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RESUMEN

El objetivo del presente estudio fue evaluar la degradacion de arsénico con cepas bacterianas
aidadas de relaves mineros del cantén Ponce Enriquez de la provincia de Azuay. A partir de las
muestras de relaves, se aidl0 47 cepas bacterianas que fueron sometidas a pruebas de resistencia a
arsénico, para lo cua se usd como medio de cultivo OGYE Agar Bacto adicionando arsenito y
arsenato a diferentes concentraciones. La capacidad de oxidacion o reduccion de arsénico fue
evaluada mediante pruebas cualitativas con nitrato de plata. La caracterizacion se realizdé mediante
el sistema de pruebas bioquimicas MICROGEN MID 64 y MID 65. Se obtuvo 8 cepas que
resistieron concentraciones de 30mM de arsenito y arsenato, las cuales se identificaron como
bacilos Gram negativos de los géneros Pseudomona, Vibrio y Pasteurella. El 100% de las bacterias
identificadas fueron capaces de reducir el arsenato a arsenito en un periodo de 5 dias. Se concluy6
gue las bacterias aidadas son extremotolerantes debido a su crecimiento en un medio con atos
niveles de arsénico, que ademas pueden reducirlo como un mecanismo de detoxificacion. Se
recomienda continuar con identificacion de bacterias resistentes a arsénico para comprender su

funcién en el ambiente y sus posibles aplicaciones en tratamientos bi otecnol 4gicos.

Palabras clave: <DEGRADACION DE ARSENICO>, <RELAVES MINEROS>,
<AISLAMIENTO DE BACTERIAS>, <ARSENITO>, <ARSENATO>, <EXTREMOFILAS>,
<Pseudomona>, <Vibrio>, <Pasteurella>, <TRATAMIENTOS BIOTECNOL OGICOS>.
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SUMMARY

The aim of this study was to assess degradation of arsenic with bacterial strains isolates from mine
tailings at Ponce Enriquez Canton in Azuay province. From tailings samples 47 bacterial strains
were isolated and tested for resistance arsenic, for which it was used as culture medium
Oxytetracycline Glucose Y east Extract (OGY E) agar Bacto adding arsenic and arsenate in different
concentrations. Oxidation capacity or reduction of arsenic was assessed by qualitative test with
silver nitrate. The description was performed using biochemical test system with 64 and 65
Microgen identification (MID). It was obtained 8 strains that resisted 30mM of arsenic and arsenate
concentrations, these were identified as a gram negative bacillus from Pseudomonas, Pasteurella
and Vibrio. The 100% of bacteria were able to reduce arsenate to arsenite in a period of 5 days. It
concluded that isolated bacteria are extremotol erant due to its growth on a medium containing high
levels of arsenic, which can also reduce as a detoxification process. It is recommended to continue
identifying arsenic resistant bacteria in order to understand their role in the environment and its

possible applications in biotechnology treatments.

Key words. <DEGRADATION OF ARSENIC>, <MINE TAILINGS>, <ISOLATION OF
BACTERIA>, <ARSENITE>, <ARSENATE> <EXTREMOTOLERANT>, <Pseudomonas>,
<Pasteurella>, <Vibrio>, <BIOTECHNOLOGY TREATMENTS>.
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INTRODUCCION

La mineria es una actividad que ha causado impactos negativos a nivel global, debido a las
emisiones contaminantes que ateran ecosistemas terrestres, acuaticos, aéreos, y producen
afectaciones en la salud humana. En Ecuador se han Ilevado a cabo actividades de mineria artesanal
desde épocas preincaicas, colonos espafioles y empresas extranjeras encontraron una ata
rentabilidad en la explotacion de los minerales de los suelos dd pais, desde entonces los

ecuatorianos iniciaron también la explotacion a gran escala estos recursos (Camara de mineria del
Ecuador, 2013, http://www.cme.org.ec/).

Actuamente en Ecuador la mineria se ha tecnificado pero aln existe una alta presencia de mineros
informales. En la mineria a gran escala como en la artesana persisten problemas sociales, legalesy
ambientales. La emision de efluentes con atas concentraciones de metales pesados es uno de los
principales problemas. Los metales pesados y otros contaminantes han aterado ecosistemas
terrestres y acuéticos, ademas, afectan directa o indirectamente a las poblaciones cercanas a las

Z0Nas mineras (Fundacion Ecoldgica Arcoiris, 2006, p. 28).

El cantdon Ponce Enriquez de la provincia de Azuay cuenta con un ato nimero de compariias
mineras nacionales que operan permanentemente en la extraccion de oro y plata. A lo largo del
tiempo se ha evidenciado € deterioro de la calidad del agua en riosy quebradas del sector, debido a
los vertidos de mineria que contienen sedimentos, mercurio, metales pesados, solidos disueltos,

aguas acidas, aceites, lubricantes, y aguas servidas (Duréan, 2008, p. 3).

La mineria conlleva € uso de reactivos quimicos que pueden causar ateraciones de aguas
superficiales y subterraneas. Ademas, los contaminantes pueden ser transportados por € agua y
contaminar otros medios. De ahi radica la importancia de tratar las aguas residuales mineras y
devolver a ambiente un agua libre de compuestos quimicos toxicos y peligros (Fundacién Ecolégica

Arcoiris, 2006, p. 13).



El arsénico puede llegar a agua mediante procesos naturales asociados a la composicion geol égica
del suelo, pero actualmente las actividades antropogénicas como la mineria, e curtido de pieles, €
uso de pesticidas y plaguicidas que contienen arsénico, han incrementado la contaminacion de
fuentes hidricas. A nivel mundia se usa grandes cantidades de arsénico para € tratamiento de
madera, en menor cantidad se usa para productos quimicos agricolas, y otro pequefio porcentgje es

usado en lafabricacion de vidrios, uso farmacéutico y a eaciones no ferrosas (Ahumada, 2014, p. 34).

El arsénico puede presentarse en su forma organica o inorganica, ambas son toxicas, pero la
inorganica es lamés perjudicial. Este metal oide puede ser liberado a la atmdésfera debido a procesos
tales como: erupciones volcénicas, quema de vegetacion y combustién de carbon. La accion
volcénica es una de las principales fuentes, en este proceso € metal es liberado en forma de
trioxido de arsénico, las particul as son dispersadas en € ambiente y luego se depositan nuevamente

en latierra (Agenciapara sustancias toxicas y e registro de enfermedades, 2014, http://www.atsdr.cdc.gov).

En €l aire la concentracion de arsénico varia entre 1y 10 ng/m® en dreas rurdlesy puede alcanzar
valores de 20 ng/m® en &reas urbanas. En suelo no contaminado la concentracion de arsénico es
usualmente menor a 20 mg/kg de suelo. Mientras que en agua no contaminada puede presentarse en

concentraciones entre 1y 10 pg/L (Carabantesy Fernicola, 2003, pp. 365).

La principal via de exposicion para los seres humanos es a través del agua y aimentos
contaminados. Los mariscos se caracterizan por contener arsénico organico, € cual, en pocas
cantidades no afecta a organismo. Mientras que €l inorgénico puede ser consumido directamente
en agua contaminada, alimentos preparados con agua contaminada o cultivos regados con esta

agua. (Agenciaparasustanciastoxicasy el registro de enfermedades, 2014, http://www.atsdr.cdc.gov).

Las afectaciones debido a la exposicion a arsénico varian de acuerdo a la poblacion y la zona
geogréfica, por o tanto no se tiene una definicion fija de sus efectos, pero en general se puede

considerar que el consumo de agua o alimentos contaminados con arsénico producen en los seres



humanos alteraciones en la piel como cambios de pigmentacion, lesiones y callosidades en manosy

pies (Agencia para sustancias toxicas y € registro de enfermedades, 2014, hitp://www.atsdr.cdc.gov).

Cuando la exposicion es prolongada, aproximadamente cinco afios 0 mas, € arsénico puede ser
precursor de cancer de piel, cancer de vejiga y cancer de pulmén. Ademas puede provocar
deficiencias en e desarrollo, enfermedades cardiovasculares, neurotoxicidad y diabetes. En casos
de intoxicacion aguda, se pueden presentar sintomas de vomitos, dolor abdominal, diarrea,
entumecimiento u hormigueo en manos y pies, calambres musculares, y en casos extremos, la

muerte (Agencia para sustancias toxicas y el registro de enfermedades, 2014, http://www.atsdr.cdc.gov).

Actualmente la contaminacion de agua por arsénico es un problema de salud publica. En algunos
paises como Argentina, India, Taiwan y Vietnam las atas concentraciones de arsénico en el agua
se deben alapresencianatural del metal en el ambiente. Y en paises como Chile, México y China
la contaminacion es causada por actividades antropogeénicas como la mineria 'y la quema de carbon
(Ahumada, 2014, p. 35).

En 1958 |a Organizacion Mundial de la Salud indico un limite méximo permisible de arsénico en e
agua potable de 200 pg/L. En 1963, la concentracion maxima se redujo a 50 Hg/L. Posteriormente,
tras estudios realizados acerca de latoxicidad del metal, la OMS paso a considerar a arsénico como
una de las 10 sustancias quimicas mas preocupantes para la salud publica y recomendd una
concentracion maxima de 100 pg/L en el agua cruda para potabilizar y 10 pg/L en el agua potable,
este valor ha sido adoptado en Estados Unidos y Europa. Mientras que en paises como Bahrein,
Bangladesh, Boalivia, China, Egipto, India, Indonesia, Omén, Filipinas, Arabia Saudita, Sri Lanka,
Vietnam y Zimbabwe, se mantiene el limite anterior de 50 pg/L para el agua potable (Ahumada, 2014,
p. 36).

En Ecuador de acuerdo a la Norma Técnica Ecuatoriana NTE INEN 1108, el limite maximo
permisible para el agua potable es de 10 pg/L, que concuerda con lo recomendado por la OMS
(INEN, 2014, p. 2).



Dentro de la presente investigacion se evalud la actividad bacteriana en medios de cultivos con
concentraciones variables de arsénico. El estudio de la biotransformacion de arsénico es importante
debido a que este metal se encuentra de forma natural en el ambiente, de igual forma es necesario
conocer y tratar e arsénico presente en fuentes hidricas, ya que es la forma mas comin para entrar

en contacto con Seres Vivos.

Se analiz6 un método de biorremediacion utilizando bacterias nativas, € cual, en comparacion con
técnicas fisicas y quimicas, produce iguales o0 mejores resultados para el tratamiento de medios
contaminados o alterados. La biorremediacion presenta grandes beneficios ambientales y
econdmicos, es féacil de implementar, generamente requiere menos equipos y mantenimiento,

ademés, no produce subproductos peligrosos. (Castillo R., 2005, p. 32).

Laimportancia de esta investigacion esta reflgjada en € estudio de un método biotecnol 6gico para
tratar arsénico, un metal pesado que se encuentra en altas concentraciones en los efluentes liquidos

mineros, o que permitira dar solucién a un problemarelevante del pais.

El presente estudio aspira ser un aporte tedrico y practico para futuros proyectos de investigacion,
gue incluyan la aplicacion y evaluacion de las bacterias aidladas en tratamientos de efluentes

liquidos industriales, asi como el analisis de nuevas técnicas de biorremediacion.



CAPITULOI

1 MARCO TEORICO REFERENCIAL

11 Antecedentes dela investigacion

En e informe del Monitoreo ambiental de las &reas mineras en e sur del Ecuador, 1996 -1998
PRODEMINCA (Proyecto de Desarrollo Minero y Control Ambiental) -Banco Mundial se
establece que la explotacion de oro en e sur del Ecuador ha causado considerables impactos
ambientales siendo los més severos los de las areas Portovelo, Zaruma, y Camilo Ponce Enriquez

(Durén, 2008, p. 3).

Los contaminantes més importantes son los metales pesados y el cianuro, y las principales fuentes
contaminantes son los efluentes liquidos descargados directa o indirectamente en los rios. Estas
descargas han provocado la extincién de toda forma de vida superior en ciertos tramos de rios y han
alterado considerablemente el agua, 10 que imposibilita su uso como agua potable, parairrigacion o

criaderos acuéticos (Duréan, 2008, p. 4).

1.2. Lamineria en Ecuador

Ecuador ha mantenido una explotacion minera desde épocas preincaicas. La actividad minera se

intensificd con la colonizacion. Es asi que en 1904 se constituy la South American Devel opment
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Company (SADCO), comparfiia norteamericana que egecutd la prospeccion, la exploracion, €
desarrollo y la produccion de la mina de Portovel o, hasta 1950. Su produccién estimada de oro fue
de 3'500.000 onzas (Camara de mineria del Ecuador, 2015, http://www.cme.org.ec/). Desde entonces se han

implantado en Ecuador compafias nacional es e internacional es dedicadas a esta actividad.

1.3. Descripcion del area deinfluencia

El canton Camilo Ponce Enriquez fue creado e 28 de Marzo del 2002, pertenece a la provincia de
Azuay y limita a Norte con los cantones Naranjal y Cuenca, al Sur con la parroquia Tendales de la
Provincia de El Oro, a Este con los cantones Cuenca, Santa Isabel y Pucarg; y, a Oeste con las
parroquias de Tenguel y Balao. Su climaes tropical hiumedo. El cantdn cuenta con una poblacion de

21,998 habitantes, 12.211 hombres y 9.787 mujeres (Ingtituto Nacional de Estadistica y Censos, 2010,

http://www.ecuadorencifras.gob.ec/).

En cuanto a educacion, € cantdn cuenta con 32 escuelas unidocentes, 17 escuelas pluridocentes, 6
escuelas completas, 8 extensiones de la Unidad Educativa a Distancia dd Azuay, 3 Colegios
Nacionales, 2 Unidades Educativas Particulares, 1 Centro de Formacion Artesanal, 1 Colegio Semi-

Presencial (Instituto Nacional de Estadisticay Censos, 2010, http://www.ecuadorencifras.gob.ec/).

Respecto a salud, cuenta con un centro de salud y 5 sub-centros ubicados estratégicamente en las

comunidades: Bella Rica, Shumiral, Rio Balo, Luz y Guia y en la Parroquia Carmen de Pujili
(Instituto Nacional de Estadisticay Censos, 2010, http://www.ecuadorencifras.gob.ec/).

La agricultura es una de las principales actividades econdmicas, pero e canton destaca a nivel

nacional por mantener un alto indice de extraccion minera (Instituto Nacional de Estadisticay Censos, 2010,

http://www.ecuadorencifras.gob.ec/).



14. Descripcion dela compariia minera MINEREICIS S A

MINEREICIS SA. es una empresa privada dedicada a la exploracion, explotacion, beneficio,
fundicidn, refinacion y comercializacion de oro, cuyos procesos se redlizan con absoluta
responsabilidad ambiental, para lo cua ha establecido un plan de mango ambiental con los
respectivos programas. Dispone de un equipo humano experto y especiaizado, formado en las
disciplinas humanisticas, sociales, ambientales, de la mineria y la geologia. Ademas la empresa
busca una mejora continua mediante la implementacion y actualizacion de las técnicas de
extraccion de minerales y tratamiento de aguas residuales (Compafiia Minera Reina del Cisne, 2010, p. 2).
Actualmente la Compafiia cuenta con més de 320 trabajadores, brindandoles asi un empleo y salario

digno.

Ubicacién de la empresa:

- Sector: LaLopez Alto

- Parroquia: Camilo Ponce Enriquez

- Canton: Camilo Ponce Enriquez

- Provincia: Azuay

- Extension: 90 hectéreas

- Coordenadas L atitud: 64223; Longitud: 965855
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Figura 1-1 Ubicacion de la Compatiia Minera MINEREICIS SA.
Fuente: Google Earth, 2015



15. Mineria

La mineria es la actividad de extraccion de minerales de la corteza terrestre con € fin de obtener un
beneficio econdmico. La mineria se puede redizar a cielo abierto o subterraneo de acuerdo a

yacimiento (Fundacién Ecol6gica Arcoiris, 2006, p. 34). Consta de |os procesos de:

- Prospeccion: es la blsqueda de areas que contengan indicios minerales para el desarrollo de
proyectos mineros através del andlisis de rocasy sedimentos.

- Exploracion: este proceso permite identificar la existencia de yacimientos minerales, asi
como €l tipo y cantidad de estos minerales mediante testigos, calicatas y trincheras de
exploracion.

- Explotacion: es € conjunto de operaciones y trabajos mineros destinados a la preparacion y
desarrollo de yacimientos, y ala extraccién y transporte de los minerales.

- Beneficio: consiste en separar el metal del material extraido, usando procesos mecanicos y
quimicos.

- Fundicion: obtencion de minerales de ata pureza (Fundacion Ecoldgica Arcoiris, 2006, p. 34).

1.6. Efectos dela actividad minera

RECURSO AIRE

El recurso aire durante la actividad minera es afectado por |as emisiones de material particulado y €l
ruido. A travésdel aire setransportan gases de mercurio, cianuro, nitrosos, 6xido de azufre, gases
de escapes de motores (perforadores, compresores, otros) y gases de fundicion. En la perforacion y
voladura asi como en el transporte y beneficio de minerales, se genera atas cantidades de polvo.
También se producen elevados niveles de ruido debido a motores, generadores de energia el éctrica,

compresores, perforadoras, explosiones, locomotoras, otros (Fundacion Ecoldgica Arcoiris, 2006, p. 37).



RECURSO SUELO

El Art. 80 de la Ley de Mineria, respecto a la revegetacion y reforestacion, establece lo siguiente:
“Si la actividad minera requiere de trabajos a que obliguen al retiro de la capa vegetal y la tala de
arboles, serd obligacién del titular del derecho minero proceder alarevegetacion y reforestacion de
dicha zona preferentemente con especies nativas, conforme lo establecido en la normativa

ambiental y al plan de manejo ambiental” (Ley de Mineria, 2013, www.hidrocarburos.gob.ec).

MINEREICIS S.A. mantiene un orden y control estricto en cada uno de sus procesos, gracias a esto,
la compafiia no causa ateraciones significativas en €l suelo y esto se comprueba por la presencia de
fauna y flora autéctona. Sin embargo, la presencia de escombreras y la produccién de vibraciones

que pueden afectar la estructuray firmeza del suelo.

RECURSO AGUA

Los efluentes ligquidos de las mineras producen contaminacion de vertientes con sedimentos,
mercurio, metales pesados, solidos disueltos, aguas &cidas, aceites, lubricantes, y aguas servidas.
Las consecuencias del uso de reactivos quimicos pueden aterar aguas superficiales y subterraneas.
Ademés, los contaminantes pueden ser transportados por €l agua y contaminar otros medios y

0rganismos (Fundacion Ecolégica Arcoiris, 2006, p. 28).

1.7. Relaves Mineros

Los relaves son una mezcla toxica de rocas, tierra, agua, minerales y sustancias quimicas, que
constituyen un subproducto de procesos mineros, usua mente se componen de un 50% de agua. Esta

mezcla debido a su composicién debe ser tratada previa a su descarga a una fuente hidrica (Fundacion
Ecolégica Arcoiris, 2006, p. 38).



1.7.1 Composicion de los relaves mineros

Solidos suspendidos totales

Son particulas que pueden ser de origen organico e inorganico y que estén presentes en € agua. Este

pardmetro esté directamente relacionado con la turbiedad y color del agua (Doménech y Pérez, 2006, p.
58).

Cianuro total

La actividad minera es una de las principales fuentes de emision de cianuro, causante de la

contaminacion de suelo, aire y agua (Fundacion Ecol6gica Arcoiris, 2006, p. 40).

Los cianuros son un grupo de compuestos quimicos gque dentro de su estructura contienen € grupo
cianuro, gque es un grupo formado por la union de un d&omo de carbono y un &omo de nitrégeno
mediante tres enlaces. Estos compuestos pueden ocurrir en forma natural o por  manufactura.
Algunos microorganismos como bacterias, hongos y agas tienen la capacidad de producir cianuro.
También puede ser encontrado alimentos y plantas, como por gemplo en aimendras, frijoles, soya,
espinaca y raices de yuca. La mayoria de los cianuros en suelo y agua provienen de procesos
antropogénicos, como industrias de sustancias quimicas organicas, industrias de hierro o acero,
incineracion de basura, uso de plaguicidas que contienen cianuro, en la mineria, entre otros (Agencia

para sustancias téxicasy el registro de enfermedades, 2014, http://www.atsdr.cdc.gov).

El cianuro de hidrégeno, de sodio y de potasio son las formas mas comunes presentes en el
ambiente debido alas actividades industriales. El cianuro de hidrégeno es un gas que ha sido usado
para gecuciones en cdmaras de gas y constituye un arma quimica. Cuando el cianuro entra en

contacto con agua una parte se transforma en cianuro de hidrégeno y se evapora, la otra parte es
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transformada por |os microorganismos, plantas y animales pequefios (Agencia para sustancias toxicas y

registro de enfermedades, 2014, http://www.atsdr.cdc.gov)..

L os tiocianatos son un grupo de compuestos que se producen por la reaccién del cianuro libre con
azufre, esta reaccion ocurre en € ambiente y en € cuerpo humano cuando e cianuro ingresa al
organismo. Los tiocianatos se encuentran en € agua debido a la contaminacion con agua del

procesamiento de carbdn, la extraccion de oro y plata (Agencia para sustancias téxicas y € registro de
enfermedades, 2014, http://www.atsdr.cdc.gov).

Vias de exposicion

El cianuro puede ingresar a cuerpo por inhalacion, ingesta o contacto directo. El cianuro no es
biocacumulable, dependiendo de la cantidad y tiempo de exposicion estos compuestos pueden
abandonar el cuerpo a través de la orina 0 en forma de anhidrido carbénico 24 horas después de la

€xposicidn (Agencia para sustancias toxicas y €l registro de enfermedades, 2014, http://www.atsdr.cdc.gov)..

Cuando € cianuro ingresa a cuerpo es transformado a tiocianato y de esta forma puede ser

eliminado (Agenciapara sustancias toxicas y € registro de enfermedades, 2014, www.atsdr.cdc.gov).

Efectosen la salud

L os efectos agudos de la exposicién a cianuro pueden ser:

- Respiracién acelerada.
- Convulsiones.
- Pérdida del conocimiento.

- Al contacto, puede producir irritacion o ampollas en lapiel.
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L os efectos cronicos pueden ser:

- Darios d cerebro.

- Darios a corazon.

- Los tiocianatos afectan la glandula tiroides en seres humanos, afectando la produccion
hormonas.

- Muerte (Agenciaparasustancias toxicasy € registro de enfermedades, 2014, www.atsdr.cdc.gov).

DQO (Demanda Quimica de Oxigeno)

Demanda quimica de oxigeno, es un pardmetro que mide la cantidad de oxigeno que necesita €
agua para oxidar las sustancias por medios quimicos. Este parametro siempre debe ser mayor que la
DBO. Es un indicador de la contaminacion del agua ya que es directamente proporcional a la

cantidad de materia organica presente en el agua (Doménech, y Pérez, 2006, p. 45).

DBO (Demanda Bioguimica de Oxigeno)

Demanda bioquimica de oxigeno, es un pardmetro que indica la cantidad de oxigeno necesario para
degradar la materia susceptible de ser consumida o transformada por medios biolégicos en una
muestra liquida. Es un indicador importante de la contaminacién en € agua, y a igua que la DQO,

se mide en mg/L (Doménech, X; Pérez, J. 2006, p. 45).

Nitritosy nitratos

Nitrato y nitrito son especies ionicas que se encuentran cominmente disueltas en agua superficial y
subterranea, en asociacion con iones tales como sodio y potasio. En € ambiente el Nitrito se oxida

paraformar nitrato, que es un compuesto mas estable que € nitrato. Mientras que la transformacion
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de nitrato a nitrito se puede dar mediante proceso biolégicos de plantas 0 microorgani smos (Agencia

parasustancias toxicasy €l registro de enfermedades, 2015, p. 3).

El nitrato ingresa a ambientes acuaticos y terrestres de forma natura debido a proceso de
descomposicion de productos animales y vegetales. Nitrito y nitrato pueden ingresar a aire, aguay
suelo debido a proceso de nitrificacion realizado por bacterias, € cua consiste en oxidar el

amoniaco a nitrito y el nitrito a nitrato (Agencia para sustancias téxicas y € registro de enfermedades, 2015, p.
4).

Estos compuestos son usados para preservar alimentos y en la fabricacion de explosivos y
municiones. Ademas, €l nitrato es un nutriente para las planta, por 1o que es comercializado en

abonos (Agencia para sustancias toxicas y € registro de enfermedades, 2015, p. 4).

Viasdeexposicion

Pueden ingresar al organismo por ingesta de agua o alimentos contaminados y por inhalacion.
Plantas como la lechuga y espinaca representan aproximadamente el 80% del nitrato que consumen

los seres humanos. Algunas carnes contienen nitrato y/o nitrito de sodio como preservativo (Agencia
para sustancias téxicasy el registro de enfermedades, 2015, p. 4).

Efectos en la salud

En el organismo los nitratos son transformados a nitritos y éstos convierten la hemoglobina en
metahemoglobina, sustancia que inhibe e transporte de oxigeno en la sangre. Es atamente
peligroso paralos nifios, pudiendo causar la muerte. Ademas |os nitratos pueden formar compuestos
cancerigenos y son causantes de metahemoglobina. Se considera que €l nitrito puede ser propul sor

de cancer gastrointestinal, pero existen pocos estudios que respal das esta teoria (Agencia para sustancias
toxicasy €l registro de enfermedades, 2015, p. 4).
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M etales pesados

Arsénico

El arsénico es un metaloide que se encuentra naturalmente en el ambiente, no se degrada ni se
evapora. Su forma organica es menos toxica que lainorganica. La OMS lo ha declarado como uno
de los diez productos quimicos causantes de graves problemas de salud publica. El arsénico es
utilizado en aeaciones, para € curtido de pieles y en menor cantidad para la fabricacion de

plaguicidas, piensosy productos farmacéuticos (Agencia para sustancias téxicas y € registro de enfermedades,
2014, http://www.atsdr.cdc.gov).

Viasdeexposicion

Puede ingresar a organismo por ingesta de agua o alimentos contaminados, por inhaaciény por

contacto directo (Agenciapara sustancias toxicas y € registro de enfermedades, 2014, http://www.atsdr.cdc.gov).

Efectosen la salud

Produce lesiones cuténeas, dafios genéticos, malformaciones oculares, renales, complicaciones del
embarazo y es cancerl'geno (Agencia para sustancias toéxicas y € registro de enfermedades, 2014,
http://www.atsdr.cdc.gov).

Mercurio

El mercurio se encuentra en e ambiente en tres formas, como mercurio metalico, orgénico e

inorganico. El mercurio metdlico se usa para la extraccion de oro. A temperatura ambiente €l
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mercurio metdico es liquido y tiende a evaporarse, formando vapores de mercurio. Estos vapores
son incoloros, inodoros y altamente toxicos, pueden ser transportados en el ambiente y contaminar
aire, aguay suelo. El mercurio, usualmente proviene de la actividad volcénica, la erosién derocas y
actividades antropogénicas como: combustion de carbén, uso de calefacciones, incineracion y la

mineria (Organizacion Mundial dela Salud, 2013, http://mww.who.int).

Algunas bacterias transforman € mercurio en metilmercurio que es un compuesto bioacumulable y
esta presente principa mente en peces y mariscos, y es precisamente el consumo de estos alimentos,
la via mas comln via de exposicion para los seres humanos (Organizacion Mundia de la Salud, 2013,

http://www.who.int).

Viasdeexposicion

Este metal puede ingresar a cuerpo por ingesta, inhalacion o contacto directo y se acumula
principalmente en los rifiones y una pequefia parte en € cerebro (Organizacion Mundia dela Salud, 2013,

http://www.who.int).

Efectos en la salud

La mayor parte del mercurio metélico absorbido por el cuerpo se elimina eventualmente en la orina
y las heces, y cantidades pequefias se eliminan en el aire que se expira. Laexposicion breve a altos
niveles de vapores de mercurio metalico en € aire puede dafiar el revestimiento de la boca e irritar
los pulmones y |as vias respiratorias, produciendo opresion del pecho, una sensacion de ardor en los
pulmones y tos. La inhaacion de vapor de mercurio también puede producir nausea, vomitos,
diarrea, aumento de la presién o aceleracion de los latidos del corazdn, erupcion de la piel e
irritacion de los ojos. El mercurio es un compuesto teratogénico ya que puede dafar el cerebroy e

sistema nervioso del feto (Organizacion Mundial de la Salud, 2013, http://www.who.int).
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Plomo

El plomo es un metal altamente téxico. La OMS lo ha declarado como uno de los diez productos
quimicos causantes de graves problemas de salud publica. Las principales fuentes de contaminacion
por plomo son las actividades mineras, metalUrgicas, baterias plomo-écido y € uso de pinturas y

gasolinas con plomo (Organizacion Mundial delaSalud, 2015, http://www.who.int).

Viasdeexposicion

Puede ingresar a organismo por inhalacion, ingesta o contacto directo. Es bioacumulable
(Organizacion Mundia delaSalud, 2015, http://www.who.int).

Efectos en la salud

Este metal causa dafios en el cerebro y el sistema nervioso, es teratogénico, mutagénico y puede
ingresar a organismo mediante €l ciclo del calcio, por 1o que se acumula en dientes y huesos. En los
nifios puede causar problemas cerebrales y del sistema nervioso, mientras que en adultos aumentan
€l riesgo de hipertension arteria y lesiones renales. En mujeres embarazadas puede causar aborto o

dafos en € feto (Organizacion Mundial delaSalud, 2015, http://www.who.int).

Cobre

Es un metal de transicion que se encuentra naturalmente en € ambiente y se caracteriza por ser
esencia para los seres vivos. Debido a su dta conductividad es usado para fabricar alambres,
también se lo usa combinado para elaborar cafierias, |laminas de metal, monedas. Ademés, agunos

compuestos de cobre son usados en fungicidas, insecticidas, en plantas de tratamiento de agua,
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como conservantes de comida y telas (Agencia para sustancias toxicas y el registro de enfermedades, 2014,
http://www.atsdr.cdc.gov).

El cobre puede contaminar agua, aire y suelo debido a las emisiones contaminantes de industrias
mineras, agricultura e industrias de manufactura. De manera natural puede ocurrir como resultado

de las emisiones de volcanes, vegetacion en descomposicion e incendios forestales (Agencia para
sustanciastoxicasy €l registro de enfermedades, 2014, http://www.atsdr.cdc.gov).

Vias de exposicion

Puede ingresar a organismo por inhaacion, ingesta o contacto directo (Agencia para sustancias toxicas y
d registro de enfermedades, 2014, http://www.atsdr.cdc.gov).

Efectos en la salud

Los seres humanos pueden asimilar cantidades rel ativamente elevadas de cobre pero laexposicidon a
altas concentraciones puede causar irritacion de la nariz, boca y ojos, dolores de cabeza, mareos,
vomito y diarrea. La ingesta de dtas cantidades puede dafiar el higado, los rifiones y e incluso

producir la muerte (Agencia para sustancias téxicas y € registro de enfermedades, 2014, http://www.atsdr.cdc.gov).

Hierro

Es un metal muy abundante en la corteza terrestre, es usado para fabricar aceros estructurales. Su
presencia en € agua produce una coloracion rojiza. En el cuerpo humano € hierro se combina con
proteinas y cobre para producir hemoglobina. La deficiencia de hierro puede causar anemia

ferropénica. Los niveles recomendables de consumo de hierro son 0.15-0.27 mg/kg/dia para evitar
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la deficiencia del metal (Agencia para sustancias toxicas y e registro de enfermedades, 2006,
http://www.atsdr.cdc.gov).

Vias deexposicion

Puede ingresar a organismo por inhaacion, ingesta o contacto directo (Agencia para sustancias toxicas y
d registro de enfermedades, 2006, http://www.atsdr.cdc.gov).

Efectos en la salud

El hierro es perjudicial parala salud cuando se consume en cantidades extremadamente grandes, las
dosis de 200 mg o mayores, pueden causar intoxicacion o muerte de un nifio. En exceso puede
causar conjuntivitis, coriorretinitis, retinitis y su inhalacion aumenta la probabilidad de desarrollar

cancer de pul mMON (Agencia para sustancias toxicas y el registro de enfermedades, 2006, http://www.atsdr.cdc.gov).

Niquel

El niquel es un metal duro presente en la naturaleza, es blanco-plateado, usado ampliamente para
fabricar acero inoxidable. El niquel es un elemento natural muy abundante. A nivel industrial es
ampliamente usado para formar aleaciones junto con otros metales y principalmente sirve para la
fabricacion de acero inoxidable. El niquel cuando se combina con otros elementos forma
compuestos que son usados en e niquelado, en ceramicas, fabricacion de baterias y como

catalizadores de reacciones quimicas (Agencia para sustancias toxicas y € registro de enfermedades, 2014,
http://www.atsdr.cdc.gov).

De forma natural, se libera niquel en emisiones volcanicas, y de forma antropogénica es liberado

por industrias que usan o manufacturan niquel o compuestos del metal, también puede provenir de
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petroleras y de laincineracion de carbon y basura. Cuando se liberaniquel a aire, éste se adhiere a

particulas y se sedimenta en €l suelo, pudiendo pasar a otros medios y contaminarlos (Agencia para
sustanciastoxicasy €l registro de enfermedades, 2014, http://www.atsdr.cdc.gov).

Vias deexposicion

Puede ingresar a organismo por inhaacion, ingesta o contacto directo (Agencia para sustancias toxicas y
d registro de enfermedades, 2014, http://www.atsdr.cdc.gov).

Efectos en la salud

Como efectos agudos € niquel puede producir salpullido debido a contacto directo y dolor de
estbmago cuando es ingerido. Mientras que los efectos cronicos debido a la exposicion a
concentraciones elevadas de niquel, pueden incluir lesiones cutaneas, € inhalar grandes cantidades
produce bronquitis crénica, cancer del pulmoén y de los senos nasales, ateraciones en la sangre y

dafo alos rifiones (Agencia para sustancias téxicas y el registro de enfermedades, 2014, http://www.atsdr.cdc.gov).

1.8. Tratamiento derelaves mineros

Existen varios métodos para tratar los efluentes mineros, el tratamiento quimico de coagulacion-
floculacién es uno de los mas aplicados, pero este método es costoso y usa agentes quimicos que
pueden ser potenciales contaminantes. La fitorremediacion también ha sido estudiada para tratar

relaves mineros, pero su aplicacion y eficiencia son limitadas.

La biorremediacion alin no ha sido estudiada a profundidad para tratar relaves mineros, pero su

eficiencia en aguas residuales industriales la convierte en una aternativa interesante para ser
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aplicada en este tipo de efluentes. Ademés es un método de bao costo y amigable con el ambiente
(Castillo, 2005, p. 366).

1.9. Biorremediacion

La Biorremediacion es la aplicacion de métodos que usan microorgani smos para reciclar materiales
organicos y separar iones inorganicos. Para realizar estos procesos es necesario aportar las
condiciones Optimas. La biorremediacion presenta ventgias con respecto a técnicas fisico —
guimicas para eliminar contaminantes, ya que es un proceso natural, los productos formados son

generalmente inocuos y la relacion costo/efectividad es menor comparada con otras tecnologias
(Castillo, 2005, p. 366).

19.1. Tipos de Biorremediacion

- Biorremediacion in situ: se refiere a tratamiento de compuestos toxicos en € lugar donde se

produce la contaminacién. Este método se puede dar por bioaumentacion o bioestimulacion.

- Biorremediacién ex situ: El tratamiento se rediza en espacios destinados para dicha
actividad, esto se puede llevar a cabo en laboratorios especializados, y generalmente se utiliza

biorreactores (Castillo, 2005, p. 367).

1.9.2. Bacterias

Las bacterias son microorganismos con una célula unica relativamente simples. Dado que su
material genético no esta encerrado por una membrana nuclear, las células bacterianas son
procariontes. Las células bacterianas suelen presentar diversas formas. de baston, esférica u oval,

curvadas, estrelladas y cuadradas. Las bacterias suelen formar pares, cadenas, racimos u otros
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agrupamientos; estas formaciones suelen ser caracteristicas de un género o especie especifico
(Tortora, 1993, p. 3).

Las bacterias estan recubiertas por paredes celulares gque en gran parte estan constituidas por un
complejo de carbohidratos y proteinas denominado peptidoglicano. Se reproducen por divisién
celular. Se alimentan de sustancias quimicas organicas que pueden provenir de organismos muertos
0 vivos, agunas pueden producir sus propios alimentos y otras pueden nutrirse de sustancias

inorganicas (Tortora, 1993, p. 3).

1.9.3. Aislamiento de bacterias

El aisamiento consiste en obtener un cultivo puro de bacterias a partir de una muestra. Debe ser
realizado en un laboratorio. Los cultivos se realizan en medios de cultivo enriquecidos con los
compuestos que se van a estudiar. Para que se desarrollen las bacterias es necesario aportar las
condiciones de vida adecuadas (Hernandez, 2003, p. 357). Para obtener un cultivo puro, puede ser
necesario realizar varios cultivos con distintas diluciones. Una vez aislado € cultivo, puede ser

identificado mediante pruebas bioguimicas o PCR.

1.10. Arsénico

El arsénico es un elemento que se encuentra de forma natural en € suelo, aguay aire, es € 20vo
elemento més abundante en la tierra, e 14vo més abundante en el mar y € 12vo en e cuerpo

humano (Arsénico, 2010, http://bvs.per.paho.org).

L os compuestos de arsénico pueden clasificarse en 3 grandes grupos:
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1. Inorgénicos,
2. Orgénicos, y

3. Gasarsna

Las valencias mas comunes son:

As(0) (arsénico metaoide, estado de oxidacion 0),
As(I11) (trivalente, estado de oxidacién 3, como en |os arsenitos),

As(V) (pentavalente, estado de oxidacion 5, como en los arseniatos), y

A w0

Gas Arsina (estado de oxidacion -3) (Agencia para sustancias téxicas y € registro de enfermedades, 2014,
http://www.atsdr.cdc.gov).

Latoxicidad de los compuestos de arsénico de mayor a menor es lasiguiente:

Compuestos inorganicos trival entes,
Compuestos organicos trivalentes,
Compuestos inorganicos pentaval entes,

Compuestos organicos pentaval entes y

o~ v D P

Arsénico elemental.

El gas arsina es el compuesto de arsénico mas toxico, pero raras veces puede encontrarse en

concentraciones téxicas en €l aire (Agencia para sustancias téxicas y e registro de enfermedades, 2014,

http://www.atsdr.cdc.gov).

Algunos organismos han desarrollado sistemas de resistencia a arsénico. En e caso de los
microorganismos, agunos presentan genes que les dan la capacidad de realizar transformaciones de

oxidacion o reduccion de arsénico (Agencia para sustancias toxicas y e registro de enfermedades, 2014,
http://www.atsdr.cdc.gov).
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Los compuestos de arsénico generadmente se acumular en el higado, rifion, pulmén y bazo. El As
(111) se une a los grupos sulhidrilo de proteinas como la queratina, por [0 que se deposita en pelo y
ufias. El metabolismo del arsénico alin no esta esclarecido totalmente, pero se conoce que
principalmente se realiza en €l higado, e intervienen los proceso de reduccién del As (V) aAs (l11),
y las reacciones de metilacion oxidativa, que transforman e As (I1I) en especies metiladas.
Finamente se excreta por la orina (Agencia para sustancias téxicas y € registro de enfermedades, 2014,
http://www.atsdr.cdc.gov).

Figura 2-1 Efectos causados por la exposicion a Arsénico en pies.
Fuente: (El Diario, 2012)

Figura 3-1 Efectos causados por la exposicion a Arsénico en manos.
Fuente: (El Mundo, 2011)
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1.11. Arsenitodesodio

Caracteristicas

Formula molecular: NaAsO,

Aspecto: Polvo higroscopico blanco o gris.

Masa molecular: 129,91

Solubilidad: Soluble en agua muy elevada.

Punto de ebullicion: 160°C

Punto defusion: 615°C

Densidad: 1,87 g/cm®

Peligr o quimico: Por calentamiento produce humos téxicos.
Reacciona con acidos y oxidante fuertes formando arsina.
Ataca a muchos metales formando un gas combustible y arsina.

Clasificacion de riesgos, segun la Asociacién Nacional para la Proteccion contra Incendios

(NFPA): 0=minimo; 1=poco; 2=moderado; 3=grave; 4=extremo.

- Salud: 3 Seriamente peligroso

- Inflamabilidad: 0 Minimamente peligroso

- Reactividad: 0 Minimamente peligroso

- EPP: E Anteojos de seguridad, guantes y respirado para polvos.

El arsenito de sodio es un polvo blanco o gris. Esté considerado dentro de la Lista de Substancias
Peligrosas debido a sus efectos cancerigenos, mutanogénicos y teratogénicos. Razén por la cud,
existen limites méaximos permisibles para este compuesto. Puede ser inhalado, absorbido por la piel

y ser ingerido (Fichas internacionales de seguridad quimica, 2006, http://www.insht.es).

De acuerdo a la Administracion de Salud y Seguridad en € Trabgo OSHA (Occupational Safety
and Health Administration), e limite de exposicion en el aire es un promedio de 0,01mg/m? durante
8 horas laborables. El Instituto Nacional parala Salud y Seguridad en € Trabajo NIOSH (National

Institute for Occupational Safety and Health), recomienda como limite de de exposicion en € aire
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0,002 mg/m® para arsénico inorganico, que no debe sobrepasarse en un periodo laboral de 15 min. Y
segln la Conferencia Estadounidense de Higienistas Industriales Gubernamentales ACGIH
(American Conference of Gubernamenta Industria Hygienists), la concentracion en e aire no

debe ser mayor a un promedio de 0,01mg/m® durante 8 horas laborables (Fichas intemnaciondes de
seguridad quimica, 2006, http://www.insht.es).

El arsenito de sodio es usado en productos agricolas como pesticidas, en la industria de pieles para

conservar € cuero y en productos de uso humano como antiséptico y en jabones (Fichas internacionales
de seguridad quimica, 2006, http://www.insht.es).

Los efectos agudos, es decir, aquellos que ocurren inmediatamente después de la exposicién a

arsenito de sodio son:

- Irritacion de la piel.

- Picazén y salpullido en las &reas de la piel que entraron en contacto.
- Al inhalarlo causairritacion en nariz y garganta.

- Dolores de estdmago, nauseas y vomitos.

- Dolor de cabeza (Fichas internacionales de seguridad quimica, 2006, http://www.insht.es).

Mientras que | os efectos crénicos, que se manifiestan tiempo después de la exposicién y que pueden

durar meses o afos, son:

- Cancer de piel. Puede ser tratado si se detecta atiempo.

- Cancer de pulmén

- Puede causar dafio a feto o malformaciones en recién nacidos. Teratogénico.

- Constante inhalacion puede producir Ulcerasy perforaciones en € hueso interno de la nariz.
- Dano alos nervios, disminuyendo la coordinacién en brazos y piernas.

- Constante contacto con la piel puede causar engrosamiento de piel y cambios de color (Fichas
internacional es de seguridad quimica, 2006, http://www.insht.es).
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Control Laboral

L as personas gue trabajan con este compuesto quimico pueden presentar dafios en su salud, por eso
es indispensable realizarse exdmenes médicos periddicamente, para descartar problemas, y en €l
caso del arsenito de sodio se recomienda realizar examenes de nariz, piel, 0jos, ufias y del sistema
nervioso, ademas de la determinacion de arsénico en la orina. Es preciso corroborar las pruebas, ya
que & consumo de mariscos puede aumentar la concentracion de arsénico en la orina, pero este
arsénico no es e perjudicid. El Instituto Nacional parala Salud y Seguridad en el Trabajo (NIOSH)
recomienda un valor de 100 microgramos por gramo de creatinina en los examenes de orina (Fichas
internacional es de seguridad quimica, 2006, http://www.insht.es). También esimportante mantener un maximo

control en las &reas de trabajo que usen arsenito de sodio, tales como:

- Ventilacion
- Operaciones aidadas.
- Uso de Equipos de Proteccion Personal.

- Uso de lavaojosy duchas.

1.12. Arsenato de sodio

Caracteristicas

Nombre Quimico: Arsenato de sodio heptahidratado.
Formula molecular: Na,HASO,* 7H,O

Aspecto: Cristalesincoloros e inodoros.

Masa molecular: 312,01

Solubilidad: En agua, ¢/100mL a0°C = 5,46

Punto de ebullicion: 180°C (se descompone)

Punto defusion: 130°C

Densidad: 1,9 g/cm®
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Peligro quimico: Se descompone a caentarlo intensamente, produciendo humos toxicos,
incluyendo arsénico y Oxidos de arsénico. Reacciona violentamente con oxidante fuerte, acidos
fuertes y metales como: hierro, auminio y zinc, originando peligro de incendio y explosién (Fichas

internacionales de seguridad quimica, 1994, http://www.insumoslabcentral .unlu.edu.ar).
Clasificacion deriesgos NFPA:

- Salud: 3 Ligeramente peligroso

- Inflamabilidad: O Ligeramente peligroso

- Reactividad: 0 Minimamente peligroso

- EPP: C Anteojos de seguridad, guantes y mandil.

El arsenato de sodio es un compuesto quimico inorganico, considerado posiblemente cancerigeno,
pero a diferencia del arsenito de sodio, es menos téxico, por |o tanto no existen controles rigurosos
como en el caso del arsenito. Su aplicacion anivel industria eslimitada, en algunos paises es usado

€oMo insecticida (Fichas internacionales de seguridad quimica, 1994, http://www.insumoslabcentral .unlu.edu.ar).

Puede ingresar a organismo por ingesta, inhalacion o contacto directo. Cuando ingresa a
organismo es transformado a la forma trivalente y luego es excretado por la orina. El arsénico de
valencia pentavalente, en el organismo puede substituir a grupo fosfato, afectando alos procesos de
produccion de ATP y sintesis de ADN, sin embargo, su toxicidad es dificil de determinar ya que €l

As (V) se reduce a As (I11) dentro del organismo (Fichas internacionales de seguridad quimica, 1994,

http://www.insumosl abcentral .unlu.edu.ar).

L os efectos agudos, presentados inmediatamente luego de la exposicidn a arsenato de sodio son:

- Irritacion de ojos, piel y tracto respiratorio.
- Puede causar ateraciones en el sistema cardiovascular, en € tracto gastrointestinal y en el
sistema nervioso central.

- Puede producir hemorragias, pérdida de fluidos, colapso, shock y muerte.
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Los efectos crénicos que se presentan cuando hay una exposicion prolongada a arsenato de sodio,

Son:

- Dermatitis.

- Sensibilizacion delapidl.

- Danos al higado, rifion y a sistema nervioso periférico.
- Neuropatias.

- Alteraciones de pigmentacion.

- Perforaciones del tabique nasal.

- Puede ser cancer igeno (Fichas  internacionales de  seguridad  quimica, 1994,

http://www.insumosl abcentral .unlu.edu.ar).

1.13. El Arsénico en e ambiente

Figura 4-1 Ciclo del Arsénico en el ambiente.
Fuente: (Alboreset al., p.248)

El arsénico es un metaloide que se encuentra de forma natural en el ambiente. Puede llegar a agua
debido ala disolucion de minerales o por efluentes industriales. La constitucion geologica del suelo
influye en la presencia de arsénico en € agua, es asi, que en algunos casos las aguas subterraneas

pueden contener altas concentraciones del metal (Manahan, 2007, p. 152).
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La contaminacién del agua con arsénico estd relacionada con la presencia de hierro, azufre y
materia organica. Las rocas a erosionarse por el agua liberan hierro, que forman depdsitos de éxido
de hierro en las particulas de las rocas desprendidas, este 6xido acumula arsénico y 1o concentra.
Las particulas luego son enterradas con la materia organica en los sedimentos y el hierro (I11) se
convierte en hierro (1), que es soluble en las condiciones anaerdbicas bgo las que se degrada la
materia organica. Al solubilizarse €l hierro, se libera el arsénico enlazado y éste entra en el agua.
(Manahan, 2007, p. 153).

1.14. Descontaminacion de Ar sénico

Existen varios métodos para descontaminar ambientes con arsénico, la mayoria de ellos consiste en

oxidar el As (I11) aAs (V), yaque este Ultimo tiene menor movilidad y es menos tdxico (Agencia para
sustancias toxicas y € registro de enfermedades, 2014, http://www.atsdr.cdc.gov).

1.14.1. Filtracion

El proceso de filtracion convencional, es un tratamiento fisico que consiste en separar particulas
solidas del agua mediante e uso de una membrana o filtro que retiene al solido en su superficie y
permite que el agua pase a través. Este método es usado como complementario luego de aplicar
procesos de floculacion, sedimentacion, adsorcion y / o metabolismo biologico. El filtro puede ser
de diferentes materiales como: arena, carbon, carbon activado, grafeno, entre otros. La tecnologia
para el tratamiento de agua contaminada con arsenico se basa en la aplicacion de un filtro de arena,
pero este proceso se debe realizar después de aplicar coagulacidn (Simeonova, 2004, http://scd-theses.u-
strasbg.fr).
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1.14.2. Adsorcion

Este proceso consiste en la transferencia de una sustancia disuelta o suspendidas en un liquido, ala
superficie de un sdlido. Existen diferentes materiaes para realizar la adsorcion de contaminantes en
el agua, los mejores son aquellos que tienen mayor superficie y por 1o tanto mayor capacidad de
acumular material. EI material a usar depende del tipo y concentracion del contaminante presente

en el agua (Simeonova, 2004, hitp://scd-theses.u-strasbg.fr).

En e caso de compuesto de arsénico, se ha comprobado que tienen una mejor adsorcién sobre
arcilla, 6xidos metdlicos o hidroxidos de Hierro, Aluminio o Manganeso, y los adsorbentes

organicos a base de celulosa, tales como:

- Oxidos: 6xido hidratado férrico, 6xido de aluminio, 6xido de titanio, 6xido de silicio, etc.;
- L os minerales que contienen Hierro, Aluminio o Manganeso;

- Los mineraes de arcilla - caolinita, bentonita, zeolita, etc.;

- Resinas de intercambio anionico sintéticos,

- Laquitinay e quitosano;

- Materiales de celulosa: aserrin, pulpa periddico (Simeonova, 2004, http:/scd-theses.u-strasbg fr).

1.14.3. Coagulacién

Esta técnica consiste en obtener particulas coloidal es que sean precipitablesy faciles de remover del
agua. Para este proceso es necesario considerar lavalenciadd contaminante y el pH del medio. Los
precipitados que se forman son complejos insolubles formados por € contaminante inorganico vy €l

coagul ante (Simeonova, 2004, http://scd-theses.u-strasbg.fr).
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Mediante la coagulacién, €l arsénico disuelto se convierte en productos de reaccion insolubles, los
cuales se pueden eliminar por sedimentacion y / o filtracion. La ventaja de la coagulacion es e ato
porcentgje de adsorcién de arsenato usando hidroxidos de hierro, y las desventgjas son la necesi dad
de un agente oxidante durante el proceso, como hipoclorito y peréxido de hidrogeno, y € uso
excesivo de sales de hierro, 10 que significa que luego se deben aplicar nuevos tratamientos para
eliminar el hierro del agua. Ademés, en algunos casos se debe utilizar HCI para controlar el pH del

agua a tratar, ya que el proceso es mas eficiente en soluciones &cidas (Simeonova, 2004, http://scd-
theses.u-strasbg.fr).

1.14.4. Oxidacion

Son métodos quimicos que consisten en aplicar agentes para oxidar €l arsénico que se encuentra en
e agua, para esto se usa generamente como agentes oxidantes € hipoclorito y peroxido de
hidrégeno o permanganato. Uno de los métodos mas estudiados es la Reaccion de Fenton, que es
unatecnologia de oxidacion ampliamente aplicada, que utiliza la reaccion de perdxido de hidrogeno
con hierro para producir radicales capaces de oxidar los contaminantes en agua. La desventgja de
esta técnica es que se pueden formar subproductos organoclorados que pueden causar igual 0 mayor

contaminacién ambiental (Simeonova, 2004, http://scd-theses.u-strasbg.fr).

En los dltimos afios también se ha estudiado una nueva técnica denominada peroxidacion
electroquimica, para la oxidacién de As (l11), este método se basa en la aplicacion de corriente

eléctrica a un electrodo de acero, que se complementa con una peguefia adicion de H,O, (Simeonova,
2004, http://scd-theses.u-strasbg.fr).

1.14.5. | ntercambio ionico

Este proceso consiste en € intercambio de iones entre un solido y la fase liquida, durante €
proceso, € sblido no sufre ninguna ateracion permanente en su estructura. Resinas de intercambio

ibnico sintéticas generamente estdn compuestas de poliestireno con vinilbenceno. Los grupos
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funcionales cargados presentes en €l agua, se unen alaresinaatravés de enlaces covaentes. Para
[levar a cabo este proceso, generalmente se usa columnas de lecho compacto de flujo descendente, a
través de las cuales circula en agua contaminada hasta reducir las concentraciones de los

contaminantes presentes (Simeonova, 2004, http://scd-theses.u-strasbg.fr).

Las resinas selectivas de sulfato y las resinas selectivas de nitrato, eliminan eficazmente el arsénico
presente en e agua. El potencial redox y € pH son factores importantes con respecto a la

eliminacién de arsénico por esta técnica (Simeonova, 2004, http://scd-theses.u-strasbg.fr).

1.14.6. Osmosisinversa

Esta técnica se basa en € uso de membranas semi-permeables selectivas, que permiten el paso del
agua y retiene a los sdlidos disueltos o suspendidos. En este proceso es fundamental aplicar una

presion superior ala presién osmética para producir €l efecto contrario ala 6smosis (Simeonova, 2004,
http://scd-theses.u-strasbg.fr).

Las membranas utilizadas paralos solidos disueltos, son eficaces también para remover compuestos
de arsénico. La gran ventgja de este proceso es que su porcentgje de eficiencia con respecto a
arsénico y otros contaminantes es dta. Y su desventgja es que es muy costoso, por o tanto su

aplicacion es limitada (Simeonova, 2004, hitp://scd-theses.u-strasbg.fr).

1.14.7. Tratamientos biol 6gicos

Los tratamientos biolégicos son aguellos en los cuales se usan plantas 0 microorganismos para
remediar ambientes contaminados. Estos tratamientos son los més amigables con el ambiente, ya
gue no usan sustancias quimicas sintéticas, y generamente no producen subproductos peligrosos.

Este tipo de tratamiento se puede llevar a cabo mediante procesos de oxidacién biol bgica, reduccion
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biolégica, biosorcidn, bioprecipitacion, biomineralizacidn, rizofiltracion, fitoextraccion, entre otros
(Castillo R., 2005, p. 32).

L os microorganismos son |os més usados en |os tratami entos biol égicos porque en comparacion con
las plantas, tienen una alta resistencia o tolerancia a los contaminantes, ademas su tiempo de accion

€S menor.

En e caso del arsénico, actualmente se llevan a cabo estudios para reducir este compuesto en €
medio con la utilizacion de bacterias y plantas. Ademas, se han desarrollado microorganismos y

plantas genéticamente modificadas para aumentar su capacidad de reducir el metal.

1.14.8. Biorremediacion de arsénico

Oxidacion de compuestos de Ar sénico

A nivel celular el arsenito es transportado por acuagliceroporinas, que son proteinas ubicadas en la
membrana celular y permiten e transporte de agua y glicerol. En 1992 se aid6 la primera arsenito
oxidasa (AOX) de Alcaligenes faecalis (Anderson et a., 1992; citados en Pacheco et a, 2013. p. 94). Esta
enzima participa tanto en la desintoxicacion de arsénico en bacterias heterétrofas (Muller et al., 2003;
citados en Pacheco et a, 2013. p. 94) como en la generacidn de energia en bacterias quimioheterétrofas
(bacterias cuya fuente de carbono es la materia organica) y quimiolitotréficas (bacterias aerobias

cuyafuente de carbono es el CO,) (Santini et a., 2004; citados en Pacheco et al, 2013. p. 94).

La AOX es una enzima redox periplasmatica, es decir, que esta comprendida en €l espacio entre la
membrana internay externa de las bacterias, que presenta una estructura heterodimeérica que consta
de dos subunidades: la subunidad mayor que es la catalitica, presenta un centro de molibdeno y un

centro [3Fe-49] y la subunidad menor formada por un centro Rieske [2Fe-2S] (Ellis et al., 2001; citados
en Pacheco et a, 2013. p. 94).
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L os genes que codifican estas dos subunidades fueron identificados y secuenciados por primera vez
en la bacteria heterotréfica Herminiimonas arsenicoxydans, y se demostrd que ambos genes estan
en el mismo operon (conjunto de genes que codifican la sintesis de un grupo de proteinas

relacionadas) denominado aox (Muller et al., 2003; citados en Pacheco et a, 2013, p. 94).
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Figura 5-1 Modelo de la enzima arsenito oxidasa.
Fuente (Silver y Phung, 2005; citados en Pacheco et al, 2013, p. 95)

Se ha propuesto un mecanismo de oxidacién del arsenito por esta enzima, que consiste en que e As
(111) ingresa a través de un orificio conico presente en la superficie de la enzima, entrando en
contacto directo con € Molibdeno (V1); inmediatamente después se produce una transferencia de
dos electrones y ahora el arseniato es liberado a través del mismo orificio de entraday el molibdeno
es reducido a Molibdeno (1V). Posteriormente, se transfieren los electrones primero al grupo [3Fe-
4], dentro de la subunidad grande Mo-pterina de la proteina, y después al grupo [2Fe-2S] situado
en la subunidad pequefia. A partir de ese sitio, 10s electrones se transfieren a la cadena respiratoria
de la membrana interna. (Anderson et al., 1992, Ellis et al., 2001, Hoke et a., 2004; Silver y Phung, 2005g;
Mukhopadhyay et a., 2002; citados en Pacheco et a, 2013. p. 95).



Reduccion de compuestos de Ar sénico

A nivel celular €l arseniato se moviliza através dd transportador de fosfato. La principal diferencia
en laadsorcion celular de As (111) y As (V) radicaen que e As (I111) es absorbido directamente en la
cdlulay d As (V) compite con el fosfato para la absorcidén. En ambientes marinos € arseniato
(AsO;*) es abundante y algunos organismos como el fitoplancton, algunos moluscos, peces, algasy

crustéceos tienen la capacidad de reducirlo a arsenito (AsOs®) (Castillo, 2005, p. 240).

La reduccion de arsénico por microorganismos se debe a la presencia del gen ars. Algunos poseen
este gen generamente en operones de pldsmidos, pero en E. coli, Pseudomonas aeruginosa,
Bacillus subtilis y Mycobacterium tuberculosis €l gen se encuentra en el cromosoma. Existen, a
menos, tres tipos de enzimas arsenato reductasas (ArsC). Algunas bacterias como la E. coli emplean
glutarredoxina y glutation para la reduccion. Otras como e S aureus, emplean tiorredoxina
(proteina que facilita la reduccién de otras proteinas) como reductor. Y las terceras, como la S

cerevisiae, usan proteinas de lafamilia de las tirosina fosfatasas (Castillo, 2005, p. 240).

M etilacion de compuestos de Ar sénico

En la naturaleza, los compuestos de arsénico inorganicos pueden ser metilados bajo la accion de
microorganismos, mediante este proceso se pueden formar compuestos volétiles y no volatiles. En
ambientes aerdbicos, las bacterias producen &cido monometilarsénico, &cido dimetilarsénico y
Oxido trimeltilarsénico. Mientras que en condiciones anaerobias € arsénico inorganico estd
sometido a la metil reduccion para volatilizar y facilitar la oxidacién de metilarsinas. Estos
compuestos son menos téxicos que los arsenitos y arsenatos. Bacterias como Alcaligenes sp. y
Pseudomonas sp. Bgjo condiciones anaerdbicas son capaces de reducir arsenito y arsenato a

compuesto voldtil arsina (Castillo, 2005, p. 240).
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11 Normativa L egal

1.1.1. Plan Nacional del Buen Vivir

En la Constitucion de 2008, Ecuador reconoce |os derechos de la naturaleza, orientados a respeto
integral, € cuidado, € mantenimiento y la regeneracion los ciclos vitales y procesos evolutivos del

ambiente.

Desde entonces, la gestién del gobierno se orienta a cumplimiento de los principios y derechos del
Buen Vivir o Sumak Kawsay, dentro de estos, son primordiales lainterculturalidad y 1a convivencia

armonica con la naturaleza.

Es importante destacar que el presente proyecto se relaciona directamente con e Sumak Kawsay y

se enfoca en |os siguientes Objetivos Nacionales del Buen Vivir:

Objetivo 7: “Garantizar los derechos de la naturaleza y promover la sostenibilidad ambiental

territorial y global”.

Dentro de este objetivo se busca una responsabilidad ética con las actuales y futuras generaciones
para alcanzar un adecuado desarrollo humano. Ecuador tiene importantes recursos naturales que
durante muchas décadas han sufrido un gran impacto debido a las urgentes necesidades de su
poblacion. Por lo tanto, la nueva propuesta se basa en aprovechar de manera adecuada nuestros
recursos, y esto se logrard mediante un modelo ecoeficiente, que plantea como prioridades la
conservacion y el uso sostenible del patrimonio natural y sus recursos, la insercion de tecnologias
limpias, la eficiencia energéticay el uso de energias renovables, asi como la prevencién, € control

y la mitigacién de la contaminacion (Secretaria Naciona de Planificacion y Desarrollo, 2013,

http://www.planificacion.gob.ec).
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Objetivo 8: “Consolidar el sistema econémico social y solidario, de forma sostenible”.

Este objetivo pretende consolidar € sistema econdémico social y solidario, de forma sostenible,

priorizando €l desarrollo de capacidades y complementariedades humanas por encimadel capital.

Lo que se logrard con e cambio de la matriz productiva y con la descentralizacion vy
reordenamiento, que permitira realizar una inversién adecuada de los recursos publicos hacia la
potenciacién de capacidades, los sectores estratégicos y la promulgacién de las economias

populares y solidarias (Secretaria Nacional de Planificacion y Desarrollo, 2013, http://www.planificacion.gob.ec).

Esto significa que el gobierno incentivara a megjorar 1os sistemas productivos de la mineria, ya que
dicha actividad consta dentro de los sectores estratégicos del pais. Este paso servird para generar

mayor conciencia ambiental.

Objetivo 11: “Asegurar la soberania y eficiencia de los sectores estratégicos para la transformacion

industrial y tecnoldgica’”.

La Constitucion de Montecristi define a los sectores estratégicos como aguellos que, por su
trascendencia y magnitud, tienen decisiva influencia econémica, social, politica o ambiental en €l
pais, y que estan orientados a pleno desarrollo de los derechos de los ciudadanos y a interés
genera. Se han catalogado como sectores estratégicos a los que comprometen el uso de recursos
naturales no renovables, como hidrocarburos y mineria, y recursos naturales renovables como agua,
biodiversidad y patrimonio genético. Ademas, han sido catal ogados como estratégicos, la energiaen

todas sus formas, las telecomunicaciones y el espectro radioel éctrico (Secretaria Nacional de Planificacion

y Desarrollo, 2013, http://www.planificacion.gob.ec).
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Por lo tanto, es el Estado quien llevara la administracion, control y gestién de los sectores
estratégicos, o que constituye un beneficio para la mineria, ya que conjuntamente con las

compahias, € Estado trabgjardy apoyard paralograr una sostenibilidad ambiental.

112 Ley de Mineria

El Art. 1 de la Ley de Mineria (2013) establece: “La Ley de Mineria norma € gercicio de los
derechos soberanos del Estado Ecuatoriano, para administrar, regular, controlar y gestionar €l sector
estratégico minero, de conformidad con los principios de sostenibilidad, precaucion, prevencién y

eficiencia.”

“El Estado podra delegar su participacion en € sector minero, a empresas mixtas mineras en las
cuales tenga mayoria accionaria, 0 alainiciativa privada 'y a la economia popular y solidaria, para
la prospeccion, exploracion y explotacion, o € beneficio, fundicion y refinacidn, si fuere e caso,

ademés de la comercializacion interna o externa de sustancias minerales.”

El Art. 6 nos indica: “La Politica Minera Nacional tendera a promover en todos los niveles la
innovacion, latecnologiay la investigacion que permitan un desarrollo interno del sector, para este
proceso € Ministerio Sectoria coordinara con las instancias de ciencia y tecnologia y de altos

estudios que existen en el pais.”

“El Estado establecerd mecanismos de fomento, asistenciatécnica, capacitacion y de financiamiento
para e desarrollo sustentable para la mineria artesanal y pequefia mineria. Asi mismo, establecera
sistemas de incentivos para la proteccion ambiental y generacion de unidades productivas més

eficientes.”
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En cuanto a los organismos de control, el Art. 8 de la Ley establece lo siguiente: “La Agencia de
Regulacion y Control Minero, es el organismo técnico-administrativo, encargado del gercicio de la
potestad estatal de vigilancia, auditoria, intervencién y control de las fases de la actividad minera
que realicen la Empresa Nacional Minera, las empresas mixtas mineras, la iniciativa privada, la
pequefia mineriay mineria artesanal y de sustento, de conformidad con las regulaciones de esta ley

y sus reglamentos.”

En cuento a resarcimiento de dafios y perjuicios, € Art. 70 establece: “Los titulares de concesiones
y permisos mineros estén obligados a g ecutar sus labores con métodos y técnicas que minimicen
los dafios a suelo, a medio ambiente, a patrimonio natural o cultural, a las concesiones
colindantes, a terceros y, en todo caso, a resarcir cualquier dafio o perjuicio que causen en la

realizacién de sus trabgjos.”

“Lainobservancia de los métodos y técnicas a que se refiere €l inciso anterior se considerara como

causal de suspension de las actividades mineras; ademas de las sanciones correspondientes.”

El Capitulo I de la Ley de Mineria (2009), establece |os pardmetros para la preservacion del medio
ambiente. El Art. 78 indica: “Los titulares de derechos mineros, previamente a lainiciacion de las
actividades, deberan elaborar y presentar estudios o documentos ambientales, para prevenir,
mitigar, controlar y reparar los impactos ambientales y sociaes derivados de sus actividades,
estudios 0 documentos que deberan ser aprobados por la Autoridad Ambiental competente, con €l

otorgamiento de la respectiva.”

Art. 79, con respecto a tratamiento de aguas, establece: “Los titulares de derechos mineros y
mineros artesana es que, previa autorizacion de la autoridad Unica del agua, utilicen aguas para sus
trabgjos y procesos, deben devolverlas a cauce original del rio o ala cuenca del 1ago o laguna de
donde fueron tomadas, libres de contaminacion o cumpliendo los limites permisibles establecidos
en la normativa ambiental y del agua vigentes, con € fin que no se afecte a los derechos de las

personasy de la natural eza reconocidos constitucionalmente.”
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“El tratamiento a darse a las aguas para garantizar su calidad y la observancia de los parametros de
calidad ambiental correspondientes, debera preverse en el respectivo sistema de manejo ambiental,

con observancia de lo previsto en las leyes pertinentes y sus reglamentos.”

“Lareutilizacion del agua, a través de sistemas de recirculacion es una obligacion permanente de

|os concesionarios”’

“Dependiendo del grado de incumplimiento de esta disposicion, podra disponerse la suspension
temporal o definitiva de las actividades mineras, a cuyo efecto se seguira el procedimiento

establecido en esta Ley y su reglamento general.”

Art. 80, de la revegetacion y reforestacion: “Si la actividad minera requiere de trabgjos a que
obliguen al retiro de la capa vegetal y la tala de é&rboles, sera obligacion del titular del derecho
minero proceder a la revegetacion y reforestacion de dicha zona preferentemente con especies

nativas, conforme lo establecido en la normativa ambienta y al plan de mangjo ambiental.”

Art. 81, de la acumulacion de residuos y prohibicion de descargas de desechos: “Los titulares de
derechos mineros y mineros artesanales, para acumular residuos minero-metal Urgicos deben tomar
estrictas precauciones que eviten la contaminacion del suelo, agua, aire y/o biota de los lugares
donde estos se depositen, en todas sus fases incluyendo la etapa de cierre, construyendo
instalaciones como escombreras, rellenos de desechos, depdsitos de relaves o represas u otras
infraestructuras técnicamente disefiadas y construidas que garanticen un manejo seguro y a largo

plazo.”

“Se prohibe la descarga de desechos de escombros, relaves u otros desechos no tratados,
provenientes de cualquier actividad minera, hacia los rios, quebradas, lagunas u otros sitios donde

se presenten riesgos de contaminacion.”
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“El incumplimiento de esta disposicidn ocasionara sanciones que pueden llegar ala caducidad de la

concesion o permiso.”

Art. 82, de la conservacion de la flora y fauna: “Los estudios de impacto ambiental y los planes de
manejo ambiental, deberan contener informacidn acerca de las especies de flora y fauna existentes
en la zona, asi como realizar los estudios de monitoreo y las respectivas medidas de mitigacion de

impactos en ellas.”

Art. 83, del manejo de desechos: “El mangjo de desechos y residuos solidos, liquidos y emisiones
gaseosas que la actividad minera produzca dentro de los limites del territorio nacional, debera

cumplir con lo establecido en la Constitucion y en la normativa ambiental vigente.”

Art. 84, de la proteccion del ecosistema: “Las actividades mineras en todas sus fases, contardn con
medidas de proteccion del ecosistema, sujetandose a lo previsto en la Constitucion de la Republica

del Ecuador y la normativa ambienta vigente.”

Art. 86, de los dafios ambientales: “Para todos los efectos legales derivados de la aplicacion de las
disposiciones del presente articulo y de lanormativa ambiental vigente, laautoridad legal es el
Ministerio del Ambiente.”

113 Limites de Descarga a un cuerpo de agua dulce

En & Acuerdo Ministerial 028, Quito, viernes 13 de febrero de 2015, se realiz6 la actualizacion del
Libro VI del TULSMA, en € cua consta la Tabla 10 del Anexo 1 donde se establecen los

siguientes limites de descarga a un cuerpo de agua dulce:
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Tabla 1-1 Limites de descarga a un cuerpo de agua dulce.

TABLA 10. Limites da descarga a un cuerpa de agua dulce

Faramstros Expresado como i ad Lirnite: miaximo permisible
Aceilas y i5ragas. Fust. sojubles an hesano gt 3.0
Al mencuria mgH Ao defectable
Al Al L Pl B
Arzénien iodal A3 mgd 0.1
Bario Ba g/l 0 =
Horo Total B [ N
o - cd ' m’l! - Twoz |
Canurg tosal N _mel o
Cine I ___ mgl in
Clowo Active G mg/l 0,5 i
I berofiormn Exd. carbin clomoformo EOC mg| il
C lnruros 1 mgl RLL
1 obre l‘_'u_ mg'l - 1.4
T chako - Co '] 0.5
Colformes Fecales NMF NMP/100 m 10000
Cokor real Color real umidndes de color | lnaprecisble en dilucin: 120
Campuestos fendlcos Fenol mgl | 0z
Crom hexavaknte Cr* mg1 | 03
- " e
>emanda Quimics de Oxigeno OO mg = 200
Feiaio s g T
Flaoruros F mg/ )
s focr Total P mgl 100
Hierro todnl Fz mig'l 100
:mm Totales de TPH g 200 -
Panganeso oal Mn gt n
Patera Motante V isiles Auseni
Plereurio totsal Hg o/l 0,008
MNiguel i mg/l 0
Murdgeno amanacl I . - gl | A0
Nirdgenn Total Kjedald N el S0
Compuestos Organoc lorados Organcclomdos totakes mg'l 05
Compoesios Crganafosforados Onganofosforaces wolakes | mgl 1 0l
[P'lata Ag mg'] 0.l
P loamo b /] i s
[P oderszial de hidrdoeno pH 60
Sekno ae mg'l L
Saldos Suspendidos Towkes | sST__ | gl -
Rolidos totales 5T gl Leon
Elifﬂ-tm 80, gl 10K
Sulres B | 5 mg/ 05 |
[Temperanra = C Coadiciin naniral £ 3 |
[Tensoaciivos o Activas al aml de metiens mg/l - 05
Tetrac lorues de carbono Tetrackrurs de carbono mig/] 1.0

Fuente: (Texto Unificado de Legislacion Secundario, 2015, http://ecuadorforestal.org/).

42



CAPITULOII

2. MARCO METODOLOGICO

2.1 M etodologia de la investigacion

La presente investigacion se redizd aplicando el método aplicativo y se complementd con el

explicativo.

2.2. Disefio de lainvestigacion

Se aplico un disefio experimental puro ya que se manipul 6 directamente las variables y se andizé la

relacion entre ellas para obtener informaci én necesaria.

2.3. Etapasdelainvestigacion

Lainvestigacion sellevo a cabo en cinco etapas.
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23.1. Primera etapa: Caracterizacion de relaves mineros de MINEREICISSA.

- Para recolectar las muestras de los ensayos, se utilizo frascos de 1y 3,78L previamente
lavados y enjuagados 3 veces con las muestras. Para su trasado ala ciudad de Riobamba,
se mantuvieron en un cooler y se transportaron inmediatamente |uego de ser recolectadas.

- Parad andlisisfisico, quimico y bioldgico de las muestras se uso frascos limpios de 1000,
500 y 100mL, e igualmente fueron enjuagados 3 veces con el agua del muestreo. Una vez
tomadas |as muestras fueron enviadas inmediatamente dentro de un cooler al laboratorio

Gruntec en la ciudad de Quito para los respectivos andlisis.

2.3.2. Segunda etapa: Aislamiento de cepas bacterianas.

Para € aidamiento de bacterias de los relaves mineros se utilizo cuatro medios de cultivo distintos,
en los cuales se determind la carga bacteriana de 3 muestras diferentes incubadas a 3 temperaturas
durante 24h.

MEDIOSDE CULTIVO

Para los cuatro medios de cultivo se utilizd OGY E como agar base. OGY E Agar Bacto tiene una

composicién por litro de:

- Extracto de levadura 5g
- Dextrosa 20g
- Agar 129



PREPARACION DE MEDIOS

OGYE

- Se diluy6 9,259 de OGY E en 250mL de agua destilada.
- Sellevé ahervir y se autoclavo durante 15min a 121°C

- Se distribuy6 en cajas Petri.

OGYE + NaAsO, 0,1mM

- Se diluyd 9,259 de OGY E en 250mL de agua destilada.

- Sellevd ahervir y se autoclavo durante 15min a 121°C.

- Se prepard una solucion de NaAsO, 0,1mM colocando 0,0026g de NaAsO, en 200mL de
agua destilada.

- Se colocd NaAsO, 0,1mM en OGYE en una relacion de 1% y se distribuyd el medio en
cajas Petri.

R=OGYE con agua derelaves

- Se diluy6 9,259 de OGYE en 250mL de agua de los relaves mineros de la compafiia
MINEREICISSA.
- Sellevé ahervir y se autoclavo durante 15min a 121°C.

- Se distribuy6 en cajas Petri.

L=OGYE con agua delalaguna

- Se diluy6 9,259 de OGYE en 250mL de agua de la laguna de la compafia SOMILOR
SA.
- Se procedi6 a hervir y se autoclavé durante 15min a 121°C.

- Se distribuy6 en cgjas Petri.
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MUESTRASEVALUADAS

L as muestras evaluadas fueron las siguientes:

- M1= Muestraliquida de lalaguna
- M2= muestra liquida de relaves
- M3= Muestra solida de relaves

TEMPERATURASEVALUADAS

L as temperaturas eval uadas fueron:

- Temperatura ambiental
- 30°C
- 35°C.

La temperatura ambiente a cual se hace referencia en la presente investigacion corresponde a 14°C,
promedio de temperaturas en la ciudad de Riobamba durante los meses que se llevo a cabo la

investigacion, Anexo 4.

AISLAMIENTO Y SELECCION DE CEPASBACTERIANAS

- En cada medio seinocul6 50 pL de tres muestras. M 1= Muestra liquida de lalaguna, M2=
muestra liquida de relaves y M3= Muestra solida de relaves.

- Se probaron los distintos medios sembrados a tres temperaturas diferentes: temperatura
ambiental; 30°C, y; 35°C.

- Se observo el desarrollo bacteriano.

- Serealizo el conteo de las UFC después de 24h.

46



- Se aisl6 cepas de los medios incubados a 30°C y a temperatura ambiente.
- Se repico 3 veces las cepas aisladas, en cgas con OGYE + NaAsO, 1ImM vy se las

mantuvo a temperatura ambiente durante 24h, hasta conseguir clones estabilizados.

2.3.3. Tercera etapa: Evaluacién de resistencia a altas concentraciones de arsénico.

En esta etapa se repicaron las bacterias seleccionadas en medios preparados con OGYE alos cuales
se le aument6 progresivamente concentraciones de arsenito y arsenato. Los cultivos se incubaron a

temperatura a ambiente durante € tiempo necesario hasta obtener un tamafio significativo de cada

cepa.

- Los clones estabilizados fueron repicados en OGYE + NaAsO, 5mM y en OGYE +
NaHAsO, 5mM, y se mantuvieron a temperatura ambiente.

- Posteriormente los clones fueron repicados en OGYE + NaAsO, 10mM y en OGYE +
NaHAsO, 10mM, se los mantuvo a temperatura ambiente.

- Los mismos clones se repicaron en OGYE + NaAsO, 15mM y en OGYE + Na,HASO,
15mM, se los mantuvo atemperatura ambiente.

- Nuevamente se repicaron los clones en OGY E + NaAsO, 20mM y en OGY E + Na,HASO,
20mM, se los mantuvo a temperatura ambiente.

- Finalmente se repicd los clones més resistentes en OGY E + NaAsO, 30mM y en OGYE +

NaHAsO, 30mM, y se los mantuvo a temperatura ambiente.

2.3.4. Cuarta etapa: Prueba de oxidacion/ reduccion de ar sénico.

L as pruebas de oxidacion / reduccion de arsénico se realizaron en base ala metodol ogia descrita por
Simeonova et al. (2004), en el trabajo “Microplate screening assay for the detection of arsenite-
oxidizing and arsenate-reducing bacteria”. Este método tiene varias ventgjas. es econdmico, €s

facil, no necesita equipos sofisticados, se puede realizar en corto tiempo y para un gran nimero de
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cepas. Lo cual constituye una solucion para evaluar €l arsénico en € ambiente y su interaccion con

|as bacterias.

- Simeonova et al. (2004) usaron en su investigacion Tris-Cl buffer para suspender las
bacterias, pero en nuestro caso se usd agua de peptona. El agua de peptona se prepard con
agua destilada, de acuerdo alas instrucciones del proveedor.

- Se distribuyé 8mL de agua de peptona en tubos de ensayo previamente lavados y
esterilizados.

- En cada tubo se sembré una muestra de cada cepa utilizando un asa estéril .

- Se incubo | os tubos a temperatura ambiente durante 72h.

- Finalizado €l tiempo de incubacidn, se midi6 la absorbancia de cada tubo.

- Se centrifugd los tubos a 3000rpm durante 15min y seretir6 el sobrenadante.

- Selavo el pellet con agua desionizada estéril.

- Se resuspendi6 el pellet en 2mL de agua desionizada estéril.

- Simeonova et al. (2004) expresaron en su estudio que la intensidad de color incrementa de
acuerdo a la concentracion de arsénico y los mejores resultados fueron apreciados a
concentraciones de 0,67mM de arsenito y arsenato. En nuestro caso se decidid usar
concentraciones de ImM y 5mM de arsenito y arsenato para apreciar las variaciones de
color. Se prepar6 soluciones de agua peptonada con concentraciones de 1mM y 5mM de
arsenito y arsenato.

- Se coloc6 200uL de cada solucion en tubos de ensayo previamente lavados vy
esterilizados.

- Seinocul 6 100uL de cada cepa resuspendida, excepto en los tubos para control.

- Simeonova et al. (2004) aplicaron un tiempo de 3 dias de incubacion para las cepas.
Mientras que en nuestra investigacién las cepas fueron incubadas durante 5 y 10 dias a
temperatura ambiente (19°C) para obtener una mayor concentracion bacteriana.

- Terminado € tiempo de incubacién, se colocé 200uL de una solucion de AgNOs 0,2M,
preparada al momento de su uso, en cada tubo de ensayo.

- Se observé el cambio de color en cada tubo.
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2.3.5. Quinta etapa: Identificacién de las cepas bacterianas aidadas de relaves mineros.

Tincion de Gram
Oxidasa
Catalasa

La caracterizacion de las cepas bacterianas se realiz6 aplicando |as pruebas:

Pruebas biogquimicas MICROGEN MID 64, MID 65. GnB y GnA.

L as pruebas bioguimicas incluyeron los siguientes andlisis:

Nitrato

Lisina

Ornitina

H2S

Glucosa

Manitol

Xilosa

ONPG (orto-nitrofenilgal actopiranosido)
Indole

Urea

V.P. (Voges-Proskauer)
Citrato

TDA (triptofano desaminasa)

Gelatina
Malonato
Inositol
Sorbitol
Ramnosa
Sacarosa
Lactosa
Arabinosa
Adonitol
Rafinosa
Salicina

Arginina



CAPITULO 11

3. MARCO DE RESULTADOS, DISCUSION Y ANALISISDE RESULTADOS.

3.1 Muestreo

Las muestras recolectadas para el estudio se obtuvieron de los relaves del campamento de la
compafiia minera MINEREICIS S.A, ubicado en e cantén Ponce Enriquez de la provincia del

Azuay.

Figura 6-3 Piscina de relaves mineros.
Realizado por: (Anabell Dugue, 2015)
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También se recolecté una muestra de la laguna de tratamiento de relaves de la compafiia minera
SOMILOR S.A, lugar donde MINEREICIS S.A. deposita sus relaves para tratarl os adecuadamente
de acuerdo alaley, cumpliendo asi con su responsabilidad ambiental. La compafiia SOMILOR S.A.

se encuentra ubicada en el canton Ponce Enriquez de la provincia del Azuay.

Figura 7-3 Piscina de tratamiento de relaves mineros (Laguna).
Realizado por: (Anabell Duque, 2015)

3.2. Primera etapa: Caracterizacion de relaves mineros de MINEREICIS SA.

En la Tabla 2-3, se indica la concentracion de los principales metales pesados en los relaves. La

caracterizacion total de los relaves se encuentraen el Anexo 1.

Tabla 2-3: Metales totales en relaves mineros.

Metalestotales

Concentracion en relaves

L imite maximo M étodo adaptado
mineros permisibles Tabla 10 dereferencia
TULSMA

Arsénico total 232 mg/L 0,1 mg/L EPA 6020
Cadmio 0,54 mg/L 0,02 mg/L EPA 6020
Hierro 6996 mg/L 10.0 mg/L EPA 6020
Mercurio 0,025 mg/L 0,005 mg/L EPA 6020
Plomo 22 mg/L 0,2 mg/L EPA 6020
Manganeso 195 mg/L 2.0 mg/L EPA 6020
Cobre 12 mg/L 1.0 mg/L EPA 6020

Realizado por: (Anabell Duque, 2015)
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El método EPA 6020 consiste en la aplicacion de espectrometria de masas con plasma acoplado

inductivamente.

De acuerdo a la concentracién obtenida de arsénico en los relaves, se comprueba que dicho valor

estamuy alegjado del limite maximo permisible por el TULSMA.

La alta concentracion de arsénico en los relaves es producto de la perforacion de la mina, debido a

gue geol 6gicamente el suelo del lugar tiene una alta presencia natural del metal.

3.3. Segunda etapa: Aislamiento de cepas bacterianas.

Ecuacion para € célculo de UFC/mL

UFC _ Nro de colonias por placa * factor de dilucién

ml ml de muestra sembrada

Resultados obtenidos a las 24h.

Transcurridas las 24h de incubacion, se procedié arealizar €l conteo de las colonias de las muestras

inocul adas en cada medio.

Para esta investigacion no fue necesario realizar diluciones, ya que la carga bacteriana presente en

las muestras seria baja debido ala composicién de losrelaves y el agua de la piscina.
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Tabla 3-3: Crecimiento bacteriano en distintos medios a temperatura ambiente.

M edio de cultivo
Muestra OGYE OGYE +As0,1mM OGYE+L OGYE+R
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)
M1 340 20 0 20
M2 0 20 60 80
M3 1060 2240 580 860

Realizado por: (Anabell Duque, 2015)

Crecimiento bacteriano en distintos medios a temper atura ambiente
2500
2000
1500 =M1
mM2
1000
M3
500 —
0 J - BN
OGYE OGYE +As0,1mM OGYE+L OGYE+R

Figura 8-3: Crecimiento bacteriano en distintos medios a temperatura ambiente
Realizado por: (Anabell Duque, 2015)

De acuerdo a los resultados obtenidos a temperatura ambiente, se determiné gque se obtuvo un
mayor crecimiento en el medio suplementado con arsénico, especificamente para la muestraM3, 1o
que indica que € arsénico confiere alguna ventagja a las bacterias de la muestra sélida de relaves.
Las bacterias de la muestra M3 tuvieron mayor crecimiento en los 4 medios, en comparacion con
Mly M2,

La muestra M1 tuvo més UFC en el medio OGYE. Las bacterias de la muestra M2 presentaron el
menor crecimiento en todos |os medios.
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Tabla 4-1: Crecimiento bacteriano en distintos medios a 30°C

Medio de cultivo
Muestra OGYE OGYE +As0,1mM OGYE+L OGYE+R
(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL)

M1 300 520 2060 1960

M2 220 420 2800 2600

M3 4800 8200 9200 8480

Realizado por: (Anabell Duque, 2015)
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Figura 9-3: Crecimiento bacteriano en distintos medios a 30°C

Realizado por: (Anabell Duque, 2015)

En este caso, a igual gque a temperatura ambiente las bacterias de la muestra M3 se desarrollaron
mejor en los 4 medios. Lamayor cantidad de UFC de M3 fue en el medio OGY E+L.

El aumento de temperatura favorecio €l desarrollo de las bacterias de las 3 muestras. En esta prueba
se pudo observar mejor el patrén de crecimiento. Las bacterias de las 3 muestras se adaptaron mejor
a los medios preparados con agua de relaves y de la laguna. Esto se debe a que las bacterias
provienen de dichos medios y es posible que estén adaptadas a atas concentraciones de arsénico.
Ademas, el desarrollo de las bacterias mejord debido a otros componentes presentes en los relaves y

lalaguna (Anexo 1).




Tabla 5-3: Crecimiento bacteriano en distintos medios a 35°C

OGYE

OGYE +As0,1mM OGYE+L OGYE+R

(UFC/mL) (UFC/mL) (UFC/mL) | (UFC/mL)
M1 2260 1060 3200 1320
M2 2400 4400 8400 660
M3 18360 38400 14400 12600

Realizado por: (Anabell Duque, 2015)

Crecimiento bacteriano en distintos medios a 35°C
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Figura 10-3: Crecimiento bacteriano en distintos medios a 35°C
Realizado por: (Anabell Duque, 2015)

De igual manera, a 35°C, M3 fue la muestra con mayor nimero de UFC, y aqui se evidencia
claramente la preferencia de las cepas por el medio OGY E +As0,1mM.

Las bacterias de la muestra M 1 se desarrollaron mejor en el medio OGYE+L, al igual que lasdela
muestraM2.
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Compar acién de crecimiento bacteriano en distintos medios
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Figura 11-3: Comparacion de crecimiento bacteriano en distintos medios.
Realizado por: (Anabell Duque, 2015)

En la Fig. 11-3 se puede apreciar que existe una importante influencia de la temperatura en €
desarrollo de las cepas bacterianas aisladas. En las 3 temperaturas evaluadas € mayor crecimiento
fue de las bacterias de la muestra M3. Farah et al. (2010) determinaron en su estudio “Isolation and
Characterization of Arsenic Reducing Bacteria from Industrial Effluents and their Potential Use in
Bioremediation of Wastewater”, que la temperatura éptima de crecimiento para las bacterias
resistentes a arsénico fue 30°C para Klebsiella oxytoca y 37°C para Citrobacter freundii y Bacillus
anthracis. En el presente estudié se obtuvo en general un mayor desarrollo bacteriano a 35°C, pero
existieron excepciones como en € caso de M1y M2 gque presentaron mas crecimiento a 30°C gque a
35°C en & medio OGYE+R. Por lo tanto, la temperatura 6ptima de crecimiento puede variar de

acuerdo al tipo de bacteria.
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Se verifico una clara preferencia de las bacterias hacia los medios de cultivo que tenian arsénico,
principalmente para el medio OGYE +As 0,1mM, por lo que se asume que € metaloide aporta
algun tipo de ventagja para su crecimiento. También se puede apreciar que en los cultivos a 30°C y
35°C las bacterias se adaptaron mejor alos medios OGYE+R y OGYE+L, esto puede ser debido a
la composicion del agua de los relaves y de la laguna (Anexo 1), la presencia de otros compuestos
puede favorecer su desarrollo.

Debido a que nos interesan las cepas resistentes a arsénico, se excluyd aguellas que crecieron en €
medio 1, igualmente no se considerd las que crecieron a 35°C, ya que para pruebas posteriores se

usard temperatura ambiente y el cambio de temperatura podriainhibir su desarrollo.

Por lo tanto, para los proximos ensayos, se selecciond clones de los medios OGY E+As0,1 mM,
OGYE+L y OGYE+R que se desarrollaron a 30°C y atemperatura ambiente (19°C).

Figura 12-3: Crecimiento de bacterias de la muestraM2 en diferentes medios a 30°C.
Realizado por: (Anabell Duque, 2015)

EnlaFig. 12-3 se observa el crecimiento de bacterias de la muestraM2 en los 4 medios evaluados a
30°C. Claramente se verifica que las cepas crecieron mejor en los medios que contenian arsénico, €
desarrollo fue incluso mayor en OGYE+L y OGYE+R, por lo tanto se asume que las bacterias no
Unicamente resisten a altas concentraciones de arsénico, sino también de otros metales pesados

como los especificados en latabla 2-3.
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34. Tercera etapa: Evaluacion de resistencia a altas concentraciones de arsenico.

De los microorganismos aislados, se seleccionaron un total de 47 clones para evaluar su resistencia
a arsenito y arsenato, de las cuales 21 pertenecian a grupo que se aid6 a temperatura ambiente, y
26 del grupo aislado a30°C. Todas las pruebas de resistencia se realizaron a temperatura ambiente.

Para empezar a probar las cepas en altas concentraciones de arsénico, se realiz6 primero una
estabilizacion de los clones mediante tres repiques consecutivos en un medio de cultivo preparado
con OGYE + NaAsO, 1ImM.

Figura 13-3: Apariencia de los clones estabilizados en OGY E + NaAsO, 1mM después de 24h de

incubacion a temperatura ambiente.
Realizado por: (Anabell Dugue, 2015)
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Al = arsenito; A2 = arsenato.

Figura 14-3: Cepas resistentes a concentraciones de 5mM de arsenito y 5mM de arsenato.
Realizado por: (Anabell Dugue, 2015)

EnlaFig. 14-3 se observa, en lacajade laizquierdalas cepas aisladas a temperatura ambiente, en la
caja de la derecha se muestra las cepas aidadas a 30°C y en la cgja central, las dos filas superiores
corresponden a bacterias aisladas a temperatura ambiente, y las filas siguientes son cepas aidadas a
30°C.

En este primer ensayo fue necesario un tiempo de incubacién de 48h a temperatura ambiente para
observar € crecimiento de las cepas bacterianas. De acuerdo a los resultados, fue evidente que
algunas cepas tuvieron un mejor desarrollo, es €l caso de la cepa 1 aislada a temperatura ambiente,
ylascepas2, 3,5, 9, 12y 16 aisladas a 30°C.

59



Al = arsenito; A2 = arsenato.

Figura 15-3: Cepas resistentes a concentraciones de 10mM de arsenito y 10mM de arsenato.
Realizado por: (Anabell Duque, 2015)

Al obtener un crecimiento satisfactorio a 5mM, todas las cepas anteriores fueron repicadas en €l
medio OGY E con concentraciones de 10mM de arsenito y 10mM de arsenato, de igual manera se

las incub6 durante 48h atemperatura ambiente.

EnlaFig. 15-3 se observa, en lacgjade laizquierdalas cepas aisladas a temperatura ambiente, en la
cga de la derecha se muestra las cepas aisladas a 30°C y en la cgja central, las cuatro filas
superiores corresponden a bacterias aidadas a 30°C, y las dos filas siguientes son cepas aidadas a
temperatura ambiente.

En este caso € crecimiento se observd mas limitado pasadas las 48h, pero € patron de crecimiento
se mantiene, es decir, se observé un mayor desarrollo en la cepa 1 aislada a temperatura ambiente, y
enlascepas?, 3,5,9, 12y 16 aidadasa 30°C.
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Al = arsenito; A2 = arsenato.

Figura 16-3: Cepas resistentes a concentraciones de 15mM de arsenito y 15mM de arsenato
Realizado por: (Anabell Dugue, 2015)

EnlaFig. 16-3 se observa, en lacgade laizquierdalas cepas aidadas atemperatura ambiente, en la
cajade laderecha se muestralas cepas aisladas a 30°C y en la cgja central, las dos filas superiores
corresponden a bacterias aisladas atemperatura ambiente, y |as filas siguientes son cepas aisladas a
30°C.

Se repicaron todas las cepas aidadas en las concentraciones de 15mM de arsenito y 15mM de
arsenato. El tiempo de incubacion fue de 48h a temperatura ambiente. Se observd que el arsénico
inhibid parciamente e crecimiento de algunos clonesy total de otros.

En este caso fue més evidente que & arsenito afecta mas el desarrollo de las bacterias en
comparacion con €l arsenato. Las cepas 5, 6 y 20 aidadas a temperatura ambiente, crecieron menos
en arsenito que en arsenato. Y deigual forma sucedio con las cepas 1, 2, 4, 10, 13, 15y 17 aisladas

a30°C. Ademas, lacepa 8 aidadaa 30°C no crecié en ninguno de los medios.
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Al = arsenito; A2 = arsenato.

Figura 17-3: Cepas resistentes a concentraciones de 20mM de arsenito y 20mM de arsenato
Realizado por: (Anabell Dugue, 2015)

A concentraciones de 20mM de arsenito y 20mM de arsenato, se comprobd lainhibicién de algunas
cepas bacterianas. Para estas concentraciones fue necesario un tiempo de incubacion de 96h a
temperatura ambiente para que | os clones tengan tamafios equival entes con |0s ensayos anteriores.

En laFig. 17-3, se puede observar en las dos cgjas superiores las bacterias aidladas a 30°C, de las
cuales tnicamente las cepas 7, 9, 11, 12, 16, 21, 22, 25y 27 tuvieron un desarrollo satisfactorio en
los dos medios, las demas fueron inhibidas en Arsenito. Mientras que las cgjas inferiores muestran
las bacterias aidadas a temperatura ambiente, de las cuales las cepas 1, 5, 6, 7, 8 y 14 fueron

inhibidas en arsenito, las demés se desarrollaron satisfactoriamente en los dos medios.
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Al = arsenito; A2 = arsenato.

Figura 18-3: Cepas resistentes a concentraciones de 30mM de arsenito y 30mM de arsenato
Realizado por: (Anabell Dugue, 2015)

Debido a que en las pruebas anteriores se produjo lainhibicion de algunas cepas bacterianas, parala
prueba de resistencia a 30mM de arsenito y arsenato, sélo se repicaron las cepas que se han
desarrollado satisfactoriamente durante todo € ensayo. De igual manera para este ensayo fue
necesario un tiempo de incubacién de 96h a temperatura ambiente para observar claramente los

clones.

En la Fig. 18-3, se observa en la cgja de laizquierda, las cepas bacterianas aisladas a temperatura
ambiente, y en la cgja de laderecha, las cepas aidadas a 30°C.

En esta Ultima prueba, se puede observar mejor la inhibicion de crecimiento en arsenito, es € caso
delascepas 1, 3,5, 6, 7, 8y 12 aisladas a temperatura ambiente, y las cepas 7, 9, 12, 18, 23y 27
aisadas a 30°C.
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Tabla 6-3: Pruebas de Resistencia a arsénico. Cepas aisladas a temperatura ambiente.

Medio de cultivo : OGYE Agar Bacto

48h de incubacion

48h de incubacion

48h de incubacion

96h de incubacioén

96h de incubacioén

Origen | N° | Arsenito | Arsenato | Arsenito Arsenato Arsenito Arsenato Arsenito Arsenato Arsenito Arsenato
5mM 5mM 10mM 10mM 15mM 15mM 20mM 20mM 30mM 30mM
M1-2 1 | +++ +++ ++ +++ ++ +++ - +++ - +++
M1-R 2 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
M 2-2 3 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ - ++
M2-L 4 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++
5 | + ++ + ++ + ++ - ++ - ++
M2-R 6 | ++ ++ + ++ + ++ - ++ - ++
7 | ++ ++ ++ ++ + ++ - ++ - ++
8 | ++ ++ ++ ++ + ++ - ++ - ++
M3-2 9 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++
10 | +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++
11 | +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++
12 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
13 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
M3-L 14 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
15 | +++ +++ +++ +++ ++ ++ + ++ ++ ++
16 | +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ + ++
18 | +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ + ++
M3-R 17 | +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ + ++
19 | +++ +++ +++ +++ ++ ++ +++ +++ ++ ++
20 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
21 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++

(+++) grande; (++) mediana; (+) pequefia; (-) nulo crecimiento; celdas en blanco indican que no se realizd repique de las cepas.
Realizado por: (Anabell Duque, 2015).




Tabla 7-3: Pruebas de Resistencia a arsénico. Cepas aisladas a 30°C.

Medio de cultivo : OGYE Agar Bacto

48h de incubacion

48h de incubacion

48h de incubacion

96h deincubacién

96h deincubacién

Origen | N° | Arsenito | Arsenato | Arsenito Arsenato Arsenito Arsentato Arsenito Arsenato Arsenito Arsenato
5mM 5mM 10mM 10mM 15mM 15mM 20mM 20mM 30mM 30mM
M1-2 1]+ ++ + ++ + pequefia - Pequefia
2 | +++ +++ +++ +++ + +++ - +++
4 | ++ ++ + ++ + ++ - ++
M1-R 5 | +++ +++ + ++ + ++ - ++
6 | + ++ + ++ + ++ - ++
7 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
8 | + ++ - + - - -
M1-L 9 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
10 | + ++ + ++ + ++ - ++
M 2-2 11 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++
12 | +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ - ++
M2-L 13 | ++ ++ ++ ++ + ++ - ++
M2-R 14 | ++ ++ ++ ++ + ++ - ++
15 | + ++ + ++ + ++ - ++
M3-2 16 | +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ +++ + ++
17 | ++ ++ ++ ++ + ++ - ++
18 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ + ++
19 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++
20 | ++ ++ ++ ++ + ++ - ++
21 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
M3-L 22 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
23 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ + ++ - ++
24 | ++ ++ + ++ + ++ - ++
M3-R 25 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++ ++
26 | ++ ++ ++ ++ ++ ++ - ++
27 | +++ +++ +++ +++ ++ ++ ++ ++ - ++

(+++) grande; (++) mediana; (+) pequefia; (-) nulo crecimiento; celdas en blanco indican que no se realizo repique de las cepas.
Realizado por: (Anabell Duque, 2015).
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Al finalizar las pruebas de resistencia, se ha demostrado que | as bacterias tienen un mejor desarrollo
en arsenato gque en arsenito, incluso en altas concentraciones. Este resultado coincide con el hecho
de que € arsenito es més téxico que el arsenato paratodo tipo de organismo, segin la Agencia para

Sustancias Toxicasy €l Registro de Enfermedades. (2014)

Las bacterias aidadas inicialmente a temperatura ambiente soportaron mejor las atas

concentraciones de arsénico en comparacién con las cepas aidadas a 30°C.

La resistencia nos indicd que son bacterias extremotol erantes que pueden vivir en concentraciones
de arsénico mayores alas que se encuentran en los relaves. En estudios anteriores se demostré que
cepas bacterianas de Pseudomonas, Enterobacter, Acinetobacter, Burkholderia, Escherichia, entre
Otros (Campos et al. 2007 p. 154; Mellado et al. 2008 p. 118), fueron capaces de resistir concentraciones
mayores a 8mM de arsénico, pero en este trabgo se aislaron cepas capaces de crecer en
concentraciones de hasta 30mM. Lo que nos indica que las cepas estdn adaptadas a altas

concentraciones del metal oide en su medio natural.
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3.5. Cuarta Etapa: Pruebas de oxidacion / reduccion de arsénico

Figura 19-3: Tubos de control de pruebas de oxidacion /reduccion de arsenico.
Realizado por: (Anabell Dugue, 2015)

En laFig. 19-3, se puede observar los controles para las pruebas. El tubo de la izquierda, con una
solucion de arsenito 5mM y nitrato de plata 0,2M, forma un precipitado de color amarillo. Mientras
gue €l tubo de la derecha con arsenato 5mM vy nitrato de plata 0,2M, forma un precipitado de color

marron.

Se readlizd una primera prueba con 8 clones, para la seleccion de los clones se consider6 aquellas
bacterias que presentaron un desarrollo continuo durante los ensayos de resistenciay crecieron tanto
en arsenito como arsenato a concentraciones de 30mM. Las cepas sdleccionadas fueron: 2, 5, 11, 15

y 19 del grupo aislado a temperatura ambiente; y las cepas 21, 22 'y 25 del grupo aislado a 30°C.

Las pruebas se llevaron a cabo a temperatura ambiente con concentraciones de 1mM y 5mM de
arsenito y arsenato, en tiempos de incubacion de 5 y 10 dias. Al finalizar los dias de incubacion, se

obtuvo un color amarillo para todas las pruebas.
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Orden de las cepas de izquierdaaderecha: 2, 5, 11, 15, 19, 21, 22y 25.

Figura 20-3: Prueba de oxidacién/reduccion de arsénico. Arsenato 5mM.
Realizado por: (Anabell Duque, 2015).

En la Fig. 20-3, se puede observar |os resultados de |os tubos con arsenato 5mM después de 5 dias.
El color amarillo indica que las cepas redujeron € arsenato a arsenito.

Orden de las cepas de izquierda aderecha: 2, 5, 11, 15, 19, 21, 22y 25.

Figura 20-3: Prueba de oxidaci én/reduccion de arsénico. Arsenito 5mM.
Realizado por: (Anabell Duque, 2015).

En laFig. 21-3, se puede observar los tubos con arsenito 5mM después de 5 dias. El color amarillo

indica que las bacterias no actuaron sobre €l arsenito.
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Posteriormente se realiz6 la misma prueba con otras 10 cepas bacterianas, para la seleccion de las
nuevas cepas se considerd aquellas que resistieron concentraciones de 20mM de arsenito y arsenato.
Las cepas seleccionadas fueron: 1, 5, 16 y 18 aisladas a temperatura ambiente; y las cepas 2, 5, 9,
15, 16y 26 del grupo de bacterias aisladas a 30°C.

Orden de las cepas deizquierda aderecha: 1, 5, 16 y 18 (T amb.); 2, 5, 9, 15, 16y 26 (30°C)

Figura 22-3: Prueba de oxidacion/reduccion de arsénico. Arsenato y Arsenito 5mM.
Realizado por: (Anabell Duque, 2015).

En laFig. 22-3 se observa en la fila superior |as cepas en peptona con arsenato 5mM después de 5
dias, y en lafilainferior las mismas cepas en agua de peptona con arsenito a 5mM. Los resultados
para estas nuevas cepas fueron similares, tanto a los 5 como a los 10 dias. Todas formaron un

precipitado amarillo, por lo tanto las bacterias fueron capaces de transformar € arsenato en arsenito.

Mediante estas pruebas se constaté que trascurridos los 5 dias, todas las cepas fueron capaces de

reducir el arsenato a arsenito.
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El arsenato es un compuesto més estable en aguas superficiales y en presencia de oxigeno, en
comparacion con €l arsenito, por o tanto, existen un mayor nimero de microorganismo adaptados a
este compuesto. La reduccion del arsenato constituye un importante proceso de detoxificacion
(Mellado et al. 2008 p. 118). Esto explicaria la razén de que todas las cepas evaluadas en e presente

trabaj o, fueron capaces de reducir € arsenato.

En los sistemas unicelulares el arsenato se moviliza a través del transportador de fosfato. La
reduccién de arsénico por microorganismos se debe ala presencia del gen ars, este gen puede estar
presente en plasmidos 0 en el cromosoma. (Castillo F., 2005, p.240). Por lo tanto, se podria asumir que

las bacterias aisladas durante esta investigacion, presentan dicho gen.

3.6. Quinta etapa: Identificacion de las cepas bacterianas aidladas de relaves mineros.

Parala identificacion se considerd las 8 cepas resistentes a concentraciones de 30mM de arsenato y

arsenito.

Tabla 8-3: Identificacion de las cepas bacterianas aidladas de relaves mineros.

Aisladas a Temper atura ambiente

Origen N° Tincién Gram Género
M1-2 1 bacilos (-) Pseudomonas sp.
M3-2 10 bacilos (-) Pseudomonas sp.
M3-2 11 bacilos (-) Pseudomonas sp.
M3-L 15 bacilos (-) Vibrio sp.
M3-R 19 bacilos (-) Pseudomonas sp.

Aisladasa 30°C

Origen N° Tincion Gram Género
M3-2 21 bacilos (-) Pseudomonas sp.
M3-L 22 bacilos (-) Pseudomonas sp.
M3-R 25 bacilos (-) Pasteurella sp.

Realizado por: (Anabell Duque, 2015).
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La capacidad de reduccién de arsénico ha sido reportada en varios géneros de bacterias incluyendo
Pseudomonas, Enterobacter, Acinetobacter, Burkholderia, Escherichia, entre otros (Campos et al.
2007 p. 154; Mellado et al. 2008 p. 118). En este trabao se aislaron cepas correspondientes a los géneros
Pseudomonas, Vibrio y Pasteurella capaces de crecer en elevadas concentraciones de arsénico y de

reducirlo a arsenito.
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CONCLUSIONES

Se caracterizd fisico, quimica y microbiolégicamente los relaves mineros de la compafia
MINEREICIS, y se encontré que existe una ata presencia de arsénico, por |o tanto este metal gerce

un una presion selectiva que resulto favorable paralainvestigacion.

Se aidlaron bacterias de relaves minerosy se evalud su resistencia a arsénico utilizando como medio
base OGYE con concentraciones crecientes de metaloide. Finamente se obtuvo 8 cepas que se

desarrollaron hasta en concentraciones de 30mM de arsenito y arsenato.

Se evalud, a nivel de laboratorio, la capacidad de reducir u oxidar € arsénico en las cepas
bacterianas aisladas, utilizando un método de deteccion cualitativo con nitrato de plata, mediante el
cua se obtuvo resultados positivos para la reduccion de arsenato a arsenito en todas las cepas

evaluadas.

Se identificaron 8 cepas bacterianas resistentes a 30 mM de arsénico y se determind que estas

bacterias pertenecen alos géneros Pseudomonas, Vibrio y Pasteurella.
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RECOMENDACIONES

Continuar la identificacion de nuevas bacterias a partir de relaves mineros. Una opcion tentativa
seria adlar Unicamente bacterias de los sedimentos de relaves para encontrar bacterias capaces de

oxidar € arsenito.

Redlizar € aidamiento de bacterias que resistan a varios de |os metales pesados encontrados en los

relaves mineros, para conocer su comportamiento frente a varios compuestos toxicos.

Con & método aplicado en esta investigacion, se recomienda continuar lainvestigacion para evaluar

laaccion de las bacterias con el arsénico de desechos industriales, agricolas, etc.

Las bacterias evaluadas resisten concentraciones de arsénico superiores a las encontradas en los
relaves mineros de la compafiia, por 1o tanto es posible usarlas en tratamientos biotecnol 6gicos, para

lo cual es necesario realizar un estudio mas especifico.
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ANEXOS

Anexo 1: Caracterizacion delosreaves mineros

GRUNZ

I REFORTE DE ANALISIS
J { u:r-uu:—
Issginmors Clients: COMPAFRIA MINERA MINEREIGIS SA
AprmmtEran B D4R LT 3T 050 At 25 0 Jumie Wy We Fasae Em 1 132
LABORATODRD OF EMSAYOQ TUFIJTE"-HHS-I

Atn: Ing. Johana Dawka Loayza
Proyeeto: Andlisis de Agua
Muestra Reciblda: 01-oct-15
Tipo de Muestra: 1 Muesirs de Agus
Andlisis Completada: 15-0e1-15
Humers reporie Gruentee: 1510014-AG001

|Rotutacién Muestra: MIMZMIMA | Limite Mixima odo Adepiada de
|Fu:hn de Muastreo: M-sap-15 1 TIHI!UTUIHA e Fflllﬂlndl )
|Ne. Reporte Gruntee: 1810014-aG001 | o '
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1 REPORTE DE AMALISIS
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Anexo 2: Absorbancia delas cepas aisladas.

Absorbancia de las cepas aisadas.

PRUEBAS DE OXIDACION/REDUCCION
Cepas aisladas a temperatura ambiente

Origen N° Absor bancia (540nm)
M1-2 1 0,491

M1-R 2 0,292

M2-L 5 0,216

M3-2 10 0,397

M3-2 11 0,161

M3-L 15 0,483

M3-L 16 0,216

M3-L 18 0,248

M3-R 19 0,474

Cepasaisadasa 30°C

Origen N° Absorbancia (540nm)
M1-2 2 0,312

M1-R 5 0,346

M1-L 9 0,444

M2-R 15 0,093

M3-2 16 0,306

M3-2 21 0,395

M3-L 22 0,41

M3-R 25 0,365

M3-R 26 0,153

Realizado por: (Anabell Duque, 2015).
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Anexo 3: Pruebas bioquimicas

Realizado por: (Anabell Dugue, 2015)



Anexo 4: Temperaturas de la ciudad de Riobamba.

Temperaturasdelaciudad de Riobamba

Afio Mes Temperatura Temperatura Temperatura media
minima (°C) maxima (°C) (°C)
Octubre (media) 9,7 22,0 14,0
Noviembre (media) 98 215 14,0
Diciembre (media) 92 21,9 14,0
Octubre (méaxima 24h) 15,2 25,4 11,2
2015 | Noviembre (maxima 24h) 12,0 25,0 15,7
Diciembre (méaxima 24h) 11,8 24,6 15,8
Octubre (minima 24h) 3.4 18,4 12,2
Noviembre (minima 24h) 4.8 14,6 11,5
Diciembre (minima 24h) 2,6 18,3 12,2

Fuente: Estacion agrometeorol dgica. Facultad de Recursos Naturales. ESPOCH.

Realizado por: (Anabell Duque, 2015)
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