadas permitieron hallar el porcentaje 6ptimo para
cada cepa, ademas del pH y temperatura. Tanto para Corynebacterium spp y
Pseudomona aeruginosa se obtuvo salinidad 7%, pH 7 y temperatura 37°C y son

consideradas como Haléfilas Moderadas, Neutrofilas y Mesofilas.

3. La inmovilizacién en alginato de calcio, se realizd con el consorcio bacteriano
conformado por las cepas aisladas de Corynebacterium spp y Pseudomona
aeruginosa, debido a que presentaban condiciones de crecimiento éptimo y se

realizo la experimentacion con un solo metal en solucion.

4. La capacidad de remocion se evalta en funcion de los datos estadisticos, entonces
para Cu (1) y Cd (1) (Co 10 ppm), si hay diferencia estadisticamente significativa
entre las dos muestras al 95%, p valor = 0.711695, por lo que la remocion de Cu (1)
de Co10 ppm con el consorcio bacteriano presentdé 97.08 % vy para el Cd (II)
present$99.00%.

5. La capacidad de remocidn se evalGa en funcién de los datos estadisticos, entonces
ara Cu (I1) y Cd (I1) (Co 100 ppm), si hay diferencia estadisticamente significativa
entre las dos muestras al 95%, p valor = 0.00270159, y para el caso de Cu (II)
presentd una remocion con el consorcio bacteriano de 62.7 %. y para el caso de Cd
(1) present6 10.1 %.
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RECOMENDACIONES

e Realizar la caracterizacion molecular de las cepas del género Corynebacterium spp,
para identificar la especie asi poder realizar comparaciones con las cepas reportadas.

e Utilizar otros soportes para sistemas de inmovilizacién, para determinar cual de
ellos presenta mayor viabilidad y respuesta de remocion con estas cepas
halotolerantes de Corynebacterium spp. y Pseudomona aeruginosa.

e Las cepas bacterianas nativas haldfilas aisladas pueden ser utilizadas como especies
biorremediadoras de efluentes industriales de la region (rios, relaves mineros, PIRS)
que en los ultimos reportes han incrementado la cantidad normal de metales pesados

permitidos.
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REPOSITORIO DE

METODOS UTILIZADOS EN EL DESARROLLO PRACTICO

ANEXO 1.-

OBSERVACION MACROSCOPICA DE CEPAS ELIMINADAS.
DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS DE CRECIMIENTO:
DETERMINACION DE LAS CONDICIONES OPTIMAS.- SALINIDAD:

Fig. N°39. Fotografia de las todas las cepas aisladas, a pH 9, cara frontal e inversa
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ANEXO 2.-

EVALUACION DE LA SALINIDAD DEL SUELO EN BASE A LA
CONDUCTIVIDAD

Tabla N°28. Ajuste de la conductividad en funcion de la solucion de KCI

Tabla 4.2 Ajuste de conductividad en funcién de la solucion de KCI.
Sol. estandar de KC1 Conductividad eléctrica a 25°C
01N 12.9 dS/m
0.01 N 1412 dS/m
ANEXO N° 3.-

ESTANDARIZACION DE LA SOLUCION DE NITRATO DE PLATA 0,1 N CON
CLORURO DE SODIO 0,1 N

- PARA 0,1 N Nitrato de Plata

PESO (Q) 16.994
Volumen (ml) 1000

- SOLUCION DE CINa 0,1N
Peso () 0.585
Volumen (ml) 100

Enrazar 50 (ml) cromato de potasio

5.00% meq 0.05835
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., Volumen (ml) :
solucién 1 10 AgNO3 de la | 48 Normalidad | 0.100257
(ml) titulacién del CINa 07
Para el
Soluciones calculo de la
de CINa solucidn 2 10 | Normalidad \fl”men (mi) Normalidad | 0.100257
gNO3dela | 45
(ml) de NaCl titulacion del CINa 07
L Volumen (ml) :
solucion 3 10 AgNO3 dela | 46 Normalidad | 0.100257
(mb) titulacion del CINa 07
Normalidad del AgNO; (1) | 0.10443445
Normalidad del AgNO; (2)| 0.11139674
Normalidad del AgNO; (3)| 0.10897508
Promedio 0.10826876
- MEDIDA DE % DE CLORUROS- METODO DE MOHR
- 5.85x (gasto)x N]
DRI Masa (g)
Gasto de Normalidad
0
Peso () AgNO; AgNO; YoNaCL
Muestra 1 3.1 0.6 0.108268756 0.12258817
Muestra 2 3.01 0.4 0.108268756 0.08416907
Muestra 3 3.05 0.6 0.108268756 0.12459781
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ANEXO 4.-
PREPARACION DE SOLUCIONES

o Preparacion de solucion de cadmio:

Se peso 2.744 g de nitrato de cadmio en la balanza electrénica. En una fiola se diluyo a un
volumen de 1000 ml para obtener una concentracion de 1000 mg /. Se almacend en

condiciones adecuadas.

o Preparacion de solucion de cobre:

Se pesd 3.929 g de sulfato de cobre pentahidratado en una fiola y se enrasé a un volumen
de 1000 ml para obtener una concentracion conocida de 1000 mg/l de cobre. se etiqueto y
almaceno en condiciones adecuadas.

ANEXO 5.-
INMOVILIZACION BACTERIANA

Fig. N°40. Formacion de perlas de alginato en CaCl,

S i

Lo m L-;\‘}b

-Il-

wh

Fig. N°41. Cultivo de consorcios con contaminante en agitacion
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Fig. N°42. Consorcio en medio liquido de cultivo con contaminante Cd (11) 10 ppm.

Fig. N°43. Consorcio en medio liquido de cultivo con contaminante Cu (11) 10 ppm.
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ANEXO 6.-

RESUMEN ESTADISTICO TEST T Student
Para Cu (Cy 10ppm) y Cd (Cy 10ppm):

Contrastes t de comparacion de medias:
Hipdtesis nula: medial = media2

Hipdtesis alt.: medial <> media2

Suponiendo varianzas iguales: t = 0.378466 P-Valor =0.711695

De particular interés esta el intervalo de confianza para la diferencia entre las
medias, el cual se extiende desde -39.3402 hasta 55.8802.

Dado que el intervalo contiene el valor 0.0, no existe diferencia estadisticamente
significativa entre las medias de las dos muestras para un nivel de confianza del
95.0%.

El test T, se ha realizado para determinar si la diferencia entre las dos medias es

igual a 0.0 frente a la hipotesis alternativa en la que la diferencia no es igual 0.0.

Puesto que el p-valor calculado no es inferior a 0.05, no podemos rechazar la

hipétesis nula.

NOTA: Estos resultados asumen la igualdad de varianzas en las dos muestras. En
este caso, esa asuncion parece ser razonable teniendo en cuenta los resultados del F-
test para comparar las desviaciones tipicas. Puede ver los resultados de este test
ubicando la tabla Comparacion de Desviaciones Tipicas en el Anexo 6
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Resumen Estadistico:
Tabla N°29. Para Cu (Co 10 ppm y Cd Co 10ppm)

Datos Tratamiento A Tratamiento B
Desviacion Tipica 40.7583 41.0017
Varianza 1661.24 1681.14
GL 6 6
Muestra 1 Muestra 2
Frecuencia 7 7
Media 59.0986 59.8286
Varianza 1661.24 1681.14
Desviacion Tipica 40.7583 41.0017
Minimo 0.0 0.0
Maximo 97.08 99.0
Rango 97.08 99.0
Asimetria Tipica 0.51318 -0.0886507
Curtosis Tipificada -0.863312 -1.14401

Para Cu (Cp 100 ppm) y Cd (Cy 100 ppm):

ESTADISTICAMENTE SIGNIFICATIVA ENTRE LAS DOS MUESTRAS.
Contrastes t de comparacion de medias:
Hipdtesis nula: medial = media2

Hipotesis alt.: medial <> media2
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De particular interés esta el intervalo de confianza para la diferencia entre las
medias, el cual se extiende desde 5.12907 hasta 47.0224. Dado que el intervalo no
contiene el valor 0.0, existe diferencia estadisticamente significativa entre las

medias de las dos muestras para un nivel de confianza del 95.0%.

En este caso, el test T se ha realizado para determinar si la diferencia entre las dos
medias es igual a 0.0 frente a la hip6tesis alternativa en la que la diferencia no es
igual 0.0. Puesto que el p-valor calculado es inferior a 0.05, podemos rechazar la

hipétesis nula en favor de la alternativa.

NOTA: Estos resultados asumen la igualdad de varianzas en las dos muestras. En
este caso, esa asuncion es cuestionable puesto que los resultados de un F-tests para
comparar las desviaciones tipicas sugieren que puede haber diferencia significativa

entre ellas.

Tratamiento A

frecuencia
W N B O Fr N W

10 10 30 50 70 90 110
Tratamiento B

Fig. N°44. Graficos de Frecuencia para Cu (1) y Cd (1) 10 ppm de Concentracién inicial

En la Fig. N° 47, se observan los graficos de Cajas y Bigotes, y son utilizados para
representar la dispersién de las muestras, en la imagen se observa que para todos los
tratamientos hay un valor muy similar de promedio que esta representado por un
asterisco rojo, dentro de las cajas, al menos para los tres primeros tratamientos, lo
valores en caso de Cd (Co, 100 ppm), no muestran gran dispersion, y su

representacion es angosta, no hay variabilidad en este caso.
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REPOSITORIO DE

Grafico de Cajas y Bigotes

Tratamiento A

Tratamiento B

Fig. N°45. Gréafico de Cajas y Bigotes para Cu (11) y Cd (1) 10 ppm de Concentracion

inicial.

RESUMEN ESTADISTICO
Para Cu (Cp 100 ppm) y Cd (Cp 100 ppm):

Tabla N°30. Para Cu (Co 10 ppm y Cd Co 10ppm)

Muestra 1 Muestra 2
Frecuencia 1 7
Media 32.4471 6.37143
Varianza 612.872 34.099
Desviacion Tipica 24.7563 5.83944
Minimo 0.0 0.0
Méaximo 62.7 16.1
Rango 62.7 16.1
Asimetria Tipica -0.203449 0.701171
Curtosis Tipificada -0.899125 -0.33827
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Resumen del Procedimiento:
Resumen Estadistico de Cu (I1) y Cd (I1)

Condiciones de Code 100 ppm

TRATAMIENTO C TRATAMIENTO D

Se toma en consideracion el % de | Se toma en consideracién el % de
PORCENTAUJE | disminucion desde 100 ppm de | disminucion desde 100 ppm de

Cu (1) de Concentracion inicial Cd (1) de Concentracion inicial

VALORES 0.0 hasta 62.7 0.0 hasta 16.1

En la Fig. N°44, se presenta un grafico de frecuencia se muestran que los valores
para Cd (11) y Cu (I1) de 10 ppm de concentracion inicial, tienen resultados distintos

y con gran diferencia a simple vista.

Tratamiento C

frecuencia
» D N o N D (o))

-4 16 36 56 76
Tratamiento D

Fig. N°46. Gréaficos de Frecuencia para Cu (I1) y Cd (11) 100 ppm de Concentracion inicial
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Grafico de Cajas y Bigotes

Tratamiento C

Tratamiento D

Fig. N°47. Gréafico de Cajas y Bigotes para Cu (I1) y Cd (11) 100 ppm de Concentracion
inicial
En la Fig. N°45, se explica en el detalle de comparacion de medias, el punto rojo que se
observa en las cajas, es el promedio.

ANEXO N° 7.- RESUMEN ESTADISTICO ANOVA:

Gréfico de Cajas y Bigotes

Tratamiento

ppm de Metal

Fig. N°48. Gréafico de Cajas y Bigotes para los 4 tratamientos Cu (11) 10 y 100 ppm Cd (II)
10 y 100 ppm
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