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RESUMEN

La investigacion tiene como objetivo evaluar la eficacia de consorcios bacterianos y fungicos
nativos para biolixiviar los metales pesados especificamente el Bario, Vanadio y el Cobre

presentes en la muestras de sedimentos de la Laguna de Colta del Cantén Colta.

Se realizd la caracterizacion fisico-quimica y microbioldgica del sedimento, aislamiento y
purificacion de las cepas bacterianas y fungicas mediante técnicas de siembras sucesivas.

Se efectu6 la caracterizacién macroscdpica y microscopica de las cepas, se procedio a realizar
diferentes pruebas de seleccidn: antagonismo e identificacién en bacterias y hongos, para su
posterior masificacion e inoculacion en el sedimento, el proceso se ejecut6 para la obtencion de
los consorcios fangicos nativos de los sedimentos provenientes de la Laguna de Colta.
Utilizando equipos como: Camara de flujo laminar horizontal, autoclave, incubadora, plasma
acoplado inductivamente (ICP), estufa, entre los principales.

Al finalizar las pruebas de seleccién se obtuvo 10 cepas de hongos formando el consorcio
fangico, pertenecientes a los siguientes géneros: Aspergillus, Aphanoascus, Penicillium,
Asteromyces, Gliocladium y Lacellinopsis, y un consorcio bacteriano conformado por 9 cepas
de los siguientes géneros Escherichia coli-inactive, Xenorhabdus nematophilys, Providencia

stuartii, Shigella Serogroups A, B y C, Xanthomonas maltophilia, Morganella morganii biogp 1.

En funcion de las pruebas de biolixiviacion de metales pesados realizadas en los sedimentos
procedentes de la Laguna de Colta se obtuvieron concentraciones de metales en el lixiviado del
tratamiento con bacterias que presentan valores de 3,501 ppm en Bario, 0,0612 ppm en Vanadio
y 0,0236 ppm para Cobre, de igual manera las concentraciones en el lixiviado del tratamiento
con hongos presenta valores de 1,522 ppm para Bario, 0,0989 ppm en Vanadio y 0,0385 ppm en
Cobre, en base a los datos podemos decir que las bacterias y hongos nativos no tienen capacidad
de biolixiviar los metales pesados presentes en el sedimento de la Laguna de Colta. Se
recomienda hacer mayores estudios orientados a la reduccién de metales pesados la obtencion
de consorcios fungicos y bacterianos nativos con el objeto de mitigar los impactos ambientales

generados al ser estos depositados en los sedimentos lacustres.

Palabras clave:<BIOLIXIVIACION><METAL PESADO BARIO><METAL PESADO
VANADIO><<METAL PESADO COBRE><SEDIMENTO LACUSTRE><CONSORCIO
BACTERIANO><CONSORCIO FUNGICO><LAGUNA DE COLTA><CANTON COLTA>



SUMMARY

This research aims to evaluate the effectiveness of native bacterial, and fungus consortium to
bioleach heavy metals, specifically Barium, Vanadium and Copper, present in the sample

sediment of Colta Lake from Colta Canton.

It was conducted a physicochemical and microbiological characterization of sediment, isolation
and purification of bacterial and fungal strains by successive inoculation techniques. It was
conducted a microscopic and macroscopic characterization of the strain, it was conducted a
procedure enclosing several selection test such as: antagonism and identification of bacteria and
fungi, for its subsequent mass and inoculation in the sediment, the process was carried out to
obtain the native fungal consortium of the sediment coming from Colta Lake by using
equipment such as: horizontal laminar flow chamber, autoclave, incubator, inductively coupled

plasma (ICP), stove, among the principal ones.

After conducting the selection test, 10 strains of fungi forming the fungal consortium belonging
to the following taxonomic groups: Aspergillus, Aphanoascus, Penicillium, Asteromyces,
Gliocladium and Lacellinopsis, were collected, and a bacterial consortium of nine strains of the
following groups: Escherichia coli-inactive, Xenorhabdus nematophilys, Providencia stuartii,

Shigella Serogroups A,B and C, Xanthomonas maltophilia, Morganella morganii biogp 1.

According to the bioleaching tests of heavy metals carried out in sediments coming from Colta
Lake, metal concentrations were obtained in the leachate of the treatment with bacteria showing
values of 3,501 ppm Barium, Vanadium 0,0612 ppm and 0,0236 ppm to Copper likewise
concentrations in leachate treatment with fungi has values of 1.522 ppm for Barium, Vanadium
0,0989 ppm and 0,0385 ppm Copper, based on the data it can be said that native bacteria and
fungi are not capable of bioleach heavy metals in the sediment of Colta Lake . It is
recommended to undertake further studies aimed to reduce the heavy metals in obtaining native
fungal and bacterial consortium in order to mitigate adverse environmental impacts once these

heavy metals are deposited in lake sediments.

Keywords: <BIOLEACHING> <BARIUM HEAVY METAL> <VANADIUM HEAVY
METAL> <COPPER HEAVY METAL> <LAKE SEDIMENT> <BACTERIAL
CONSORTIUM> <FUNGI CONSORTIUM> <COLTA LAKE> <COLTA CANTON>



INTRODUCCION

En la actualidad diversas actividades antrépicas e industriales han desencadenado diversos
escenarios de contaminacion que han deteriorado los ecosistemas, en lo que concierte a medios
lacustres son sistemas con mayor vulnerabilidad ya que soportan una alta intensidad de uso del

medio, afectando directamente en su proceso de depuracion natural.

La Laguna de Colta, uno de los centros turisticos méas representativos de la Provincia de
Chimborazo por su trascendencia histérica y cultural, se ha convertido en un medio vulnerable
a la contaminacidn, ya que la actividad de dragado de sus sedimentos no contd con orientacion y
criterios especializados de anélisis, provocando un impacto ambiental de considerables

repercusiones en ambitos relacionados con la biodiversidad.

La proliferacion de totora, eutrofizacion y obstruccion de escorrentias han constituido una
amenaza en la conservacién de este recurso, incidiendo en el proceso de sedimentacion y la
acumulacion de sustancias toxicas en el mismo. En tal virtud, la alteracién de su belleza
paisajistica se ha alterado, hoy peligrosamente el nivel del agua esta descendiendo, y es evidente

el deterioro del habitat de los ulteriores de la laguna.

La biolixiviacion se convierte en una de las técnicas mas limpias para reducir la contaminacion,
mediante el aprovechamiento de microorganismos y su capacidad de transformar o movilizar
metales. Por lo que, la presente investigacion se fundamenta en la capacidad de la flora
microbiana aut6ctona y su interaccion con sustancias contaminantes, a fin de reducir el impacto

de los mismos a nivel ambiental y social.



JUSTIFICACION

La eutrofizacion en los recursos lenticos, incide directamente en el deterioro continuo de su
ecosistema acuatico; como consecuencia de diversas actividades naturales y antropicas el
exceso de nutrientes ocasiona el aumento de especies vegetales y animales, que al no
descomponerse en su totalidad se depositan en los sedimentos de laguna, reflejando la mala

calidad de los mismos; he aqui la situacién que permite el desarrollo de la investigacion.

La importancia de esta investigacion se ve reflejada en la recuperacion de los sedimentos de la
laguna, mediante la aplicacion de técnicas innovadoras e inocuas para el medio ambiente que en
nuestro pais ain no estdn siendo aplicadas, y que facilita la depuracion natural de los
sedimentos con bacterias y hongos nativos, sin alterar las caracteristicas de la laguna y de los

sedimentos.

En tal virtud se ha apostado por el uso de tecnologias que no constituyan una amenaza para los
ecosistemas y las personas, ya que las técnicas de biorremediacién representan en la actualidad
técnicas limpias y eficaces para el proceso de descontaminacion, basadas en el
aprovechamiento de la actividad simbidtica de diversas especies bacterianas y fungicas en la

degradacion de metales pesados hasta formas menos toxicas.

El presente estudio, cuenta con el aval y financiamiento del Centro de Soluciones Técnicas y
Transferencia Tecnolégica Ambiental (CESTTA) de Riobamba, misma que impulsa el
desarrollo de proyectos que contribuyan a la restauracion de recursos acudticos y aportar
técnicamente en la investigacion titulada “EFICACIA DE LOS CONSORCIOS
BACTERIANOS Y FUNGICOS NATIVOS EN LA REMOCION DE METALES PESADOS
POR BIOLIXIVIACION DE LOS SEDIMENTOS DE LA LAGUNA DE COLTA DEL
CANTON COLTA".

El desarrollo de la investigacion contribuird a que la poblacion del Canton Colta, de manera
especial turistas nacionales y extranjeros, disfruten de un ambiente sano, asi como también,
mantener en equilibrio la flora y fauna del ecosistema acuéatico, a mas de ser un aporte para
alcanzar el desarrollo sostenible local y regional, mejorando asi la calidad ambiental de la

comunidad.



OBJETIVOS

GENERAL

— Evaluar la eficacia de la remocion de metales pesados por biolixiviacién de los
sedimentos de la laguna de Colta del Canton Colta con el uso de consorcios bacterianos

y fangicos nativos

ESPECIFICOS

— Determinar la concentracién de metales pesados del sedimento de la laguna.

— Identificar las cepas fangicas nativas para biolixiviar los metales pesados.

— Aplicar el método de pilas para biolixiviar los metales pesados.

— Determinar los parametros de eficiencia del proceso de biolixiviacion de los metales

pesados.



CAPITULO I

1. MARCO TEORICO

1.1.Biorremediacion

El término biorremediacion, hace referencia a los tratamientos en los que se usa
microorganismos (bacterias, hongos, levaduras y algas) para restaurar, limpiar el suelo, agua
superficial o subterranea y aire que presentan alteracion por contaminantes xenobioticos, ya sea

eliminandolos, atenuandolos o transformandolos compuestos menos contaminantes.
La transformacién de dichos contaminantes puede ser:

— Parcial gue es la obtencién de un compuesto menos tdxico

— Total en condiciones aerobias ( CO, + H20) o condiciones anaerobias ( CH4 + H.0)

Segun el contaminante que presente el entorno, los microorganismos presentes pueden
modificar su movilidad en el medio, cambiando sus caracteristicas fisico-quimicas (BARRIOS,
2011)

1.1.1. Mecanismos biolégicos aplicables a la biorremediacion de sedimentos

Los procesos bioldgicos para remediacion de sedimentos principalmente se enfocan en la
degradacién de compuestos organicos, pero también es posible aplicarlos en contaminantes
inorganicos. La remediacidén de entornos contaminados con metales pesados con ayuda de
microorganismos, se lleva a cabo a través de cambios en el estado redox de los mismos,
favoreciendo procesos que modifican la solubilidad, movilidad y/o toxicidad de los

contaminantes lo que hace posible la remediacion (VOLKE, et al., 2005).
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llustracion. 1-1: Interacciones entre metales y microorganismos
Fuente: VOLKE, Tania., et al., 2005

1.1.1.1. Separacion o inmovilizacion

Basada en mecanismos de biosorcion, variaciones en el estado de 6xido reduccién, asi como en

volatilizacion y/o precipitacion, acumulacion de contaminantes por medio de fitorremediacion.

1.1.1.2. Disolucion o movilizacion

Abarca procesos de biolixiviacion tanto de metales como de metaloides, asi como cambios en el

estado de oxido reduccidn, facilitando la disolucion o volatilizacién de los contaminantes.

En base a lo mencionado, la remediacion de contaminantes organicos puede darse con éxito

conforme los siguientes principios:

— Precipitacion del contaminante (inmovilizacion)
— Reduccion de la concentracion del metal de su matriz

— Separacion del metal de ambientes sensibles (VOLKE, et al., 2005).

1.2.Biolixiviacion

La biolixiviacién (movilizacién microbiana de metales) se fundamenta en el potencial que
tienen los microorganismos para solubilizar metales que se encuentran en matrices insolubles,
convirtiéndolas en formas méas solubles que permiten su extraccion y posterior recuperacion de
manera mas fécil que con la aplicacion de métodos convencionales. La capacidad de los
microrganismos se fundamente principalmente en la formacion de &cidos organicos e
inorganicos (MIDENCE, GARCIA, 2013).



1.2.1. Mecanismo de Biolixiviacién microbiana

Habitualmente, los microorganismos implicados en la movilidad de metales los realizan a través
de su oxidacion, reduccion, acumulacién y sus metabolitos durante el proceso de biolixiviacion.
Ciertos microrganismos poseen mecanismos especificos de biolixiviacién, entre los que se
encuentran  Aspergillus niger, Penicillium simplicissimum, Penicillium purpurogenum
(produccion de metabolitos de bajo peso molecular), de Rhodotorula rubra, Aspergillus
thiooxidans y Aspergillus ferrooxidans (MIDENCE, GARCIA, 2013).

1.2.1.1. Lixiviacion heterotrofica (quimio organotrofica).

Se fundamente en la capacidad de los microorganismos de acidificar su ambiente (flujo de
protones via membrana plasma H+-ATPases) con el fin de mantener el balance de carga y

acumular dioxido de carbono.
Durante la acidificacion ocurre la liberacion de los metales, esta puede darse por varias rutas:

— Comepeticidn entre protones y el metal

— Competicion entre protones y un no metal.

También se puede lograr una lixiviacion como resultado del flujo de &cidos organicos que tienen
la capacidad de proveer ambos protones y aniones (citrato y oxalato) para la formacion de
complejos estables con la mayoria de metales (MIDENCE, GARCIA, 2013).

1.2.1.2. Lixiviacion Autotréfica (quimi olitotréfica)

Esta es llevada a cabo en su mayoria por bacterias sulfuro — oxidante y bacterias acidofilicas
que tienen la capacidad de fijar el di6xido de carbono obteniendo energia de la oxidacion del
FeO o de compuestos de azufre reducido (MIDENCE, GARCIA, 2013).



1.2.2. Diversidad de microorganismos en un sistema de biolixiviacion

En todos los ambientes naturales, es posible encontrar una gran variedad de microorganismos
como bacterias, arqueobacterias, hongos, la presencia de estos se encuentra influenciada por dos
factores principales la temperatura a la estan expuestos y la cantidad de nutrientes que disponen.
En los ambientes naturales asociados a la mineria, es posible encontrar una variedad de
microorganismos como bacterias y arqueas, pero en su mayoria bacterias, cuya poblacion se
encuentra fuertemente influenciada por la temperatura a la que estan expuestas asi como por los

nutrientes presentes.

Cada especie de microrganismo presenta diferentes requerimientos nutricionales y energéticos,
es por ello que la formacion de consorcios podria resultar mas beneficiosa que la utilizacion de
una especie pura, para la biolixiviacion de un mineral. Asi por ejemplo ciertos compuestos que
no son oxidados por una especie de microorganismo, pueden ser oxidados por la otra (JUAREZ,
2004).

1.2.3. Factores que influyen en la biolixiviacién

En general, se puede mencionar diversos pardmetros que pueden controlarse y medirse, que

influyen en los diversos procesos de biolixiviacion:

Cantidad de sustrato disponible

— Temperatura éptima de crecimiento para los microorganismos

— pH condicionante para los microorganismos.

— Familia'y género de microorganismos.

— Condiciones quimicas-fisicas del medio o muestra (MIDENCE, GARCIA, 2013)

1.3. Microorganismos de lixiviacion

1.3.1. Bacterias

1.3.1.1. Generalidades

Las bacterias son organismos unicelulares, de formas y tamafios variables. Generalmente miden

entre 2y 8 umde largoy 0,2 y 2 um de diametro.



Presentan formas variadas, esféricos también conocidos como cocos, bastoniformes
denominados también bacilos y bacterias espirilares. La pared celular de la bacterias es una
estructura compleja y la responsable de la configuracién de la célula, el proceso de Tincién
Gram que nos permite clasificar a las bacterias en Gram positivas y Gram negativas se basa en
la diferencia estructural de las paredes celulares de estas y el cédmo reaccionan ante diferentes

reactivos como el violeta de genciana o cloruro de metilrosanilina (TORTORA, 2007).

1.3.1.2. Bacterias con capacidad de Biolixiviacion

A escala industrial, se han obtenido buenos resultados en lo referente a la recuperacion de cobre
proveniente de minerales naturales este se da por la oxidacion de las menas de Cu,S a CuSOs
por la accion de las bacterias Acidithiobacillus ferrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidans,

entre otras especies.

Las bacterias pertenecientes al género Acidithiobacillus son considerados los microrganismos
mas importantes que pueden ser aplicados para la solubilizacion de metales, estos son bacilos
gramnegativos aerobios, que no presentan esporulacion, otra caracteristica importante es que
son microorganismos quimioautétrofos es decir que no requieren de una fuente organica de

carbono, ya que pueden tomar el carbono del CO:s.

Acidithiobacillus ferrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidans, estos obtienen la energia
necesaria para su metabolismo a partir de la catélisis de la oxidacién aer6bica de compuestos
reducidos de azufre como tiosulfato, azufre elemental y sulfuros, y obteniendo como producto
final el H,SO, (YAGNENTKOVSKY, 2011).

1.3.2. Hongos

1.3.2.1. Generalidades de los Hongos

Los hongos son organismos unicelulares y pluricelulares, que poseen estructuras hifales y
obtienen sus nutrientes por medio de absorcién, este tipo de nutricion es conocida como
nutricion heterotrofica y puede darse de diversas formas como saprofita, simbiética o parésita.
Esta definicion abarca a los organismos heterogéneos estudiados convencionalmente por
micologistas (ESPINOSA, LUDENA, 2007).



1.3.2.2. Clasificacién

El reino fungi generalmente se clasifica en cinco Filos: Zigomycota (cigomicetes); Ascomycota
(ascomicetes);  Basidiomycota  (basidiomicetes);  Chytridiomycota  (chitridiomicetes);
Deuteromycota (deuteromicetes), los criterios usados para la identificary distinguir estos cinco
filos incluyen desde patrones de reproduccién, hasta caracteristicas basicas de la estructura.
(ESPINOSA, LUDENA, 2007).

1.3.2.3. Importancia

Dentro de los principales usos que se le da a los hongos es la obtencién de productos
bioquimicos como &cidos organicos (citrico, fumarico, lactico e itacénico) y giberilinas, la
obtencion de nuevos agentes farmacoldgicos como, antitumorales o inmuno-moduladores
(ciclosporina), son productos obtenidos a partir de hongos que han adquirido gran importancia
en el mercado. Las levaduras y los hongos filamentosos tienen la capacidad de modificar o
transformar compuestos usados en medicina, un ejemplo de estos es la cortisona. En la
actualidad se est& potenciando el uso de hongos para el desarrollo de la biotecnologia agricola,
medioambiental, e incluso industrial con el mejoramiento en los procesos de fermentacion.
(ESPINOSA, LUDENA, 2007).

1.3.2.4. Hongos con capacidad de biolixiviacion

Durante la biolixiviacién, los microorganismos son los responsables de la movilidad de los
metales por medio de su oxidacion, reduccion, acumulacion y la produccion de metabolitos.
Varios estudios detallan los mecanismos de biolixiviacion segun el tipo u especie de
microorganismo. Por ejemplo, el mecanismo de biolixiviacion de Aspergillus niger, Penicillium
simplicissimun, Penicillium purpurogenum esta relacionada con la produccion de metabolitos de
bajo peso molecular, principalmente de &cidos orgéanicos como el &cido gluconico
(CeH1207) &cido piravico (C3H40s3), acido citrico (Ce¢HsOy), acido oxalico (H,C,0,), &cido
malico (C4HsOs)y acido succinico (CsHsOs),mecanismo muy diferente al que presenta,
Aspergillus thiooxidans y Aspergillus ferrooxidans (ESPINOSA, LUDENA, 2007).

1.4.Crecimiento microbiano

El término crecimiento microbiano hace referencia al nimero de células presentes, mas no al

tamafio que poseen las mismas.



Los microorganismos que se encuentran en la etapa de “crecimiento” aumentan en cantidad, a lo
largo del “desarrollo” de los microorganismos también aumenta el tamafio de cada célula

microbiana, pero este cambio no es muy perceptivo comparado con el crecimiento en animales
y plantas (TORTORA, 2007).

1.4.1. Requerimiento para el crecimiento microbiano

Podemos dividir a los requerimientos microbianos en los grupos principales: fisicos y quimicos.
Dentro de los requerimientos fisicos tenemos el pH, la temperatura, la presion osmética, la
humedad; en cambio los requerimientos quimicos se refieren a la presencia de nutrientes, la

cantidad de carbono, nitrégeno, azufre, fésforo, oligoelementos y oxigeno entre los principales.
(TORTORA, 2007).

1.4.1.1. Requerimientos fisicos

Temperatura

En base a los limites de temperatura en que se desarrolla cada microorganismo se los clasifica
en tres grupos:

— Sicrofilos.- microorganismos que presentan afinidad al frio
— Mesofilos.- microorganismos que se desarrollan a temperaturas moderadas.

— Termodfilos.- microorganismos que son afines a temperaturas altas (TORTORA, 2007).
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llustracion. 2-1: Tipos de microorganismos segun su temperatura
Fuente: TORTORA, Gerad., 2007
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pH

La mayoria de bacterias se desarrolla mejor en un rango de pH cercano a la neutralidad con
valores entre 6,5 y 7,5, pero no quiere decir que por debajo o encima de estos rangos no exista
desarrollo de microorganismos.

Los hongos filamentosos y las levaduras presentan rangos mas amplios de pH que las bacterias,
por lo general esta entre 5 a 6, pero al igual que las bacterias si existe presencia de hongos fuera de
estos rangos (TORTORA,2007).

Presion Osmotica

Gran parte de los nutrientes que obtienes los microorganismos se encuentran disueltos en el agua
circundante, los microorganismos como el resto de seres vivos necesita agua para crecer y estos
estan presentan un contenido de agua entre el 80-90%.

Si hay una elevada presion osmética la célula elimina el agua, es por ello la importancia de
mantener este controlado. En general los efectos de la presion osmdtica se relacionan con el

ndmero de iones disueltos en un determinado volumen de solucion (TORTORA, 2007).

Humedad

Es imprescindible para un buen desarrollo de las células vegetativas microbianas en los cultivos.
Hay que prever el mantenimiento de estas condiciones minimas en las estufas de cultivo a 35-
37°C proporcionando una fuente adecuada de agua que mantenga la humedad necesaria para el

crecimiento de los cultivos y evitar asi que se deseque el medio (TORTORA, 2007).

1.4.1.2. Requerimiento quimicos

Carbono

Este elemento constituye la estructura basica por la que estd compuesta la materia viva, y es
necesario para la formacion de los compuestos organicos que constituyen una célula viva. Los
organismos quimioautdtrofos y fotoautdtrofos obtienes su fuente de carbono del CO,, mientras

que los quimiheterétrofos la obtienen de materiales organicos como hidratos de carbono, proteinas
y lipidos (TORTORA, 2007).
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Nitrégeno, azufre y fésforo

Estos elementos son necesarios para los microorganismos ya que ayudan en el proceso de sintesis
celular. Los microorganismos utilizan el nitrégeno para la formacion del grupo amino de los
aminoacidos de las proteinas, a pesar que ciertas bacterias tienen la capacidad e cubrir estos
requerimientos a través de la descomposicion la materia orgénica en la que exista proteinas para

poder reincorporar aminoacidos en proteinas. (TORTORA, 2007).

Oligoelementos

Los oligoelementos son elementos minerales como el Fe, Cu, Zn, Mo que los microorganismos
requieren en pequefias cantidades para poder realizar ciertas funciones enzimaticas, y las pueden
obtener de manera natural en el agua, o en los medios de cultivo que se utilizan para su
crecimiento (TORTORA, 2007).

Oxigeno

Los efectos del oxigeno sobre el crecimiento de diversos tipos de bacterias se explican en la

siguiente Tabla:

Tabla. 1-1: Efectos del oxigeno sobre el crecimiento de diversos tipos de bacterias

) ) ) Anaerobios
Aerobios Aerobios Anaerobios ) )
] ) ) aero Microaerofilos
estrictos facultativos estrictos
tolerantes
Crecen Sélo crecen los
. Solo crecen ] Sélo crecen los
aerobios y . anaerobios .
Efectos del Sélo crecen los ) anaerobios; el aerobios;
i ) anaerobios, el o pero el )
oxigenos aerobios; o crecimiento o requieren
) crecimiento es crecimiento i
sobre el requieren cesa en . oxigeno en
o ] mayor en ] continda en ]
crecimiento oxigeno ) presencia de ) bajas
presencia de . presencia de .
i oxigeno i concentraciones.
oxigeno oxigeno

Continuara. ..
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oxigeno.

Realizado por: CACERES, A. 2015
Fuente: TORTORA, Gerad., 2007

1.4.2.

Ciclo de crecimiento microbiano.

El clico de crecimiento microbiana consta de cuatro fases bien delimitadas, el tiempo de cada

fase varia segun el tipo de microorganismo, la familia a la que pertenece, entre otras

caracteristicas.
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— Fase de Latencia.- periodo de transicion para los microorganismos cuando son
transferidos a una nueva condicion, no hay incremento en el nimero de células, pero si
gran actividad en el metabolismo.

— Fase de Crecimiento Exponencial.-Crecimiento del microorganismo ocurre de forma
exponencial,

— Fase Estacionaria.- ocurren las limitaciones del crecimiento, ya sea por agotamiento de
algun nutriente esencial o por accion de algun toxico.

— Fase de Muerte.- se produce una disminucién del namero de células viables.
(TORTORA, 2007).

FASES DE CRECIMIENTO

Latencia Exponencial Estacionaria Muerte

cor

Y- -0

WO —Te —-<

Tiempo

lHustracioén. 3-1: Fases de crecimiento microbiano
Fuente: TORTORA, Gerad., 2007.

1.5.Sedimentos

1.5.1. Origeny composicion de los sedimentos lacustres

Existen dos fuentes principales que dan origen a los sedimentos lacustres, una de estas es el
material arrastrado a la laguna o lago desde el &rea de drenaje del mismo, y la segunda son los
sedimentos que se forman en la misma laguna por procesos fisico-quimicos y bioldgicos. Por
estas condiciones, los sistemas lacustres son considerados uno de los medios sedimentarios con

la mayor variabilidad composicional.

-14 -



Esta variabilidad composicional abarca diversos tipos de sedimentos, como los sedimentos
detriticos, sedimentos bioconstruidos o bioproducidos, que contienen variedad de precipitados
quimicos provenientes del agua, de la acumulacion de material orgénico arrastrado hasta la

laguna o producido por la misma (ARCHE, 2010)

1.6. Metales pesados

Los metales pesados provenientes de desechos domeésticos, industriales o agricolas constituyen
una importante fuente antropogénica de contaminacion, estos metales son peligrosos para el
hombre, la biota y microbiota marina y para el ambiente en general. Bajo este escenario, los
sedimentos, constituyen uno de los principales reservorios de estos elementos, y actian como
focos secundarios de contaminacion en el sistema acuaticos. Los sedimentos superficiales
cercanos a zonas costeras y con presencia de asentamientos humanos presentan concentraciones
relativamente elevadas de metales. La concentracion de estos metales se relaciona con el
tamafio de particulas, la cantidad de materia organica, lo que provoca una alteracion en el
equilibrio biogeoquimico y ecoldgico del ecosistema. Por tal motivo, la determinacion en los
sedimentos, y en la biota marina de metales pesados, constituye un indicador de la fuente de
contaminacion y los impactos que estos pueden causar en el medio (CASTRO, VALDES,
2012).

1.6.1. Interacciones microorganismos- metales

Los microorganismos en el ambiente estan expuestos e interactlian con la presencia de varios
tipos de metales y metaloides, esto lo realizan a través del desarrollo de mecanismos de defensa
(en beneficio o perjuicio). En la naturaleza, estos elementos estan presentes como cationes,
oxianiones, sales, Oxidos o precipitados amorfos (insoluble). La interaccién de los
microorganismos con los metales depende de su organizacion celular (procariota o eucariota),
ambos utilizan especies de metales para funciones estructurales y/o cataliticas, poseen la
capacidad de unirse a iones metalicos presentes en el exterior de la superficie celular o
transportarlos al interior de la célula (funciones intracelulares). Por ejemplo, el Ca 'y Mg tiene
funciones cataliticas, el V, Cr, Mn, Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Mo y Se en concentraciones bajas
pueden participar en funciones cataliticas. Ciertos organismos procariotas presentan una serie de
mecanismos para la modificacion de metales (Cr, Mn, Fe, Co, Cu, As 'y Se) que funcionan como

aceptores o0 donadores de electrones. Podemos identificar dos tipos de interacciones
microorganismo-metal (VOLKE, et al., 2005):
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1.6.1.1. Interacciones metabdlicas enzimaticas.

— Captacién de metales traza para su incorporacién a metalo-enzimas o su utilizacion en
la activacion de enzimas.

— Utilizacién de metales 0 metaloides como donadores o aceptores de electrones en el
metabolismo energético.

— Detoxificacion enzimatica de especies metalicas tdxicas.

— Biocorrosién enzimatica anaerobia.

1.6.1.2. Interacciones metabdlicas no enzimaticas

— Capacidad de microorganismos eucariotas o procariotas (vivos o muertos) de acumular
metales.

— Algunos hongos y bacterias pueden promover la lixiviacion selectiva o no selectiva
(biolixiviacion) de constituyentes metédlicos de minerales con otros productos
metabolicos.

— Precipitacion de iones de metales tdxicos, por segregacion de productos metabdlicos

inorganicos (sulfuros, carbonatos, fosfatos) de los microorganismos (VOLKE, et al.,
2005)

1.6.2. Transformaciones para tratamiento de metales

En cualquier ecosistema o entorno la presencia de metales pesados constituye una problematica
principalmente por su toxicidad y persistencia, factores que no dependen solo de la
concentracion del metal, si no, del grado de biodisponibilidad de este. A diferencia de los
compuestos organicos contaminantes, los metales pesados no pueden ser degradados, pero hay
alternativas que nos permiten reducir su biodisponibilidad y/o toxicidad, al realizar una serie de
trasformaciones (YAGNENTKOVSKY, 2011).

1.6.2.1. Cambio en el estado de oxidacion.
Ciertos metales como el Tc (VII), U (VI), Cr (VI), Mo (VI), As (V), Se (IV), que presentan un
estado de oxidacién alto, son mas solubles, reactivos, moviles y tdxicos que cuando presentan

un menor estado de oxidacion donde sus caracteristicas cambian, volviéndose menos toxicos y

biodisponibles, pero mas insolubles.
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1.6.2.2. Compuesto organico <> Compuesto inorganico

Ciertos compuestos presentan la caracteristica de presentar mayor toxicidad si estdn formados
por compuestos organicos o viceversa. Un ejemplo de ello es el mercurio, que presenta mayor
toxicidad cuando esta en su forma de metilmercurio, pero cuando se encuentra formado por

algiin compuesto inorganico su toxicidad es menor.

1.6.2.3. Movilizacion < Inmovilizacion

Para la extraccion de metales pesados contenidos en matrices sélidas o en soluciones, es posible
movilizarlos o inmovilizarlos, de modo que se pueda disponer de ellos de manera adecuada
(YAGNENTKOVSKY, Nadia., 2011).
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CAPITULO II

2. MATERIALES Y METODOS

2.1.Descripcién del area de estudio

La Laguna de Colta se encuentra ubicada al noroccidente de la Provincia de Chimborazo, en el
Canton Colta, a 17 Km de la ciudad de Riobamba. Tiene un area de 2,5 Km de largo y 1 Km de
ancho. Alberga especies nativas de aves y una gran variedad de peces de distintos colores
(SERRANO, 2014).

MAPA DE UBICACION LAGUNA DE COLTA
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llustracién. 1-2: Mapa ubicacién Laguna de Colta
Realizado por: CACERES, A. 2015
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2.1.2. Delimitacién del area de estudio.

La Laguna cuenta con un area de aproximadamente 204 Ha., dividida en 2 parroquias, Santiago
de Quito con un &rea de 753 Ha., y Sicalpa con 1396 Ha., ambas pertenecen al cantdn Colta
(SERRANO, 2014).

2.1.2.1. Area de influencia directa

Para la identificacion del area de influencia directa se consider6 el contorno de la laguna, sus
drenajes, las viviendas y cultivos aledafios, por conveniencia a la investigacién se establecié una
zona de amortiguamiento de proteccion de 30m desde la laguna hacia la periferia, constituyendo

2,7 Ha para el area de influencia directa.
2.1.2.2. Area de influencia indirecta

Tomando en consideracion la actividad antropogénica moradores del sector, asi como de los
turistas que visitan la laguna cuyas actividades influyen considerablemente en la calidad

ambiental de la misma se determiné 8,5 Ha como area de influencia indirecta.
2.1.2.3. Objeto de estudio

La zona de estudio corresponde a los sedimentos de laguna, cuya ubicacion es 17M 0749611 /
9808304 correspondiente a la parte central de la laguna, misma que presenta contaminacion por

metales Ba, Cuy V que son de interés para la investigacion.

2.2.Descripcién de area de investigacion

2.2.1. Geologia

La Soil Taxonomy de la USDA clasifica al suelo en 4 6rdenes los cuales son:

— Inceptisoles
— Molisoles
— Entisoles

— Histosoles.
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Inceptisol, presente en el 64% del Canton son suelos de origen volcéanico reciente, con débil

horizonte que es tipico de zonas recientemente desglaciadas.

El tipo Molisol, con un porcentaje del 33% estrato rico en materia organica y minerales,

presenta un espesor considerable, es de color negro y denso.

Entisoles, ocupan el 2 % del canton, suelos con grandes acumulaciones de materia organica sin

evolucionar.

Los Histosoles, correspondiente al 1% del suelo del Canton se forman por aglomeracion de
materia organica en cuencas con abundante presencia de agua o climas frios y himedos que

impiden que los restos vegetales y animales se descompongan (SERRANO, 2014).

2.2.2. Geomorfologia

Debido a la heterogeneidad del terreno, asi como la presencia de pendientes escarpadas y
fuertes (88%) que presenta el Canton, los suelos del sectorpresenta restricciones para el
desarrollo de actividades productivas como la agricultura, ganaderia, y con apenas el 11%
correspondiente a pendiente suave, ubicado en el sector de los Gatazos, aqui se impulsa

principalmente la agricultura, cuyo producto principal es el brocoli. (SERRANO, 2014).

2.2.3. Climay meteorologia

La Tabla. 1-2: Datos meteoroldgicos del Canton Colta, muestra los datos mas relevantes sobre

el clima y la meteorologia del sector.

Tabla. 1-2: Datos meteoroldgicos del Canton Colta.

Parametro Descripcion

L Estacion Meteoroldgica de Cajabamba: precipitacion anual de 717 mm
Precipitacion N . ) . )
Estacion Meteoroldgica de Guaslan: evaporacion media anual de 865 mm

Temperatura Media al afio es de alrededor de 11,5 °C.
) Julio y Septiembre son los meses con mayor presencia de vie4ntos—> 2,6
Vientos
m/s
Humedad
) 73 %
Relativa

Realizado por: CACERES, A. 2015
Fuente: SERRANO, P.
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2.2.4. Hidrogeologia

De los paramos del Canton Colta nacen dos causes, el del Pastaza con una extension de
45267,73 Ha y la del Guayas con un extension de 37791,61 Ha (SERRANO, 2014).

2.25. Floray fauna

2.2.5.1. Flora representativa

En la siguiente tabla se muestran las especies de flora que se pueden observar en la Laguna de
Colta.

Tabla. 2-2: Flora de la Laguna de Colta

oo Nombre Familia
cientifico Comun
Chuduiraga Chugquirahua Asteraceae
jussieui
Spartium Retama Fabaceae
junceum
Polytrichum _
commune Musgo Polytrichaceae
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Contintia

C_ortaderla Sigse Cauco
rudiusculastap
Taraxacum
officinale Taraxaco Asteraceae
Baccha_rls . Chilca Asteraceae
dracunculifolia
Tilia Tilo Tiliaceas
platyphyllos
Werneriasp Berro Compocitae
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Contintia

Bor . .
orago Borraja Boraginaceae
officinalis
Agave
9 Cabuya Agaveceae
americana
Prunus .
serétina Capuli Rosaceae
Rumex crispus Lengua de Polygonaceae
P vaca ¥
Scirpus
cirpu Totora Cyperaceae
californicus

-23-
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Contintia

Calceolariasp. | Zapatitos | Scrophulariaceae

Realizado por: CACERES, A. 2015
Fuente: SERRANO, P.

2.2.5.2. Fauna representativa

En la siguiente tabla se muestran la fauna que se pueden observar en las cercanias de la Laguna

de Colta
Tabla. 3-2: Fauna de la laguna de Colta
Nom,pre Nomb're Familia Fotografia
cientifico Comdun
Zonotrichia Chingolo L.
capensis Emberizidae
Oxyura Pato Anatidae
ferruginea zambullidor
Anas Cerceta .
cyanoptera canela Anatidae
@Ricarda Moller Jerien
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Continda

Podilymbus .
; Zambullidor L
podiceps piquipinto Podicipedidae
Tachybaptus | .0 llidor | Podicipedidae
dominicus
menor
Calidris bairdii Plgy_ero__de Scolopacidae
airdii
Playero
Tringa flavipes | patiamarillo Scolopacidae
menor

Realizado por: CACERES, A. 2015
Fuente: SERRANO, P.

2.2.6. Poblacion

En la zona urbana existe una poblacion de 2 313 habitantes, que corresponde al 5% del total de
la poblacion, con respecto al 95% que corresponde a la poblacién de la zona rural con un total
de 42 658 habitantes (SERRANO, 2014).
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2.3.Disefio experimental

La presente investigacion esta sujeta a la manipulacion de variables, con el objetivo de evaluar
la actividad simbidtica de consorcios bacterianos y fungicos nativos controlando las variables

que pueden afectarlos (pH, Humedad, Temperatura, Cantidad de nutrientes).

2.3.1. Tipo de disefio

La investigacion se basa en las siguientes caracteristicas, presenta un nivel descriptivo, la
secuencia es de tipo trasversal, el enfoque es cuantitativo, se busca generar conocimiento

aplicando un método experimental.

Basado en esto, se aplica un disefio de cronologias multiples, con la seleccidén no aleatoria de

sujetos, expresandola de la siguiente manera:

G O - 0O
G O1 X1 Q,

G:s O Xo 0,

Donde:

G1G; Gs: Grupos experimentales de sedimentos.

(-) = Sin inbculos bacterianos nativos

O:: Anaélisis fisico quimico y microbioldgico del sedimento contaminado antes de la
inoculacion.

O2: Analisis fisico quimico y microbiolégico del sedimento contaminado después de la
inoculacion.

X = Tratamiento; aplicacion de los consorcios bacterianos y fangicos nativos en el

sedimento contaminado.

2.3.2. Tratamientos

El sedimento contaminado proviene de la Laguna de Colta, se tom6 un peso total de 15 kg que
fueron distribuidos en 3 grupos experimentales colocados en tres recipientes plasticos, en los

que se aplicd los siguientes tratamientos:
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TB: Sedimento inoculado con consorcios bacterianos nativos.

TH: Sedimento inoculado con consorcios flngicos nativos.

2.3.3. Variables de control

A lo largo del proceso de la investigacion, es importante controlar ciertas variables que pueden
influenciar en los microorganismos afectando la biolixiviacion de los metales:

— pH

— Temperatura

—  Humedad

— Crecimiento bacteriano
—  Crecimiento fangico
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CAPITULO III

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1. Procesamiento de muestras bioldgicas

Los hongos presentes en las muestras de sedimentos de la Laguna de Colta requieren nutrientes

basicos que son aportados por los medios de cultivo no selectivos como es el caldo nutritivo.

Materiales equipos y reactivos

- Céamara de flujo laminar

- Autoclave

- Incubadora

- Balanza analitica

- Frascos y tubos de vidrio con tapa rosca
- Cajas Petri de vidrio o plastico
- Gradilla

- Cinta Petri film

- Frascos plasticos

- Asa bacterioldgica

- Lampara de alcohol

- Pipeta automatica

- Agua de peptona

—  Agar nutritivo Saboraud

- Agar nutritivo PDA

Procedimiento

a. Preparar la cantidad necesaria de agua de peptona, distribuirla en frascos y tubos de acuerdo al
numero de diluciones y esterilizar en el autoclave.
b. Preparar agar nutritivo PDA o Saboraud, afiadiendo un inhibidor de crecimiento bacteriano

(cloranfenicol) esterilizar en el autoclave, dispensar en cajas petri y dejar solidificar.
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c. Homogenizar la muestra de sedimento, pesar la cantidad necesaria y colocar en el frasco de
agua de peptona estéril correspondiente a la primera dilucion y agitar.

d. Tomar una alicuota de la primera dilucion y transferir al tubo correspondiente a la segunda
dilucién. Realizar este proceso hasta completar el nimero de diluciones deseadas.

e. Colocar una alicuota de las diluciones en cada una de las cajas petri y esparcir sobre la
superficie del agar, usando el asa bacteriologica

f. Incubar a 27°C, a partir del quinto dia se observa crecimiento.

llustracion. 1-3: Preparacion de cajas petri con agar
Realizado por: CACERES, A. 2015

3.2. Aislamiento y purificacion de las cepas fungicas

Para la obtencién de las cepas fingicas aptas para el proceso de biolixiviacién es necesario

purificar mediante un proceso de aislamiento consecutivo.

Materiales equipos y reactivos

- Cémara de flujo laminar

- Autoclave

- Incubadora

- Balanza analitica

- Sacabocados

- Aguja de tungsteno

- Cajas petri de vidrio o plastico
- Cinta petrifilm

- Frascos plasticos
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—  Asabacteriologica
- Lampara de alcohol
- Agar nutritivo Saboraud

- Agar nutritivo PDA

Procedimiento

a. Preparamos el agar nutritivo, esterilizamos en el autoclave y distribuimos en cajas petri hasta
que se solidifiquen.

b. Con ayuda del sacabocados obtenemos una porcién del hongo y sembramos en el medio de
cultivo. Repetimos el proceso hasta obtener el crecimiento de la cepa pura.

c. Verificamos que no exista la presencia de otro hongo.

lustracion. 2-3: Aislamiento y purificacion de cepas fungicas
Realizado por: CACERES, A. 2015

3.3. Identificacion y caracterizacion de las cepas fungicas.

La identificacion y caracterizacion permite determinar las caracteristicas morfolégicas de las
cepas que vayan a ser seleccionadas para conformar el consorcio en un tiempo determinado. Se
realiza una resiembra mensualmente para la conservacién de las cepas y evitar el

envejecimiento.
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Materiales Equipos Y Reactivos

- Microscopio

- Porta objetos

—  Azul de Lacto fenol
—  Alcohol etilico

- Cinta pegante

— Lampara de alcohol

- Base de datos.

Procedimiento

a. Agregamos los reactivos de tincion sobre el porta objetos

b. Tomamos una porcion de la cepa con la cinta pegante y la colocamos en el porta objetos.

c. Observamos las caracteristicas microscdpicas de la cepa flngica ayuda de los diferentes lentes
y la comparamos con la base de datos.

d. Registramos las caracteristicas macroscépicas observadas, a lo largo del crecimiento del hongo.

llustracion. 3-3: Observacion de placas al microscopio
Realizado por: CACERES, A. 2015

3.4.Conservacion de cepas fungicas

La conservacion se realizé mediante la elaboracion de un banco primario, mismo que permite

conservar las cepas por largos periodos de tiempo.
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Materiales, equipos y reactivos

— Puntas estériles

— Mechero de alcohol

— Micro pipeta

— Sacabocados

— Tubos eppendorf

— Solucién de glicerol al 20%
— Autoclave

— Congelador.

Procedimiento

a. Preparamos una solucién de glicerol al 20% y esterilizamos junto con los tubos
eppendorf.

b. Llenar los tubos con la solucion.

¢. Con ayuda del sacabocados tomar una parte del hongo y colocar el tubo.

d. Mantener en congelacion.

llustracion. 4-3: Conservacion de cepas flngicas
Realizado por: CACERES, A. 2015

-32-



3.5.Preparacion del inoculo liquido fungico

El inoculo liquido de hongos es la sustancia que se colocara en el sedimento para aumentar la
carga fungica del mismo, al ser liquido permitira que las hifas tengan una mayor superficie de

accion con una sola aplicacién.

Materiales, equipos y reactivos

— Afrecho de trigo

— Cepas fungicas

— Sacabocados

— Frascos de vidrio con tapa rosca
— Agitador mecanico

— Autoclave

Procedimiento

a. Preparamos una solucion de afrecho de trigo con agua destilada y esterilizamos.
b. Con ayuda del sacabocados obtenemos una porcion de las cepas fungicas y lo colocamos
en la solucion esteril de trigo, que sera la Unica fuente de carbono para los hongos.

c. Agitamos hasta observar la formacion de conglomerados blancos.

llustracion. 5-3: Inéculo fangico
Realizado por: CACERES, A. 2015
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3.6.Reactivacion de cepas bacterianas

La reactivacion de las cepas bacterianas se realiza a través de la preparacién de un caldo

nutritivo que contiene los nutrientes necesarios para que las bacterias se activen.

Materiales equipos y reactivos

— Matraces de 100 ml

— Tubos de vidrio con tapa rosca
— Léampara de alcohol.

— Camara de flujo laminar

— Autoclave

— Incubadora

— Pipeta automatica

— Caldo nutritivo

— Cepas bacterianas

Procedimiento

a. Preparar la cantidad necesaria de caldo nutritivo y colocarla en cada uno de los tubos.
b. Afadir las cepas bacterianas en el caldo nutritivo.

c. Incubara35°C

d. EIl crecimiento se verifica por la turbidez formada en el caldo nutritivo que contienen

los tubos.

llustracion. 6-3: Reactivacion de cepas bacterianas
Realizado por: CACERES, A. 2015
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3.7.Preparacion del inoculo liquido bacteriano

El inoculo liquido bacteriano es la sustancia que se colocara en el sedimento para aumentar la

carga de bacterias, asi como colocar las bacterias de interés.

Materiales, equipos y reactivos

— Matraces de 1000 ml.
— Motores de pecera.

—  MgSO4

— NaCl

—  NH.CI

—  KH2PO4

— Peptona

— Az(lcar.

— Gelatina si sabor

— Agua destilada

— Cepas bacterianas

Procedimiento

a. Pesamos la cantidad necesaria de cada uno de los reactivos y lo colocamos en el agua
destilada.

b. Afadimos las cepas bacterianas reactivadas.

c. Mantener en aireacion por el lapso de 48 horas.

d. Colocar en el sedimento

llustracion. 7-3: Preparacion del in6culo bacteriano
Realizado por: CACERES, A. 2015
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llustracion. 8-3: Inoculo Bacteriano
Realizado por: CACERES, A. 2015

3.8. Métodos analiticos
3.8.1. Determinacion de metales (V, Ba, Cu) por ICP

Una fuente de ICP estd constituido por una corriente de flujo de un gas, especificamente el
argon que es ionizado por un campo de radiofrecuencias que oscila a 27,1 MHz, este campo se
encuentra enlazado inductivamente al gas ionizado a través de una bobina refrigerada con agua
que rodea una “lampara” de material de cuarzo cuya funcion es dar soporte y confinar el
plasma. Gracias a las elevadas temperaturas del plasma (6 000 a 8 000 °K) se logra una
excitacion eficaz de la emision atomica, permitiendo bajos niveles de deteccién para muchos
elementos, y esto conjuntamente con extenso recorrido dindmico lineal se logra una eficaz

deteccién de multielementos. Método de referencia; Standars Methods No. 3120 A.

Procedimiento para andlisis de materia en mix de metales

a. Pesar el filtro.

b.  Filtrar 100 mL de la solucién.

c.  Secar el filtro hasta peso constante.

d. Ver la diferencia de peso.

e.  Colocar el filtro en el tubo de digestion.

f.  Agregar de Acido Nitrico p.a 1:1.
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Someter a digestion acelerada por microondas.
Esperar que se enfrie.

i.  Filtrar y aforar en un balon.

j. Medir en el equipo ICP

k. Realizar los calculos respectivos.

Procedimiento para andlisis de sedimento

I.  Secar el sedimento en estufa.

m. Triturar tamizar y pesar aproximadamente 0,5 g
n.  Colocar el sedimento seco en el tubo de digestidn.
0. Agregar de Acido Nitrico p.a 1:1.

p. Someter a digestién acelerada por microondas.

q. Esperar que se enfrie.

r.  Filtrar y aforar en un bal6n de 50mL.

s.  Medir en el equipo ICP

t.  Realizar los calculos respectivos.

3.8.2. Determinacion de pH

La medicion de pH de un suelo o de sedimento, se realiza con la ayuda de un potenciémetro y
electrodos de vidrio, el principio se fundamente en la medida del potencial eléctrico producido
en la membrana de vidrio del mismo, que es producto de las actividades de los iones hidrdgeno

a ambos lados de la membrana. Método de referencia; EPA 9045 D. 2004

3.8.3. Determinacion de la humedad

Se determina el contenido de humedad gravimétrico del suelo, secando la muestra por medio de

la aplicacion directa de calor. Método de referencia: Norma ASTM D"4959
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3.8.4. Determinacion de temperatura

Los atomos y moléculas por los que estd constituida una sustancia no siempre se mueven a
velocidad constante, motivo por el cual existe en las moléculas un rango de energia, conocida
como energia de movimiento.

La temperatura se define como la medicion del calor o energia térmica de las particulas
presentes en una sustancia, como se mide su movimiento medio su valor depende del tamafio de

las particulas en un objeto y no del nimero de particulas.

3.9. Métodos microbiol6gicos

3.9.1. Determinacion de carga bacteriana
La determinacién de la carga bacteriana se la efectGa por medio de la preparacién de varias

diluciones continuas o sucesivas en un medio de cultivo general nutritivo, para luego sembrarlo

en placas petri y conteo.
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CAPITULO IV

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Analisis fisico quimico del sedimento

A partir de los resultados obtenidos del analisis fisico quimico de las muestras recolectadas en la

Laguna de Colta, podemos evidenciar que los sedimentos contienen los metales de interés.

Tabla. 1-4: Caracterizacion Fisico Quimica del Sedimento

PARAMETROS UNIDAD RESULTADO
Hidrocarburos Totales mg/Kg 315,82
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos mg/Kg 0,30
*Bario mg/Kg 291,63
*Vanadio mg/Kg 95,91
*Cobre mg/Kg 77,97
*Nitrégeno Total % 0,63
*Fosforo Total mg/Kg 988,20
*Potasio mg/Kg 2314,07
Potencial de Hidrégeno Unidades de pH 7,08
*Humedad % 82

Realizado por: CACERES, A. 2015
Fuente: LAB-CESTTA
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4.2. Identificacion de cepas bacterianas

SERRANO, P. en la investigacion denominada “Obtencion del Consorcio Bacteriano Nativo del
Sedimento de la Laguna de Colta del Canton Colta” en la prueba de identificacion obtiene las

siguientes bacterias.

Tabla. 2-4: Cepas bacterianas de la laguna de Colta.

CODIGO DE LA CEPA | NOMBRE CIENTIFICO | Gram | Forma
Escherichia

P5 T . - Irregular
coli-inactive

P6 Xenorhabdus i rreqular

nematophilys g
P10 Prowden_(_:la - Regular
stuartii
Shigella Serogroups

P11 ABYC - Irregular

P12 Xanthomqn_as - Irregular
maltophilia
Morganella

P13 morganii biogp 1 - Irregular

P17 Esgherlch_la - Irregular
coli-inactive
Providencia

P18 stuartii - Irregular
Escherichia

P24 coli-inactive ) Irregular

Realizado por: CACERES, A. 2015
Fuente: SERRANO, P. 2014

Mediante la aplicacion de pruebas que miden el poder degradativo, y pruebas de antagonismo a las
que fueron sometidas las cepas encontradas en la Laguna de Colta se logré formar el consorcio

bacteriano nativo del sedimento de la laguna comprendido por 9 cepas bacterianas.

llustracion. 1-4: Pruebas de antagonismo en bacterias
Fuente: SERRANO, P. 2014
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4.3. Identificacion de cepas flngicas

La identificacion de las cepas fungicas se la realizd mediante la técnica de cinta pegante
que nos permite observar las caracteristicas microscopicas de las colonias, esta constituye
una de las técnicas mas usadas debido a que se conserva la yuxtaposicion original de las esporas
y segmentos de hifas, y sus estructuras flngicas no presentan alteraciones significativas. Esta
técnica requiere de una persona capacitada en la identificacion de las hifas y las esporas de cada
muestra que posteriormente son comparadas con una base de datos conociendo asi el género de la

cepa flngica.

En la Tabla.3-4: Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las cepas fungicas se describe

el codigo de cada una de las cepas aisladas, el género y las caracteristicas morfoldgicas.
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Tabla. 3-4: Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las cepas fungicas

N COLORDE LA FORMA 3
CODIGO GENERO ESPORULACION HIFAS CRECIMIENTO
COLONIA CELULAR
Centro: Amarillo i : Ascosporas Tabicu Lent
- i iFaria- ilamentoso abicular ento
LC-A Aspergillus Perlf\%lrz.osBc:anco Conidi6foro
LC-B | Aphanoascus Centr%yl/aﬁgglfena: Filamentoso Conidiéforo Septadas Lento
o Centro: Gris verdoso ] RApid
Centro: Verde-azulado . Septadas
LC-D Penicillium Periferia: Blanco Filamentoso Coniditforo . Lento
: Hialinas
. Centro:Blanco-Grisaceo ) RAid
LC-E Penicillium Periferia: Blanco Filamentoso apiao
Centro:Blanco-Roséceo A -~
LC-F Asteromyces Periferia: Blanco Filamentoso Conidicforo Septadas Répido
. Centro: Negro- azulado ] I~ Septadas
LC-G Penicillium | periferia: Rosado palido | Filamentoso Conidioforo Hialinas Lento
_ _ Centro:Blanco café _ Conidiéf Septadas L
LC-H Gliocladium Periferia:Blanco Filamentoso oniaiotoro . ento
. Hialinas
Centro:Café-verdoso
LC-1 Lacellinopsis Periferia:Blanco- Filamentoso Ascosporas Septadas Lento
amarillento
Ascosporas Septadas
i . Centro:Negro . Rapido
LC-J Aspergillus Periferia:Blanco Filamentoso Conidiéforo Hialinas P

Realizado por: CACERES, A. 2015
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Es importante mencionar que en su mayoria las cepas encontradas pertenecen al género
Penicillium, de las 10 cepas encontradas en la Laguna con ayuda de personal experto fue posible

identificar la especie de dos de ellas entre las que tenemos:

e LC-H Gliocladium virens, esta cepa torn6 el agar nutritivo de un color café, y puede ser
que esta segregue algun tipo de antibi6tico. Se conoce que cepas de Gliocladium virens
producen un antibiotico de amplio espectro llamado Gliotoxina que mata a muchos
microorganismos patdgenos del suelo. En la investigacion “CONTROL DE CALIDAD EN
LA PRODUCCION DEL HONGO Gliocladium virens, PATOGENO DE Anopheles
albimanus (Wiedemann 1820), VECTOR DEL PALUDISMO EN MEXICO “se menciona

su potencial como bioinsecticida. (Castillo et al, 2013)

e LC - J Aspergillus niger, considerada la especie méas comun del género Aspergillus, dentro
de los usos que se le da a esta cepa podemos mencionar la obtencién de productos
quimicos como el acido citrico, acido gluconico asi como también de enzimas como la

glucoamilasa, galactosidasa.

4.4.Prueba de biolixiviacion de metales en cada uno de los inéculos conformados

4.4.1. Indculo bacteriano y fungico

El consorcio bacteriano inoculado en el sedimento fue conformado por las 9 cepas bacterianas
nativas encontradas en la laguna, Escherichia coli-inactive, Xenorhabdus nematophilys,
Providencia stuartii, Shigella Serogroups A, B y C, Xanthomonas maltophilia, Morganella
morganii biogp 1, estas fueron previamente reactivadas, masificadas e inoculadas en el sedimento.
En esta prueba se espera que las bacterias trabajen de manera simbiltica para oxidar los
compuestos minerales presentes en el sedimento y por tanto lixiviar (disolver) los valores metélicos

contenidos en el sedimento.

El consorcio fangico inoculado en el sedimento esta conformado por 10 cepas, correspondientes a
6 géneros Asteromyces, Aspergillus, Aphanoascus, Gliocladium, Lacellinopsis, Penicillium para
proceder a la inoculacion de esto se prepard un indculo liquido, a diferencia de las bacterias los
hongos no realizan un proceso de oxidacién microbiana sino mas bien utilizan su metabolismo

microbiano como fuente de &cidos que disuelven directamente el metal.
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Cada uno de los indculos se los colocd en 5 Ib de sedimento, al mismo que se le afiadié Urea para
cubrir la demanda de nutrientes de los microorganismos y aserrin que mejora la textura del
sedimento, al homogenizar estos compuestos se formé una biopila en un recipiente con una
pendiente para recolectar el lixiviado, se coloca el indculo y posteriormente se realiza la medicion

del lixiviado en 77 dias.

4.4.2. Biolixiviacion en pilas

Para comprobar el potencial de biolixiviacion de metales pesados en el sedimento se inocula los
consorcios bacterianos y flngicos en la biopilas y se controla el proceso por un lapso de 77 dias,
esperando que los metales de interés sean liberados en el lixiviado por efecto de las actividades de
los microorganismos. Se verifica la capacidad de los consorcios midiendo la concentracion de
metales pesados presentes en el lixiviado recogido al final de los 77 dias, mismo que fue obtenido a

partir del dia 14 posterior a la inoculacién.

lustracion. 2-4: Biopilas de lixiviacion
Realizado por: CACERES, A. 2015

4.5. Analisis de datos del disefio experimental

4.5.1. Obtencion del sedimento para pruebas de biolixiviacion

La poblacion total (N) a estudiar corresponde a 15 kg de sedimento proveniente de la Laguna de
Colta, este fue homogenizado para distribuirlo equitativamente en los 3 grupos experimentales, los

dos en los que se aplicara el tratamiento y el grupo control.
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4.5.2. Caracterizacidn y parametros de analisis del sedimento

En la caracterizacion fisico quimica inicial de los sedimentos se considerd el andlisis de los
siguientes pardmetros, Hidrocarburos Totales de Petréleo (TPH), Metales Pesados de interés Bario
(Ba), Vanadio (V), Cobre (Cu), Nutrientes Nitrogeno (N), Fosforo (P) y Potasio (K), ademas del

potencial hidrogeno (pH), y el contenido de Humedad.

Los pardmetros que seran controlados frecuentemente a lo largo de los 77 dias, son pH, humedad, y
temperatura, asi como también la carga bacteriana y flngica se controlaron antes y después de cada

inoculacién.

45.3. Analisis de las unidades de control

La concentracién de los metales de interés se presenta en la siguiente tabla:

Tabla. 4-4: Concentracion de metales pesados en el sedimento

Parametro Unidad Resultado
Ba mag/kg 291,63
\% mag/kg 95,91
Cu mag/kg 77,97

Realizado por: CACERES, A. 2015
Fuente: LAB-CESTTA

En nuestro pais no existe una Norma que controle la concentracion de metales pesados en
sedimentos lacustres, es por ello, que la eficacia se determina en funcion de la concentracién del

metal en el lixiviado obtenido.

En la Gréfica. 1-4: Volumen de lixiviado obtenido se muestra el volumen total de lixiviado

obtenido en los tres tratamientos aplicados:
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Volumen (mL)

20,00
15.00

10,00

o
=]
S

0.00

Volumen de lixiviado obtenido durante el proceso

hLEREL

Semana Semana Semana @ Semana  Semana Semana | Semana @ Semana @ Semana

2 3 4 5 6

mGC 10,53 10,37 10,23 10,06 10,13

7

8 9 10

10,32 | 1021 = 1043 = 10,26
T8 19,78 | 1951 | 19,26 & 1957 | 19,12 | 19,33 = 1935 | 19,46 | 19,40
mTH 1994 1945 = 1907 & 1933 = 1923 1952 19

,05 19,55 19,92

Gréfica. 1-4: Volumen de lixiviado obtenido del sedimento
Realizado por: CACERES, A. 2015

La Tabla. 5-4: Volumen de lixiviado recolectado semanalmente, muestra los volimenes obtenidos

semanalmente, por un periodo de 10 semanas. En el Grupo Control (GC), se obtuvo un volumen
total de 92,54 mL, en el Tratamiento con Bacterias (TB) 174,78 mL, y finalmente el Tratamiento
con Hongos en el que se obtuvo un volumen final de 175,06 mL.

Tabla. 5-4: Volumen de lixiviado recolectado semanalmente

Grupo experimental Semana| Semana| Semana| Semana| Semana| Semana| Semana| Semana| Semana Total (mL)
2 3 4 5 6 7 8 9 10
GC 10,53 10,37 10,23 10,06 10,13 10,32 10,21 1043 10,26 9254
B 19,78 19,51 19,26 19,57 19,12 19,33 19,35 19,46 1940 174,78
TH 19,94 1945 19,07 19,33 19,23 19,52 19,05 19,55 1992 175,06
Realizado por: CACERES, A. 2015

Se determind la concentracion de metales presentes en el lixiviado de los dos grupos

experimentales y en el grupo control posterior a los 77 dias que duré el tratamiento, los valores se
muestran en la siguiente tabla:

Tabla. 6-4: Concentracién de metales en los lixiviados

] Concentracion A(ppm) Concentracion B(ppm)
Parametro L o ]
Lixiviado Hongos Lixiviado Bacterias
Ba 1,522 3,501
Vv 0,0989 0,0612
Cu 0,0385 0,0236

Realizado por: CACERES, A. 2015
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4.6. Seguimiento de variables de control

4.6.1. Temperaturay humedad en el proceso de biolixiviacion

Se realiz6 controles de temperatura y humedad por un lapso de 77 dias, tiempo que durd el proceso
de lixiviacion Anexo K: REGISTRO DE TEMPERATURA, pH Y HUMEDAD DURANTE EL
PROCESO DE BIOLIXIVIACION.

La temperatura en las unidades experimentales como se observa en el Gréfica. 2-4:Control de
Temperatura presenta una temperatura inicial en el Grupo Control °T(GC) de 18,36°C y una
temperatura final de 20,43°C dandonos una temperatura promedio a lo largo de proceso de
20,47°C, el Tratamiento Bacteriano °T(TB) presenta una temperatura inicial de 18,34°C y una
temperatura final de 21,49°C dandonos una temperatura promedio a lo largo de proceso de
20,55°C, finalmente el Tratamiento FUngico °T(TF) presenta una temperatura inicial de 18,25°C y

una temperatura final de 20,31°C dandonos una temperatura promedio de 20,31°C.

CONTROL DE TEMPERATURA

215
s WM

19 /
18,5 !

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
=@=—"T(GC) 18 20 21 20 20 20, 21 20, 20 21 20, 20 21 /21 21 21 21 20 20, 21 21 20 21 20

=@=—"°T(TB) 18 20 21 21 21/20 20 20 20 20 20 20 20 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21 21
°T(TH) 18 20 21 /20 21 20 20 20 20 20 20 20 20 20 21 21 21 21 21 20 21 20 21 21

Temperatura
N
o

Gréfica. 2-4: Control de Temperatura
Realizado por: CACERES, A. 2015

De igual manera los controles de Humedad en las tres unidades experimentales como se observa en
el Gréfica. 3-4:Control de Humedad, el Grupo Control Humedad(GC) tiene una humedad inicial de
55,57 y una humedad al final del proceso de 58,24 lo que nos da un promedio de 57, el Tratamiento
Bacteriano Humedad(TB) presenta una humedad inicial de 55,63 y una humedad final de 65,87
dandonos una humedad promedio a lo largo de proceso de 65,15, finalmente el Tratamiento
Fungico Humedad(TF) presenta una humedad inicial de 55,87 y una humedad final de 65,95
dandonos una humedad promedio de 65,67.
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CONTROL DE HUMEDAD

Humedad
D
o

12 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24

—@-—Humedad (GC) 56 56, 56,57, 57 58 57,56, 57 57 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58 58
=@=—Humedad(TB) 56 67,66, 66 66 66 65, 66 66 66 66 66 65 65 65 65 65 64 64 65 65 65 66 66
Humedad(TH) 56 66, 66, 66 66 65 66 67 67 66 66 66 66 66 66 66 66 66 66 66 66 65, 66 66

Gréfica. 3-4: Control de Humedad
Realizado por: CACERES, A. 2015

4.6.2. pH durante el proceso de biolixiviacion

El pH en las unidades experimentales como se observa en el Gréfica. 4-4:Control de pH, el Grupo
Control pH(GC) presenta un pH inicial de 7,23 y al final del proceso presenta un valor de 7,16 lo
gue nos da un valor promedio a lo largo del procedo de 7,19, en el Tratamiento Bacteriano pH(TB)
inicia con un pH de 7,54y un pH final de 7,56 dandonos un promedio de 7,55, finalmente el
Tratamiento Fangico pH(TF) presenta un pH inicial de 7,60 y un final de 7,86 dandonos una
promedio durante los 77 dias que se control6 el pH de 7,79.

CONTROL DE pH

8
7,8

7,6 ./WW
7.4
7,2 M“"\—Q—W—N

7
6,8
6,6

pH

1 2 3/ 4 5 6 7 8 9 10 11 12 /13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
=@—pH(GC) 7,2 727373727172727272727372727272727272717272727,2
«=@-—pH(TB) 7,576 74757576767676767575757576757676767676767576

pH(TH) 7,6 7,7 7,7 7,7 78 7,7 7878 78797979787878787878797879787879

Grafica. 4-4: Control de pH
Realizado por: CACERES, A. 2015
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4.6.3.

Se realiz6 un conteo previo a la inoculaciéon del consorcio bacteriano para conocer la carga
bacteriana presente en el sedimento (Ver Tabla. 7-4: Registro inicial de UFC en el Sedimento).Este

se realiz6 mediante placas Petri film AC, cuyo fundamento se realiza en base a la siguiente

Carga bacteriana

ecuacion UFC g sedimento = N x FD x Vt/Vi x S, donde:

Posterior a la inoculacion del consorcio bacteriano podemos evidenciar el aumento de la carga
bacteriana el TB. (Ver Tabla. 8-4: Registro de UFC posterior a la colocacién del indculo en el
sedimento)

N: niimero de colonias

FD: factor de dilucion

Tabla. 7-4: Registro inicial de UFC en el Sedimento

Vt: Volumen de dilucién (10mL)

Vi: Volumen inoculado (mL)

S: cantidad de sedimento utilizado para la siembra (Ver anexo L).

Diluciones
10° 10 107
GC 150 85 56
B 136 73 45

Realizado por: CACERES, A. 2015

Tabla. 8-4: Registro de UFC posterior a la colocacion del in6culo en el sedimento

Diluciones
10° 10 107
GC 143 78 49
B incontable incontable 82

Realizado por: CACERES, A. 2015

4.6.4. Carga fungica

Con ayuda de placas petrifilm MR (mohos y levaduras), se determind la carga fingica antes de la

inoculacion, tanto en el grupo control como en el tratamiento con hongos.
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Tabla. 9-4: Registro de carga flingica inicial del sedimento

Diluciones
10° 10 107
GC 29 15 6
TH 25 17 8

Realizado por: CACERES, A. 2015

Posterior a la inoculacion del consorcio fungico podemos evidenciar el aumento de la presencia de

hongos en el TH.

Tabla. 10-4: Registro de carga fungica posterior a la colocacidn del in6culo en el sedimento

Diluciones
10° 106 107
GC 26 16 9
TH 36 25 12

Realizado por: CACERES, A. 2015

4.7.Eficacia del proceso de biolixiviacién

La eficacia del proceso de biolixiviacion se determina mediante una serie de pruebas que nos
permitiran comprobar o rechazar la hipotesis planteada, con ayuda del software R-Commander,

para el procesamiento de los datos obtenidos.

Tabla. 11-4: Datos ingresados a R-Commander

Ne° Tipo de | Tratamiento | F_BLOQUE | Concentracion | Concentracion
METAL ANTES DESPUES
1 Ba C A 291,63 1,316
2 \% C A 95,91 0,529
3 Cu C A 77,97 0,0207
4 Ba B A 291,63 3,501
5 \% B A 95,91 0,0612
6 Cu B A 77,97 0,0236
7 Ba H A 291,63 1,522
8 \% H A 95,91 0,0989
9 Cu H A 77,97 0,0385

Realizado por: CACERES, A. 2015

4.7.1. Influencia de los consorcios bacteriano y fingico

A fin de evaluar la incidencia de los consorcios se aplica el test de Wilcoxon, para analizar la

influencia en la concentracion antes y después del experimento.
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Hipotesis

Ho: No existe una influencia de los consorcios bacterianos y fungicos en la concentracion de

metales antes y después del experimento.

Hs: Existe una influencia de los consorcios bacterianos y flngicos en la concentracion de metales

antes y después del experimento.

Prueba de Shapiro Wilk

El valor de p 0.0001094 menor al nivel de significancia (0.05), determina el rechazo de Hgal 95%

de confiabilidad, lo que significa que los datos no provienen de una distribucién normal.
Prueba de Wilcoxon

Aplicamos el test de Wilcoxon para muestras dependientes en una distribucion normal, obteniendo
un valor de p igual a 0,003906, aceptando la Hy, al 95% de confiabilidad, es decir, las
concentraciones registradas antes y después de la accion bacteriana y fangica, factor que incide en

la eficacia de los consorcios nativos.

4.7.2. Influencia del tipo de metal sobre la concentracion del biolixiviado

Ho: No existe una influencia del metal sobre la concentracion del biolixiviado
H1: Existe una influencia del metal sobre la concentracién del biolixiviado

Prueba de Shapiro Wilk

Se obtiene un valor de p igual a 0.0001094 que es menor al nivel de significancia (0.05), por lo

que, rechazamos Hyal 95% de confiabilidad, es decir no existe una distribucion normal.
Prueba de Kruskall Wallis

Mediante el analisis para muestras dependientes se obtiene un p valor de 0.05732 aceptando la Hy
al 95% de confiabilidad, determinandose que el tipo de metal no influye en la concentracién

obtenida en el volumen biolixiviado.
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4.7.3. Influencia del tratamiento sobre la concentracion de metales en el lixiviado

Ho: No existe una influencia del tratamiento sobre la concentracién de metales en el lixiviado
Ha1: Existe una influencia del tratamiento sobre sobre la concentracion de metales en el lixiviado
Prueba de Shapiro Wilk

Los datos no provienen de una distribucion normal por cuanto el valor de p es igual a 0.0001094
Prueba de Kruskall Walls

Se obtiene un p valor de 0,9665 aceptando la Hy al 95% de confiabilidad, determinandose que el
tratamiento mediante consorcios bacterianos y fangicos nativos no influye en la concentracién

biolixiviada del metal.

Gréfica de Distribucién
Chicuadrado, df=2
0,54 0,425
0,4
De
nsi el
da
d
0,2 ™
0,1
\_0,025
0,0
0,0506 7,38
X

Grafica. 5-4: Grafica de distribucion Chicuadrado
Realizado por: CACERES, A. 2015

La prueba del Chi- Cuadrado demuestra la aceptacién de Ho ya que el valor de 5,88 se encuentra
dentro de la zona de aceptacion, corroborando que los consorcios nativos no influyen en la

concentracioén biolixiviada.
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Gréfica. 6-4: Comparacion multiple del tratamiento
Realizado por: CACERES, A. 2015

El gréfico de comparacion multiple de los tratamiento demuestran que existe una similaridad entre
a ellos, cada uno de los tratamientos guarda relacién con el grupo control ya que sus medias son

aproximadas.

4.7.4. Relacion de variables de control

Las variables de control estan relacionadas directamente con la actividad de los microorganismos
inoculados en el sedimento, de ahi la importancia de controlar dichos pardmetros y de relacionarlos
entre si. Cada parametro esta interrelacionado, y depende el uno del otro es asi que un aumento en

la temperatura podria ocasionar perdida de humedad y por tanto afectar la actividad microbiana.
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En la Grafica. 7-4: Relacion de las variables de control en bacterias se muestra el comportamiento de
los parametros de control como pH, Humedad y Temperatura durante el proceso de biolixiviacion,

asi como también interrelacionarlos.
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Gréfica. 7-4: Relacion de las variables de control en bacterias
Realizado por: CACERES, A. 2015

En la Gréfica. 8-4: Relacion de las variables de control en hongos se observa el comportamiento de
los pardmetros de control como pH, Humedad y Temperatura durante el proceso de biolixiviacion,

asi como también interrelacionarlos.
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Gréfica. 8-4: Relacidn de las variables de control en hongos
Realizado por: CACERES, A. 2015
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CONCLUSIONES

La caracterizacion fisico-quimica inicial del sedimento de la laguna de Colta, demostrd la
presencia de los metales pesados de interés con las siguientes concentraciones para Bario
291,63 mg/kg, para Vanadio 95,91 mg/kg y para Cobre 77,97 mg/kg.

Se conformaron dos consorcios , uno bacteriano formado por 9 cepas entre las que tenemos
Escherichia coli-inactive (P5), Xenorhabdus nematophilys (P6), Providencia stuartii(P10),
Shigella Serogroups AB y C(P11), Xanthomonas maltophilia(P12), Morganella morganii
biogp 1(P13), Escherichia coli-inactive(P17), Providencia stuartii (P18), Escherichia coli-
inactive (P24),y otro fangico conformado por 10 cepas entre las que tenemos Aspergillus(LC-
A), Aphanoascus(LC-B), Penicillium(LC-C), Penicillium(LC-D), Penicillium(LC-E),
Asteromyces(LC-F), Penicillium (LC-G), Gliocladium(LC-H)., Lacellinopsis(LC-I) vy
Aspergillus(LC-J).

La prueba de biolixiviacion en pilas no resulto efectiva, ya que las concentraciones de los
metales de interés medidas en el licor de lixiviacion son bajas, a pesar de que las variables
controladas (pH, humedad, temperatura) se encuentran dentro de los rangos aceptables para el
crecimiento de los microorganismo, el método de pilas constituye un método directo y es

selectivo para cierto tipo de metales, pero no fue efectivo para Ba, V y Cu.

El proceso de biolixiviacién probado no result6 eficaz para la remocion de metales pesados del
sedimento de la Laguna de Colta, ya que los consorcios bacteriano y flingico no lograron
producir &cidos orgénicos para solubilizar el Bario, Vanadio y Cobre, estos resultados son
respaldados por los andlisis estadisticos realizados, por lo que ninguno de los dos consorcios
tiene la capacidad de biolixiviar los metales de interés, a pesar de mantener en el proceso las

condiciones 6ptimas de crecimiento bacteriano y flngico.
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RECOMENDACIONES

v' Esta investigacion deja abierto el campo de estudio sobre metales, bacterias y hongos por lo
que se propone ahondar los estudios orientados a la transformacion de metales pesados
mediante la aplicacion de consorcios bacterianos y flngicos nativos, con el objeto de reducir

su toxicidad.

v Realizar la identificacion a nivel molecular de las cepas flngicas y bacterianas con la finalidad

de identificar otras aplicaciones que puedan tener estos hongos y bacterias.

v' Ampliar la investigacion de la cepa Aspergillus niger (LC —J) ya que en bibliografia menciona
la su capacidad de produccién de acido citrico, y su capacidad de biolixiviacién probandose

sola.

v" Profundizar el estudio de la cepa Gliocladium virens (LC-H), y las cepas de Penicillium en lo

gue respecta a la produccién de antibidticos,

v" Usar el equipo adecuado de proteccion personal al momento de manipular microorganismos

activados y masificados, para evitar riesgos a la salud.

v’ Enfatizar en el uso de consorcios nativos para la descontaminacion, ya que estos no alteraran el

medio natural.
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ANEXOS

Anexo A: TOMA DE MUESTRAS DE SEDIMENTOS EN LA LAGUNA DE COLTA

Realizado por:'CACERES, A. 2015

Anexo B: MUESTRAS DE SEDIMENTOS DE UNIDADES DE CONTROL
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Anexo C: ESTERILIZACION DE MEDIOS MINIMOS NUTRITIVOS

Realizado por:CACERES, A. 2015

Anexo D: INCUBACION DE MEDIOS CON CEPAS

Realizado p CA, A. 2015 .
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Anexo E: SIEMBRA DE MUESTRAS DE SEDIMENTOS PARA OBTENCION DE
CEPAS FUNFICAS

Realizado por:CACERES, A. 2015

Anexo F: PURIFICACION DE CEPAS FUNGICAS

Realizado por:CACERES, A. 2015
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Anexo G: CONTEO BACTERIANO EN PLACAS PETRIFILM

s 0

Realizado por:CACERES, A. 2015

Anexo H: CONSERVACION DE CEPAS EN SOLUCION DE GLICEROL

Realizado por:CACERES, A. 2015
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Anexo |: MUESTRAS DE LIXIVIADOS PARA ANALISIS

Realizado por:CACERES, A. 2015

Anexo J: LECTURA DE METALES EN EQUIPO ICP

Realizado por: CACERES, A. 2015
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Anexo K: REGISTRO DE TEMPERATURA, pH Y HUMEDAD DURANTE EL
PROCESO DE BIOLIXIVIACION

Fecha BLANCO BACTERIAS HONGOS
T pH Humedad T pH Humedad T pH | Humedad
29/01/2015 | 18,36 7,23 55,57 18,34 7,54 55,63 18,25 | 7,60 55,87
iné(I:qu 30/01/2015 | 20,04 7,16 56,20 20,12 7,63 67,53 20,16 | 7,65 66,76
02/02/2015 | 20,56 7,26 56,85 21,03 7,43 66,46 20,86 | 7,70 66,86
05/02/2015 | 20,32 7,28 57,70 20,85 7,46 66,15 20,47 | 7,73 66,32
09/02/2015 | 20,43 7,20 57,35 20,74 7,50 66,46 20,76 | 7,77 65,87
12/02/2015 | 20,57 7,14 57,56 20,15 7,62 65,87 20,43 | 7,7 65,43
16/02/2015 | 20,52 7,21 57,10 19,76 7,60 65,90 19,97 | 7,76 66,34
19/02/2015 | 20,64 7,18 56,50 20,12 7,63 65,73 20,23 | 7,80 66,57
23/02/2015 | 20,43 7,18 56,56 20,17 7,64 66,04 20,32 | 7,84 66,81
26/02/2015 | 20,53 7,23 56,75 19,95 7,58 66,12 19,87 | 7,89 66,32
02/03/2015 | 20,67 7,20 57,67 19,76 7,50 65,94 19,67 | 7,86 66,46
05/03/2015 | 20,43 7,28 57,96 20,13 7,46 65,83 19,75 | 7,86 65,89
09/03/2015 | 20,74 7,15 58,21 20,25 7,49 65,43 20,14 | 7,80 65,93
12/03/2015 | 20,89 7,16 58,36 20,76 7,53 65,23 20,23 | 7,79 65,85
16/03/2015 | 20,75 7,20 57,97 21,13 7,56 64,88 20,54 | 7,76 65,76
19/03/2015 | 20,84 7,24 57,85 21,35 7,50 64,95 20,69 | 7,80 65,98
23/03/2015 | 20,65 7,20 57,93 20,98 7,56 64,52 21,05 | 7,83 66,12
26/03/2015 | 20,45 7,22 58,23 21,12 7,59 64,13 20,95 | 7,84 66,27
30/03/2015 | 20,50 7,17 58,03 20,96 7,56 64,34 20,74 | 7,89 66,14
02/04/2015 | 20,65 7,14 57,92 20,75 7,60 64,76 20,43 | 7,80 65,95
06/04/2015 | 20,96 7,17 57,85 20,95 7,62 64,89 20,56 | 7,85 65,56
09/04/2015 | 20,48 7,19 57,95 21,15 7,59 65,32 20,35 | 7,84 65,70
13/04/2015 | 20,56 7,20 58,15 21,34 7,54 65,75 20,69 | 7,80 65,59
16/04/2015 | 20,43 7,16 58,24 21,49 7,56 65,87 20,54 | 7,86 65,95

Realizado por: CACERES, A. 2015
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Anexo L: TECNICA DE CONTEO EN PLACA DE BACTERIAS

CONTEO EN PLACA DE BACTERIAS

Realizar las diluciones necesarias empleando
tubos con 9.0 mL de agua de peptona

1.0mL 1.0mL 1.0mL
— — o

10" 10? 10°

/ \"-m___

Colocar 1mL de cada dilucion
en las cajas Petri estériles

10!

Pesar 10g Homogenizar
de la con 90mL de
muestra en agua de
condiciones peptona'y
de asepsia agistar por 15
min

"k

L

Adicionar de 10 a 20 mL
de agar en cada una de las
cajas

Homogenizar la muestra
y el agar, agitando
suavemente Incubar las cajas a la
temperatura especifica para
cada microorganismo (35 a
35° bacterias, de 28° a 30°
hongos) por un tiempo de 24
a 48 h para bacterias y de 5
dias para hongos

Realizar el conteo de
bacterias

Realizado por:CACERES, A. 2015
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Anexo M: RESULTADOS DE LAS CEPAS FUNGICAS ENCONTRADAS

CEPAS DE HONGOS LAGUNA DE COLTA

Cddigo Género - Vista al Microscopio

LcA Aspergillus

LcB Aphanoascus

Lc C Penicillium
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LcD Penicillium
LcE Penicillium
LcF Asteromyces
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LcG Penicillium
LcH Gliocladium
Lcl Lacellinopsis
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LCJ

Aspergillus

Realizado por:CACERES, A. 2015
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Anexo N: INFORMES DE RESULTADOS DE LOS SEDIMENTOS

CENTRO DE SERVICIOS

CES I | A TECNICOS Y TRANSFERENCIA LABORATORIO DE
e TECNOLOGICA AMBIENTAL ENSAYO ACREDITADO
LABCESTTA ] POR EL OAE
LABORATORIO DE ANALISIS
sGC AMBIENTAL E INSPECCION
P; ics Sur Km. 1% - D Ta
N Telefax: (03) 3013183 ACREDITACION
ESPOCH (FACULTAD DE CIENCIAS) N® OAE LE 2C 06-008
RIOBAMBA - ECUADOR
INFORME DE ENSAYO No: 1763

ST:

Nombre Peticionario:

14— 113 ANALISIS DE SUELOS

NA

Atn. Ing. Marcela Erazo
Direccion: Panamericana Sur km 1 2
FECHA: 18 de Septiembre del 2014
NUMERO DE MUESTRAS: 1

FECHA Y HORA DE RECEPCION EN LAB: 2014/09/10 16:00
FECHA DE MUESTREO: 2014/09/10 09:00
FECHA DE ANALISIS: 2014/09/10 - 2014/09/18
TIPO DE MUESTRA: Suelo

CODIGO LABCESTTA: LAB-S 341-14

CODIGO DE LA EMPRESA: LC-01

PUNTO DE MUESTREO: Laguna de Colta
ANALISIS SOLICITADO: Fisico- Quimico
PERSONA QUE TOMA LA MUESTRA: Alejandro Flores
CONDICIONES AMBIENTALES: T max.:25.0°C. Tmin.: 15.0°C

RESULTADOS ANALITICOS:

EPA3051a ng/Kg
Espectrofotgmetri

. METODO o ) INCERTIDUMBRE VALOR LIMITE
PARAMETROS RRETDOA UNIDAD RESULTADO ®=2) PERMISIBLE (M)
Hidrocarburos PEE/LABCESTTA/26 . 5 S cos
Totales TNRCC 1005 mg/Ke 315,82 £26% -
Hidrocarburos PEE/LABCESTTA/23
Aromaticos EPA SW-846 Method mg/Kg 0.30 +30% -
Policiclicos 8310
PEE/LABCESTTA/197
*Bario EPA 3050B- mg/Kg 291.63 - -
3051/6010B |
PEE/LABCESTTA/197 [
*Vanadio EPA 3050B- mg/Kg 95,91 - -
3051/6010B
PEE/LABCESTTA/197 l/
*Cobre EPA 3050B- mg/Kg - -
3051/6010B
Niwogeno Total | pre/r ABCESTTA/SS . i )
Kjeldhal i
*Fosforo Total PEE/LABCESTTA/127

*Potasio

PEE/LABCE TTA.#l‘{
A 3D51 A/ EPA Kg 231407
£00.7 IC

Potencial ¢&

PEE/IJABCESTTA/24 Unidades de

i 7, +0.15 -
Hidrogeijo PA 045D pH o8 0.1
\__| pefLaBcEsTTA/O ,
e 04, bl - -
Humedad ASTM D4050 % 82
Este documento no puede ser reproducido m total n1 parcialmente sm la aprobacién escrita del laboratorio. Pagmna 1de 2

Los resultados arriba indicados sdlo estin relacionados con los objetos ensayados

MCO01-14

Realizado por:CACERES, A. 2015

Fuente: LABCESTA
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CESTTA

LABCESTTA

SGC

~ CENTRO DE SERVICIOS
TECNICOS Y TRANSFERENCIA
TECNOLOGICA AMBIENTAL

LABORATORIO DE ANALISIS
AMBIENTAL E INSPECCION

Panamericana Sur Km. 1 %2
Telefax: (03) 3013183
ESPOCH (FACULTAD DE CIENCIAS)
RIOBAMBA - ECUADOR

LABORATORIO DE
ENSAYO ACREDITADO
POR EL OAE

ACREDITACION
N° OAE LE 2C 06-008

OBSERVACIONES:

*  Muestra receptada en el laboratorio.

¢  Los ensayos marcados con (*) no estan incluidos en el alcance de la agreditacion d

RESPONSABLE:

Realizado por: CACERES, A. 2015
Fuente: LABCESTA

</

. Mauricio’Alvarez

O RES, OM TECNICO
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Anexo N: INFORMES DE RESULTADOS DE LOS LIXIVIADOS

CESTTA

CENTRO DE SERVICIOS TECNICOS Y

TRANSFERENCIA TECNOLOGICA AMBIENTAL

DEPARTAMENTO :

\ LABORATORIO DE ANALISIS AMBIENTAL E INSPECCION

(LABCESTTA)

Panamericana Sur Km. 1 32, ESPOCH (Facultad de Ciencias)
RIOBAMBA - ECUADOR
Telefax: (03) 3013183

INFORME DE ENSAYO No.
ST:

Nombre Peticionario:
Atn.
Direccion:

FECHA:

NUMERO DE MUESTRAS:

FECHA Y HORA DE RECEPCION EN LAB:
FECHA DE MUESTREO:

FECHA DE ANALISIS:

TIPO DE MUESTRA:

CODIGO LABCESTTA:

CODIGO DE LA EMPRESA:

PUNTO DE MUESTREO:

ANALISIS SOLICITADO:

PERSONA QUE TOMA LA MUESTRA:
CONDICIONES AMBIENTALES:

RESULTADOS ANALITICOS:

748
15— 009 ANALISIS DE LIXIVIADOS

NA

Ing. Marcela Erazo
Panamericana Sur km 1 %
Riobamba — Chimborazo

07 de Mayo del 2015

1

2015/04/28 — 08:34

2015/04/15 — 08:00

2015/04/28 - 2015/05/07
Lixiviado

LAB-L 016-15

LC-B

Laboratorio de Biotecnologia de facultad de Ciencias
Fisico — Quimico

Alejandro Flores

T max.:25.0 °C. T min.: 15.0°C

FTOETLTEATE: VALOR LIMITE
PARAMETROS METODO/NORMA UNIDAD EEESHEIEDH
(L))
- . PEE/LABCESTTA/174 ; S
Vanadio EPA245.7/EPA 3015 ng/l 52,90
" PEE/LABCESTTA/174 ,

Barlo EPA245.7/EPA 3015° ne/l 131,60

Cobre EPA 1311 /200.7 ICP ngl 2,07 -
OBSERVACIONES:
e  Muestra receptada en el laboratorio.
RESPONSABLE DEL INFORME:

Dr. Mauricio Alvarez
RESPONSABLE TECNICO

Este documento no puede ser reproducido ni total ni parcialmente sin la aprobacion escrita del laboratorio. Pagina 1 de 1
Los resultados arriba indicados sélo estén relacionados con los objetos ensayados Edicion 3

MC01-16

Realizado por: CACERES, A. 2015
Fuente: LABCESTA
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CESTTA

DEPARTAMENTO :

(LABCESTTA)

RIOBAMBA - ECUADOR
Telefax: (03) 3013183

CENTRO DE SERVICIOS TECNICOS Y
TRANSFERENCIA TECNOLOGICA AMBIENTAL

\ LABORATORIO DE ANALISIS AMBIENTAL E INSPECCION

Panamericana Sur Km. 1 ¥, ESPOCH (Facultad de Ciencias)

INFORME DE ENSAYO No.
ST:

Nombre Peticionario:
Atn.
Direccion:

FECHA:

NUMERO DE MUESTRAS:

FECHA Y HORA DE RECEPCION EN LAB:
FECHA DE MUESTREO:

FECHA DE ANALISIS:

TIPO DE MUESTRA:

CODIGO LABCESTTA:

CODIGO DE LA EMPRESA:

PUNTO DE MUESTREO:

ANALISIS SOLICITADO:

PERSONA QUE TOMA LA MUESTRA:
CONDICIONES AMBIENTALES:

RESULTADOS ANALITICOS:

748
15— 009 ANALISIS DE LIXIVIADOS

NA

Ing. Marcela Erazo
Panamericana Sur km 1 %4
Riobamba — Chimborazo
07 de Mayo del 2015

1

2015/04/28 — 08:34
2015/04/15 — 08:00
2015/04/28 - 2015/05/07
Lixiviado

LAB-L 015-15

LC-BA

Laboratorio de Biotecnologia de facultad de Ciencias

Fisico — Quimico
Alejandro Flores
T max.:25.0 °C. T min.: 15.0°C

RESULTADO VALOR LIMITE
PARAMETROS METODO/NORMA UNIDAD HERMISIHIBH
(|
- . PEE/LABCESTTA/174 ,
Vanadio EPA245.7/EPA 3015° ne/l 6,12
. PEE/LABCESTTA/174 p

Barto EPA245.7/EPA 3015 ne/l 330,10 .

Cobre EPA 1311/200.7 ICP ng/l 236 -
OBSERVACIONES:
e Muestra receptada en el laboratorio.
RESPONSABLE DEL INFORME:

Dr. Mauricio Alvarez
RESPONSABLE TECNICO

Este documento no puede ser reproducido ni total 1 parcialmente sin la aprobacion escrita del laboratorio. Pagina 1 de 1
Los resultados arriba mdicados sélo estan relacionados con los objetos ensayados Edicién 3

MC01-16

Realizado por: CACERES, A. 2015
Fuente: LABCESTA
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3

CESTTA

CENTRO DE SERVICIOS TECNICOS Y
TRANSFERENCIA TECNOLOGICA AMBIENTAL

DEPARTAMENTO :

LABORATORIO DE ANALISIS AMBIENTAL E INSPECCION

(LABCESTTA)

Panamericana Sur Km. 1 *;, ESPOCH (Facultad de Ciencias)

RIOBAMBA - ECUADOR
Telefax: (03) 3013183

INFORME DE ENSAYO No.
ST:

Nombre Peticionario:
Atn.
Direccion:

FECHA:

NUMERO DE MUESTRAS:

FECHA Y HORA DE RECEPCION EN LAB:
FECHA DE MUESTREO:

FECHA DE ANALISIS:

TIPO DE MUESTRA:

CODIGO LABCESTTA:

CODIGO DE LA EMPRESA:

PUNTO DE MUESTREO:

ANALISIS SOLICITADO:

PERSONA QUE TOMA LA MUESTRA:
CONDICIONES AMBIENTALES:

RESULTADOS ANALITICOS:

748
15— 009 ANALISIS DE LIXIVIADOS

NA

Ing. Marcela Erazo
Panamericana Sur km 1 %2
Riobamba — Chimborazo

07 de Mayo del 2015

1

2015/04/28 — 08:34

2015/04/15 — 08:00

2015/04/28 - 2015/05/07
Lixiviado

LAB-L 014-15

LC-H

Laboratorio de Biotecnologia de facultad de Ciencias
Fisico — Quimico

Alejandro Flores

T max.:25.0°C. T min.: 15.0°C

RESCLTADO VALOR LIMITE
PARAMETROS METODO/NORMA UNIDAD [HOLGTRITE LD
(L))
- . PEE/LABCESTTA/174 ;
Vanadio EPA245.7/EPA 3015° ng/l 9,89 -
. PEE/LABCESTTA/174
) / 2. -
Barlo EPA245.7/EPA 3015 nell 152,20
Cobre EPA 1311 /200.7 ICP pe/l 3.85 -
OBSERVACIONES:
e  Muestra receptada en el laboratorio.
RESPONSABLE DEL INFORME:
Dr. Mauricio Alvarez
RESPONSABLE TECNICO
Este documento no puede ser reproducido m total n1 parcialmente sin la aprobacién escrita del laboratorio. Pagina 1 de 1
Los resultados arrba indicados solo estan relacionados con los objetos ensayados Edicion 3

MCO01-16

Realizado por: CACERES, A. 2015
Fuente: LABCESTA
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