UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA DE LA SELVA

FACULTAD DE RECURSOS NATURALES RENOVABLES
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AMBIENTAL

TINGO MARIA

BIOSORCION DE PLOMO MEDIADA POR CONSORCIOS MICROBIANOS EN
BIORREACTORES AIR LIFT

Tesis

Para optar el titulo profesional de:

INGENIERA AMBIENTAL

PRESENTADO POR:

JHELY VALERY RODRIGUEZ EUGENIO

Tingo Maria — Peru

2024



Tingo Maria- Peru
FACULTAD DE RECURSOS NATURALES RENOVABLES

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS N° 079-2024-FRNR-UNAS

Los que suscriben, Miembros del Jurado de Tesis, reunidos con fecha 18 de julio de 2024, a horas 6:00
p.m. de la Escuela Profesional de Ingenieria Ambiental de la Facultad de Recursos Naturales

Renovables para calificar la tesis titulada:

“BIOSORCION DE PLOMO MEDIADA POR CONSORCIOS MICROBIANOS
EN BIORREACTORES AIR LIFT”

Presentado por el Bachiller: RODRIGUEZ EUGENIO, JHELY VALERY, después de haber
escuchado la sustentacion y las respuestas a las interrogantes formuladas por el Jurado, se declara

APROBADO con el calificativo de “MUY BUENA”.
En consecuencia, el sustentante queda apto para optar el Titulo Profesional de INGENIERO
AMBIENTAL que sera aprobado por el Consejo de Facultad, Tramitandolo al Consejo Universitario

para el otorgamiento del Titulo Correspondiente.

Tingo Maria, 25 de julio de 2024

Mclgo. MSc. LUIS .\ SANCHEZ ROMERO Ing. MSc. ABBY S. SOLANGE DA CRUZ RODRIGUEZ
PRESIDENTE MIEMBRO

Ing. MS. smﬂnﬁ)z/p‘VALA GUERRERO

MIEMBRO

Dr.C
ESOR



UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA DE LA SELVA
DIRECCION DE GESTION DE INVESTIGACION - DGI
REPOSITORIO INSTITUCIONAL - UNAS
Correo: repositorio@unas.edu.pe

“Afio del Bicentenario, de la consolidacion de nuestra Independencia, y de la conmemoracion
de las heroicas batallas de Junin y Ayacucho”

CERTIFICADO DE SIMILITUD T.I. N° 239 - 2024 - CS-RIDUNAS

El Director de la Direccion de Gestion de Investigacion de la Universidad Nacional Agraria de la
Selva, quien suscribe,

CERTIFICA QUE:

El Trabajo de Investigacion; aprobo el proceso de ravision a través del software TURNITIN, evidenciandose en
el informe de originalidad un indice de similitud no mayor del 25% (Art. 3° - Resolucion N°® 466-2019-
CU-R-UNAS).

Programa de Estudio:

[ Ingenieria Ambiental ] ' |

Tipo de documento:

| Tesis B | X [ Trabajo de Suficiencia Profesional | ]
TITULO AUTOR
PORCENTA
BIOSORCION DE JHELY VALERY Ll
PLOMO MEDIADA POR | RODRIGUEZ 0
CONSORCIOS EUGENIO A)

MICROBIANOS EN
BIORREACTORES AIR

LIFT TreS

Tingo Maria, 09 de agosto de 2024

OF LA SEL

C.C. Archivo



UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA DE LA SELVA

FACULTAD DE RECURSOS NATURALES RENOVABLES
ESCUELA PROFESIONAL DE INGENIERIA AMBIENTAL

TINGO MARIA

BIOSORCION DE PLOMO MEDIADA POR CONSORCIOS MICROBIANOS EN
BIORREACTORES AIR LIFT

Autor : Jhely Valery Rodriguez Eugenio
Asesores : Dr. César Samuel Ldpez Lopez

Dr. Victor Manuel Beteta Alvarado

Programa de investigacion : Ciencia y Tecnologias Ambientales

Linea de investigacion : Biorremediacion y recuperacion de ambientes degradados
Eje temético : Biorremediacion

Lugar de ejecucion : Laboratorio de Microbiologia — FRNR

Duracion : 6 meses

Financiamiento :S/2945,8

FEDU : S/ 00,00

Propio :S/2945,8

Otros : S/00,00

Tingo Maria — Perq, 2024



DEDICATORIA
A la Santisima Trinidad por haberme permitido este logro, a mis padres y abuelos, este
trabajo es de ellos y por ellos.
A toda mi familia y amistades que formaron parte de este proceso.

A todas las personas que tengan interés por este tema.



AGRADECIMIENTO

A Dios y la Santisima Virgen Maria por su intercesion, cuidado y compafiia en todo
momento.

A mis padres por su apoyo y amor incondicional.

A toda mi familia, amigos y hermanos en la fe por sus oraciones, consejos, guia,
compafiia y carifio, los tengo presente a cada uno en mi corazén.

Al Dr. César Samuel Lopez Ldpez, por sus ensefianzas, consejos, gentileza, paciencia 'y
por todo su apoyo esmerado en cada etapa de esta investigacion.

Al Dr. Victor Manuel Beteta Alvarado por todo su apoyo y aportes trascendentales en
esta investigacion.

Al Ing. Richard Sias Rodriguez por su amabilidad y apoyo en la ejecucion de esta
investigacion.

A la Universidad Nacional Agraria de la Selva y a mis docentes que se empefiaron en

darnos una buena formacion profesional.



INDICE

Pagina

L. INTRODUCCION ..ottt 1
1.1, ODJEtIVO GENEIAL ... 2

1.2. ODjJetivos €SPECITICOS .....ccoviiiieciiise e 2

[1. REVISION DE LITERATURA ..ottt es st enas s ens s san s 3
2.1. Antecedentes de 1a INVESTIGACION...........cccceviviviiiiiiccce s 3

2.2, PIOMO ...ttt 3

2.3. El plomo en el medio QCUALICO. ..........couiuiiriiiirieecce e 3

2.4. Efectos del plomo sobre 1a salud ... 4

2.5, BHOSOICION ...ttt 4
2.5.1. Factores que afectan a 1a bioSOrCIiON ............cccccveviiiiiiicce e 5

2.6. Consorcios microbianos COmMo DIOSOrDENTES ...........ccvviiiiiiciiice e, 5

2.7. BIOIEaCtOr ATF Lift. ... 7

HI. MATERIALES Y METODOS........cococtieieieiceseieee e estssssessess s s sssessesssse s s, 8
3.1, LUQAr e EJECUCTON ......cuiiiiiciciee ettt 8
3.1.1.UDICaCion POITTICA .....cuveveeieieciese et 8
3.1.2.UbICacion geOgrafiCa.........cceiieiiei et 8

3.1.3. AsSpecto AMDIENTAl.........c.cooiiii s 8

3.2, MaterialeS Y EQUIPOS .....c.cveviiieietctieicteee ettt 8
B.2. 1. MALEIIAIES ... 8

3.2 2. EQUIPOS ..ttt sttt ettt ettt e e b e e b e nae e reenree s 9

3.3, Criterio de INVESLIQACION .........ccceiiiciciiceie e 9
3.3.1.Tipo de INVESLIGACION ....c..oveierieieieiesie et 9
3.3.2.Enfoque de 1a iNVESLIgaCiON ..........c.cceeiieiiiiicceece e 9
3.3.3.Nivel de 12 INVESTIZACION .......oveiiiiiiiieeee e 9
3.3.4.Variables € INAICAUOIES .........ccoiiiiriiiieieiee s 9



3.4, MEtOAOIOGIA ...t 10

3.4.1. Aislamiento de consorcios microbianos de la laguna Quiulacocha.............. 10
3.4.2.Eficiencia de biosorcion de plomo..........ccoeiiiiiiiiiiiiiieeeeen 11

3.4.3. Identificacion de 10S MICroorganiSMOS ..........cccccvveveeriesieeseeresre e esiesee e 12

3.5. Disefio de INVESLIGACION..........ccvueiiiiieieieie e 13

3.6, AJUSEE ESLAAISTICO......c.evcveeiiiicece s 13

IV. RESULTADOS Y DISCUSION.......cociiiereteeeiieeeseeiessteeeeseseseesesaess s s s s senensenes 14
4.1. Aislamiento de consorcios microbianos de la laguna Quiulacocha................c........ 14

4.2. Determinacién del rendimiento de biosorcidon de plomo.........cccccceevvevcciiiciicnenne, 16

4.3. ldentificacion de [0S MIiCrOOrganiSMOS ...........coceureiiicinrniee s 19

V. CONCLUSIONES ...ttt b e nn e nae e 21
VI. PROPUESTAS A FUTURO ..o s 22
VII. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......coovieeieeisieeseseee et sesis s seses s, 23
VL ANE X O S . e 27
8.1, MEtOUOIOGIA ... e 27

8.2. Identificacion de 10S MICroOrganiSMOS ...........ccocveviveereiiiiieieeeeie e 37



INDICE DE TABLAS

Tabla Pagina
1. Parametros fisicoquimicos de la laguna Quiulacocha.............cccceveviereeeneeeeieiereseine 14
2. Caracteristicas de los microorganismos bacterianos integrantes de consorcios

microbianos aislados del agua de la laguna Quiulacocha ...........cccceecvevieviecienieceees 15
Condiciones en las que se desarrollaron los consorcios microbianos en biorreactores ....16
Anadlisis de varianza del rendimiento de biosorcion de plomo por los consorcios
microbianos en biorreactores Air Lift al 95 % de confianza ...........cocecevevereeieienenennns 17
Prueba multiple de medias Tukey del rendimiento de biosorcion de plomo de los
consorcios microbianos en biorreactores Air Lift al 95 % de confianza ..........ccccceceeueneee. 18
Generos bacterianos identificados del agua de la laguna Quiulacocha.............cccceeuvnee. 19
Especies bacterianas consideradas para conformar los consorcios microbianos de

LU= Lo [0 SRS 20
Parametros determinados de los tratamientos en los biorreactores Air lift al término

(o[- 0] 0L Lo [ o SRS 27
Eficiencia de biosorcidn de plomo por los consorcios microbianos en biorreactores

AT LI ettt ettt b e bbbt ettt et na e 28



INDICE DE FIGURAS

Figura Pagina
1. Esquematizacion del biorreactor “Air Lift” ... 7
R =] 10 =T Uot (o] g | I USSR 11
3. Promedio del rendimiento de biosorcién de plomo de los consorcios microbianos en

DIOITEACIOIES AIN Lift....cieeiiiieieie e et 17

4, EStacion de MONItOre0 P-04 A.......c.oooiiiiiiieiesiee ettt 29
5. Aspecto paisajistico de la Laguna QUIUIaCOCha ...........ccccevieiieiiieiieiee e 29
6. Muestreo de la laguna QUIUIACOCNA .........cc.oiiriiiiiiiiiece s 30
7. Aislamiento de microorganismos de la laguna Quiulacocha ..........c.cccoeviiiiieiieciici, 30
8. Siembra de MICrOOrgaNISMOS ..........ciiiiieiieie et e e sre et e e e e steesbe e e sraenreeneeans 31
9. Incubacion de los microorganismos en medios CLED y agar Manitol Salado a 37 °C

POF 24 NOTAS ...ttt bbbttt bbb bbbt b e e et e bbbt et e b e e neeneas 31
10. Incubacion de los microorganismos en medio M77 a temperatura ambiente por 24

410 - PSSP PRPRPRPR 32
11. Siembra de cepas desarrolladas en el BHI ............cccoooiiiiiicie e 32
12. Géneros de microorganismos bacterianos aislados de la laguna Quiulacocha

13.
14.
15.
16.

17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.
26.
27.

desarrolladas en diferentes medios de cultivo (CLED, Manitol Salado y medio M77)....33

Pesaje del nitrato del PlomO .........coviiiiie 33
Agregado del nitrato de plomo a 10s biorreactores...........ccoevveievevi s 34
Operacion de 10 biorreactores AIr Lift ..........ccoviveieiiiiiieii e 34
Medicién de los parametros fisicoquimicos al inicio, tercero y séptimo dia de

operacion de 10s biorreactores Air Lift .......cc.cooveiiiiiiieiesceseeee s 35
Filtros de jeringa de 0,45 M .......ooiiiiiieiieiie et ae et enne e 35
Tincion de microorganismos gram PoSitivoS Y NEQJAtiVOS ........c.covveveivereeriesieseeie e 36
Vista de los microorganismos a traves del MiCroSCOPIO .......covvrveirierieineneeese e 36
LACtODACTIUS SP. ... 37
=T (o 0] a0 g = ] TSP OPRPP 37
BaACIHIUS SP. ottt 38
Consorcio microbiano (Micrococcus sp. Y Bacillus SP.) .....ccevveveiieiieiiee e 38
Consorcio microbiano (Micrococcus Sp. Y PSEUdOmMONAS SP.) ..cvveveeverierienierienieniesieeeennes 39
Consorcio microbiano (Bacillus sp., Pseudomonas sp. y MiCroCOCCUS SP.) ...covvvvverueennnns 39
CONSOICIO MICTODIAND ...ttt b bbb b eneas 40

Anadlisis de plomo de la muestra de la laguna Quiulacocha............cccccccevvveviiieiiene e, 41



28. Anédlisis de plomo de las soluciones después de los tratamientos con los consorcios

microbianos en 10S DIOrreactores ANl LiTt .......ooooo oo



RESUMEN

BIOSORCION DE PLOMO MEDIADA POR CONSORCIOS MICROBIANOS EN
BIORREACTORES AIR LIFT

En los ultimos afios la contaminacion de medios acuaticos por cargas metalicas ha sido
alta, a pesar de existir regulaciones en el sentido de remediar esta situacion, no son tomados en
cuenta por el alto costo que representan al ejecutar los distintos tratamientos fisicoquimicos de
remocion de metales pesados, ademas, estos tratamientos resultan poco eficientes y generan
grandes cantidades de lodos; es por ello, que la biosorcidn esta resultando una técnica eficiente
y econémica, considerando que los consorcios microbianos que se desarrollaron en ambientes
contaminados con altas concentraciones de los mismos, son potenciales agentes biosorbentes.

En esta investigacion se determind el rendimiento de biosorcién de plomo mediada por
consorcios microbianos en biorreactores Air Lift, aislados de la laguna Quiulacocha, en cuya
muestra se hall6 47,23 mg/L de plomo, lo que indicé que estos microorganismos estan
habituados a la presencia del plomo en su entorno.

Se realiz6 un disefio experimental, con 4 niveles de tratamientos y 3 repeticiones, la
operacion de los biorreactores tuvo una duracion media de 7 dias. Los géneros Bacillus sp.,
Lactobacillus sp., Micrococcus sp. y Pseudomonas sp. conformaron consorcios microbianos
que mostraron participar en la biosorcion de plomo, finalizado el experimento, estos consorcios

microbianos expresaron una alta eficiencia de biosorcion de 98 % de rendimiento.

Palabras claves: Biosorcion, plomo, consorcios microbianos, biorreactores Air Lift, metales

pesados.



LEAD BIOSORPTION MEDIATED BY MICROBIAL CONSORTIA IN AIR LIFT
BIOREACTORS

ABSTRACT

In recent years, the contamination of aquatic environments by metal loads has been high,
despite there being regulations in the sense of remedying this situation, they are not taken into
account due to the high cost they represent when executing the different physicochemical metal
removal treatments. Furthermore, these treatments are inefficient and generate large quantities
of sludge; This is why biosorption is proving to be an efficient and economical technique,
considering that microbial consortia that developed in environments contaminated with high
concentrations of them are potential biosorbent agents.

In this research, the performance of lead biosorption mediated by microbial consortia
was determined in Air Lift bioreactors, isolated from the Quiulacocha lagoon, in whose sample
47.23 mg/L of lead was found, which indicated that these microorganisms are accustomed to
the presence of lead in their environment.

An experimental design was carried out, with 4 treatment levels and 3 repetitions, the
operation of the bioreactors had an average duration of 7 days. The genera Bacillus sp.,
Lactobacillus sp., Micrococcus sp. and Pseudomonas sp. They formed microbial consortia that
were shown to participate in the biosorption of lead. At the end of the experiment, these

microbial consortia expressed a high biosorption efficiency of 98% yield.

Keywords: Biosorption, lead, microbial consortia, Air Lift bioreactors, heavy metals.



I. INTRODUCCION

Las actividades antropogénicas en diferentes partes del mundo generan contaminacion,
entre ellas al agua por presencia de plomo. EI Banco Mundial (2006) registro que el 30,2 % de
los rios costeros en el Peru, estaban contaminados por plomo proveniente de las minas, siendo
esto un dato alarmante, ya que el plomo es un metal toxico que no tiene ninguna funcién
bioldgica tendiendo a bioacumularse, siendo mas peligroso a medida que avanza en la cadena
trofica. EI plomo puede llegar al hombre mediante: el consumo de alimentos contaminados con
plomo, por inhalacion del aire contaminado con plomo o por absorcion epitelial al entrar en
contacto con sustancias que contienen plomo. EIl plomo una vez dentro del hombre, circula por
la sangre llegando a diferentes érganos, como el cerebro, rifiones, higado y huesos, tiende a
acumularse en huesos y dientes. Es asi, que el plomo en el hombre causa disfuncion renal,
anemia, hipertensién, intoxica el sistema inmune y los 6rganos reproductores, en las gestantes
el plomo acumulado en huesos y dientes entra en circulacion hasta llegar al feto, en los nifios
es mas peligroso aun, puesto que afecta su sistema nervioso y su desarrollo cerebral,
causandoles dafios irreversibles; los sintomas y los efectos varian segun las concentraciones de
plomo en el organismo. Ni la mas minima exposicion al plomo se considera inofensiva.

Una de las razones por que las industrias descargan aguas residuales con altas
concentraciones de plomo sin tratamiento a los cuerpos de agua, es porque los tratamientos
fisicoquimicos son costosos, poco eficientes y generan grandes cantidades de lodos, algunos de
estos tratamientos son: precipitacion quimica, intercambio ionico, smosis inversa y adsorcion.
Como alternativa a estos tratamientos convencionales, existen los tratamientos bioldgicos,
donde las técnicas usan materiales biologicos, siendo més econémicos, eficientes y no generan
lodos. Por ejemplo, la biosorcion se presenta como parte de un tratamiento bioldgico, proceso
que permite eliminar el plomo de medios acuaticos con material biolégico vivo o muerto,
denominados biosorbentes. Los biosorbentes vivos, como los consorcios microbianos,
presentan multiples mecanismos en la biosorcion, por lo tanto, resultan ser ain mas eficientes
que otros biosorbentes.

Considerando lo indicado en péarrafos anteriores se plantea la siguiente pregunta:
¢ Consorcios microbianos median la biosorcion de plomo en biorreactores Air Lift?, teniéndose
como hipotesis: los consorcios microbianos median la biosorcion de plomo en biorreactores Air
Lift.

Para la presente investigacion, se formularon los siguientes objetivos:



1.1. Objetivo general

Determinar el rendimiento de biosorcion del plomo mediada por consorcios

microbianos en bhiorreactores Air Lift
1.2. Obijetivos especificos

- Aislar consorcios microbianos de la laguna Quiulacocha.

- Determinar el rendimiento de biosorcion de plomo mediada por consorcios
microbianos en biorreactores Air Lift.

- ldentificar los géneros de los microorganismos integrantes del consorcio que

participaron en la biosorcion de plomo en biorreactores Air Lift.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1. Antecedentes de la investigacion

Vizarreta (2021) extrajo dos muestras de la laguna Quiulacocha, encontrando
0,708 mg/L y 0,171 mg/L de plomo, cuyos valores sobrepasaron los Estandares de Calidad
Ambiental para lagunas establecidos en el D.S. N° 015-2015-MINAM.

Syed y Chinthala (2015) aislaron cepas de bacilos a partir de suelos salinos y
determinaron su capacidad de biosorcion. Llegando a la conclusion que las cepas que mostraron
méaxima biosorcién de plomo fueron: B. cereus con un 87 %, seguido por B. subtilis con el 85
%.

Mufioz et al. (2019), concluyeron que, la cepa de B. subtilis aislada del pasivo
minero Santa Rosa de Jancas (Ancash) mostré una tolerancia moderada al plomo (11), con un
indice de Tolerancia de 0,60-0,79.

Es necesario recalcar que, en el contexto de la biotecnologia, "mediada"
generalmente se refiere a procesos o acciones que son facilitados o controlados por una

molécula, organismo, o sistema bioldgico (Gadd, 2010).
2.2. Plomo

Se halla naturalmente en la corteza terrestre, pero el uso indiscriminado por el
hombre ha dado lugar a una gran contaminacién ambiental (OMS, 2022), en las aguas residuales
es un contaminante de gran relevancia (Gadd, 2008).

El plomo es un metal altamente toxico, no cumple ninguna funcion bioldgica en
los seres vivos y no es biodegradable, por ello, tiende a bioacumularse y se vuelve mas peligrosa
conforme escala en la cadena tréfica (Carpio, 2017). Su exposicion al hombre ha afectado la
salud publica a nivel mundial de forma alarmante (OMS, 2022).

El plomo se ha destinado a la fabricacion de baterias de plomo - acida para
vehiculos motorizados, se usa en la elaboracion de pigmentos, pinturas, material de soldadura,
esmaltes ceramicos, también en productos como vajillas de cristal, joyas, juguetes, entre otros.
Cabe mencionar que gran parte del comercio del plomo en el mercado a nivel mundial proviene
del reciclaje (OMS, 2022).

2.3. El plomo en el medio acuatico

Segun Vullo (2003), los restos de plomo que se encuentran en el medio ambiente
se unen a los sélidos en suspensidn, estas con el tiempo conforman o se unen a los sedimentos,

concentrandose gran cantidad de plomo ahi, mientras tanto las aguas intersticiales se
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constituyen como una fuente receptora del metal, llegando a contener concentraciones medias
de plomo entre las aguas superficiales y los sedimentos. ElI plomo en el agua, segun Carpio
(2017) afecta a los organismos mas sensibles, en el fitoplancton inhibe la fotosintesis, en el

zooplancton y otras formas de vida, inhibe su crecimiento y desarrollo.
2.4. Efectos del plomo sobre la salud

De acuerdo con Nava y Méndez (2011) el plomo puede ingresar al cuerpo humano
a través de la ingestion, inhalacion y absorcion epitelial. La OMS (2022) indica que, una vez
ingresado el plomo al cuerpo, ésta se distribuye en diferentes 6rganos, como: cerebro, higado,
rifiones y huesos, que con el tiempo se va acumulando en huesos y dientes, en las mujeres
volviendo a circular por la sangre durante el estado de gestacion, representando un peligro para
el feto. También, en nifios con desnutricion a causa de la falta de nutrientes principalmente
como el hierro y el calcio, su organismo tiende a absorber el plomo con mayor intensidad.
Tristemente, los nifios de corta edad (incluido el feto) y los que viven en lugares
econdmicamente desfavorables son los mas afectados.

A su vez, la exposicion alta al plomo, en los nifios afecta el desarrollo cerebral y
el sistema nervioso provocando convulsiones, estado de coma y hasta la muerte, los que llegan
a sobrevivir presentan deficiencia intelectual y trastornos en el comportamiento, por ejemplo,
déficit de atencion, conductas antisociales y bajo rendimiento escolar, ademas se cree que estos
efectos son irreversibles; por otro parte, en los adultos causa disfuncion renal, hipertension,
anemia, toxicidad al sistema inmune y a los 6rganos reproductores. Cuanto mayor es la
exposicion al plomo, los sintomas y los efectos son mas diversos, una concentracion de 3,5
ug/dl en la sangre puede afectar gravemente a los nifios, en tal sentido, no existe una

concentracion minima en la sangre que se considere exenta de riesgo (OMS, 2022).
2.5. Biosorcion

La biosorcién es definida como la eliminacion de sustancias (en nuestro caso el
plomo) por material biolégico (por consorcios microbianos), puede explicar cualquier
mecanismo de interaccion sorbato — biosorbente, dando como resultado la reduccién de sorbato
de una solucién. La biosorcion es una propiedad de los organismos vivos y muertos,
investigadores hacen referencia al uso exclusivo de microorganismos como biosorbente en la
definicién de la biosorcién (Gadd, 2008).

En efecto, algunos investigadores cuando emplean microorganismos vivos en la
eliminacién de sustancias emplean el término de biosorcion, refiriéndose a todos los

mecanismos bidticos y abidticos de los microorganismos. Ademas, los procesos metabolicos
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de los organismos vivos pueden afectar en diferentes grados a los mecanismos fisicoquimicos
como la adsorcion, absorcion, intercambio ionico, formacién de complejos superficiales y
precipitacion (Gadd, 2008).

En el tratamiento de aguas con cargas metalicas, como el plomo, la biosorcién se
presenta como una buena alternativa, ya que es econdmico, tiene alta eficiencia y minimiza la

generacion de lodos quimicos (Gadd, 2008).
2.5.1. Factores que afectan a la biosorcion

En el uso de la biomasa viva, pueden influir el crecimiento y la nutricion,
la constitucion de la pared celular, la formacion de productos extracelulares, la concentracion
de la biomasa, el area superficial y el volumen de las células (Gadd, 2008) y los sistemas
genéticos que portan los microorganismos (Marrero, Diaz y Coto, 2010).

También, pueden influir los factores fisicoquimicos como la temperatura,
aunque tiene poco efecto en la biosorcion, las temperaturas altas como a 50 °C en algunos casos
puede aumentar la biosorcidn y las temperaturas bajas afectara los sistemas de células vivas;
ahora veamos, el pH es importante en la biosorcion de cationes de metales, siendo el rango
optimo de 3 a 7 (Gadd, 2008), puesto que los iones de hidrogeno representan una competencia
en la biosorcién de iones cationes (Tejeda, Villabona y Garcés, 2015).

2.6. Consorcios microbianos como biosorbentes

Los consorcios microbianos son asociaciones de dos o mas poblaciones de
especies microbianas, esto ocurre de forma natural en el ecosistema (Lopez, Dominguez y
Garcia, 2007 citado por Ochoa, 2010), sobreviven a cambios ambientales adversos, las especies
que sobreviven quedan por seleccién natural (Maier, Pepper y Gerba, 2009 citado por Ochoa,
2010), realizan procesos que las especies que participan no podrian realizarlo
independientemente, en este sentido, generan importantes cambios en el medio ambiente, como
trasformaciones de sustratos, eliminacion de desechos, entre otros (Ochoa, 2010).

Los consorcios microbianos de la presente investigacion estan constituidos por
cepas de bacterias aisladas de la laguna Quiulacocha, a su vez, contaminada con plomo. De
acuerdo con Solomon (2008), las bacterias son microscépicas, unicelulares y procariontes. Sus
formas méas comunes son: esféricas (conocidos como cocos), de bastones (llamados bacilos) y
algunos son helicoidales.

La pared celular de las bacterias esta constituida por peptidoglucano, polimero de
azUcares y polipéptidos cortos, por la composicion de su pared celular éstas se clasifican en dos

grupos: bacterias grampositivas y bacterias gramnegativas (Solomon, 2008).
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La pared celular de las bacterias grampositivas es gruesa y consiste mayormente
en peptidoglucano. En cambio, la pared celular de las bacterias gramnegativas tiene dos capas,
una capa delgada de peptidoglucano y otra capa gruesa exterior que contiene polisacaridos
unidos a lipidos (Solomon, 2008).

Ademas, la pared celular de las bacterias tiene multiples grupos funcionales como
carboxilo, carbonilo, hidroxilo, tiol, amina y fosfato que pueden interactuar en diferentes grados
con metales. Sin embargo, en las bacterias grampositivas el carboxilo del peptidoglucano es el
principal sitio de union para los cationes metalicos, mientras que en las bacterias gramnegativas
son los grupos fosfato (Gadd, 2008).

La gran mayoria de microorganismos secretan sustancias poliméricas
extracelulares (SPE), en gran parte son polisacaridos, bajo la forma de una sustancia pegajosa,
formando asi biopeliculas, para adherirse a superficies sélidas. En los sistemas de
microorganismos vivos, las SPE son componentes importantes en la bioabsorcion de metales;
también, pueden producir muchos otros metabolitos de unién a metales (Solomon, 2008 y Gadd,
2008).

También, los microorganismos vivos para la acumulacion intracelular de metales
poseen una variedad de sistemas de transporte, uno de ellos es el sistema de transporte de
membrana, donde el microorganismo internaliza los metales al citoplasma con gasto de energia,
a través del sistema H+-ATPasa y en el citoplasma los metales son atraidos por proteinas
Ilamados metalotioneinas (MT) ricas en grupos sulfhidrilos (Marrero, Diaz y Coto, 2010).

Asi mismo, los microorganismos vivos, en la biosorcién de metales presentan
multiples mecanismos que operan simultaneamente y en diferentes grados. Las actividades
metabdlicas como la respiracion, nutricion y excrecion de metabolitos alteran la composicién
alrededor de los microorganismos y esto influye en la adsorcion, intercambio ionico, formacion
de complejos superficiales y en la precipitacion. El estudio de los mecanismos que intervienen
puede ser complicado si el objetivo principal es hallar un sistema biosorbente eficiente (Gadd,
2008).

En particular, los microorganismos que crecen en ambientes contaminados con
altas concentraciones de metales pesados presentan resistencia a estos porque estan regulados
por sus sistemas genéticos que expresan propiedades que contrarrestan sus efectos toxicos
(Marrero, Diaz y Coto, 2010), asi que, estos microorganismos transfieren a las futuras
generaciones genes que les permiten sobrevivir en ambientes adversos (Solomon, 2008). El uso
de estos microorganismos como biosorbentes en la biorremediacion de efluentes con cargas de

metales es mas economico, (Marrero, Diaz y Coto, 2010).
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Actualmente existe una busqueda constante de cepas de microorganismos y
consorcios microbianos autoctonas con resistencia a metales pesados como sistemas

biosorbentes (Marrero, Diaz y Coto, 2010).
2.7. Biorreactor Air Lift

Es un equipo que en la ingenieria ambiental se usa para tratar aguas residuales con
microorganismos, la operacion se fundamenta en un sistema gaseoso - liquido — sélido, cuyo
propdsito es mantener el medio oxigenado y homogéneo, mediante el ingreso de un flujo de
aire por la base, que sube por un tubo interno; esta conformada por las zonas de: ascenso de
fluido (tubo interno), descenso de fluido, desgasificacion y zona inferior de base conica,
también, cuenta con puertos para la toma de muestras y acoplamiento de electrodos (pH, OD,
entre otros) (Figura 1), se caracteriza por ser un equipo de disefio sencillo, de bajo costo de

construccion, operacion y mantenimiento (Huaméan y Ledn, 2019).

Puerto para la
toma de muestras
y acoplamiento
de electrodos

Zona de

Zona de ascenso
descenso

— e A— ca—

Zona inferior de o

base conica Dispersor de flujo de aire

Figura 1. Esquematizacion del biorreactor “Air Lift”



1.  MATERIALES Y METODOS

3.1. Lugar de ejecucién

Esta investigacion se ejecuto en el Laboratorio de Microbiologia General de la
Escuela Profesional de Ingenieria Ambiental, Facultad de Recursos Naturales Renovables,

Universidad Nacional Agraria de la Selva, Tingo Maria.
3.1.1. Ubicacion politica

Tingo Maria se ubica politicamente en el distrito de Rupa Rupa - Leoncio

Prado - Huéanuco.
3.1.2. Ubicacién geografica

En el sistema de coordenadas UTM el Laboratorio de Microbiologia
General se ubica en la zona 18L, por el este a 390 418,46 m, por el norte a 8 970 476,69 my a

una altitud de 662 msnm.
3.1.3. Aspecto Ambiental

Tingo Maria es una ciudad que pertenece a la regién natural Selva Alta,
tiene un clima calido, muy lluvioso con alta humedad durante todo el afio, con una precipitacion
acumulado anual de 2 848 mm, siendo la temporada de lluvias de noviembre a marzo. La
temperatura maxima del aire anual oscila entorno de los 30°C con un rango de 3°C, con valores
mas altos en octubre y bajos en enero. La temperatura minima del aire anual esta en torno a los
19°C con un rango de 4°C, alcanzando cifras altas en diciembre y bajos en julio (SENAMHI,
2021).

3.2. Materiales y equipos
3.2.1. Materiales

Materiales para la toma de muestra: balde de 4L con tapa, cinta aislante y
palo de escoba.

Materiales de laboratorio: matraces, tubos de ensayo, vasos precipitados,
algoddn, placas Petri, pipetas, portaobjetos, varillas de vidrio, gradillas, mechero Bunsen, asa
de siembra, agitadores, micropipetas, filtros de jeringa de 0,45 um, jeringas de 20 mL, entre

otros.
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Medios de cultivo para microorganismos: medio BHI, medio Mueller
Hinton (MH), medio CLED, caldo peptona, medio Minimo de Sales Minerales segin Davis
(MMSM-D) y medio de cultivo para identificacion bioguimica.

Insumo quimico: Nitrato de plomo.

Material biol6gico: consorcios bacterianos aislados de la laguna
Quiulacocha.

Materiales para la construccion de los biorreactores Air Lift: cAmara de
cultivo de base conica de 1 L de volumen total (10 cm de didmetro y 20 cm de altura), tubo de
distribucion central de 8 cm de alturay 3 cm de diametro, varillas de vidrio, frascos con solucion
salina, bombas de aire de pecera de 3 L/min de Oz, mangueras para pecera de 0,4 cm de diametro
y para los frascos tapas de material microporoso con tubo acoplado de 1,5 cm de didmetro para

la toma de muestras.
3.2.2. Equipos

Equipos de laboratorio: autoclave vertical de 20 L (marca American
Clinical), bafio maria, microscopio binocular CX31-P-Laboratory (marca Leica), incubadora
universal, contador de colonias, balanza analitica con grado de exactitud de 0,0001 g (marca
Medilab), pH-metro (marca Extech), oximetro, multiparametro, espectrofotometro de
absorcién atomica y espectrofotémetro de emision dptica con plasma acoplado inductivamente
(ICPOES), espectrofotémetro de Absorcion Atomica.

Equipo de proteccion personal: delantal, mascarillas, lentes de seguridad,

gorros quirargicos y guantes de latex.
3.3. Criterio de Investigacion
3.3.1. Tipo de investigacion
Esta investigacion es de tipo Aplicada.
3.3.2. Enfoque de investigacion

Tiene un enfoque cuantitativo, porque los datos recolectados para probar

la hipotesis son numéricos y se analizaron estadisticamente.
3.3.3. Nivel de investigacion
Pertenece al nivel explicativo.

3.3.4. Variables e indicadores
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a) Variable independiente: Consorcios microbianos aislados de la laguna

Quiulacocha.
b) Variable dependiente: Biosorcion de plomo.
c) Indicadores de la variable independiente: Biomasa (UFC)
d) Indicadores de la variable dependiente: Rendimiento de biosorcion (%)
3.4. Metodologia
3.4.1. Aislamiento de consorcios microbianos de la laguna Quiulacocha
a) Toma de muestra

La seleccion de la muestra fue del tipo muestreo aleatorio simple. Se
tomo6 la muestra en un balde de plastico de 4 L con tapa a 1 m de la orilla de la laguna
Quiulacocha, la muestra se tomo a la altura de la estacion de monitoreo P-04 A (Figura 4), que
indica que sus coordenadas UTM son: por el norte 8 816 510,4530 m, por el este 359 471,561
m, a una altitud de 4271,561 msnm., segin INDECI (2021) la superficie tiene una extension de
110 hectéreas y esta ubicado en el distrito de Simon Bolivar, provincia y departamento de
Pasco. La muestra se traslado hasta el laboratorio de microbiologia en una caja de poliestireno

que contenia acumulador congelante SUMIPACK.
b) Medicion de parametros de la muestra

El pH, OD y temperatura se midieron in situ, redox y conductividad en

el laboratorio.
¢) Cuantificacion del plomo en la muestra

La muestra se llevo al laboratorio de Analisis de Suelos, Aguas y
Ecotoxicologia, Facultad de Agronomia, para el analisis de presencia y cuantificacion de plomo

aplicando la metodologia de Espectofotometria de Absorcién Atomica.
d) Aislamiento de consorcios microbianos

La muestra recolectada se proces6 con la técnica de pre
enriquecimiento en Caldo Peptona al 0,2 % con incubacion de 18 - 24 horas y posteriormente
para el aislamiento se utilizaron alicuotas de 30 pL que se depositaron en diferentes placas,
conteniendo 10 mL de medio CLED y agar Manitol Salado, las que se incubaron a 37 °C y
sobre placas con Medio M77 incubadas a temperatura ambiente, todas por 24 horas en

condiciones de aerobiosis. Luego de la incubacion, las colonias (UFC) desarrolladas se
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combinaron al repicarse en medio BHI e incubados por 24 horas a 37 °C y luego del desarrollo
se mantuvieron en refrigeracion (entre 4 a 8 °C) para las pruebas en los biorreactores.

Se realiz6 la enumeracion de microorganismos conformantes del
consorcio aplicando la técnica de las diluciones decimales y de la placa vertida utilizando medio
Miuller Hinton.

3.4.2. Eficiencia de biosorcion de plomo
a) Esterilizacion y Operacion de los biorreactores Air Lift
- Preparacion

Primero se esterilizaron los materiales en autoclave a 121 °C y 15
Ibs/pulg? durante 15 min, luego se armaron los biorreactores Air Lift conforme muestra la Figura
2. Una vez armados los biorreactores se esterilizaron afiadiéndoles una solucion de alcohol -
acido (3 partes de etanol — 1 parte de HCI) dejandola que actue por un espacio de 24 horas.

Tapa de material micro
poroso con tubos
acoplados de 1.5 em de
diametro para la toma de
muestras.

Bomba de aire de
pecerade 3 L/min de
(0))

Conector de 4 mm
de diametro

Tubo de distribucion
central de 80 mm de
altura y 30 mm de
Frasco con solucién diametro
salina al 20 %

Camara de cultivo de
base conica de 1 L de
volumen total, 100 mm
de diametro y 200 mm
de altura

Figura 2. Biorreactor Air Lift
- Condiciones de operacion

Para la operacidon las bacterias mantenidas en refrigeracion fueron
reactivadas en un nuevo medio BHI en cultivo heterogéneo, para obtener consorcios
microbianos.

Se agregaron a los biorreactores medio Minimo de Sales Minerales
segun Davis (MMSM-D), glucosa al 1 % como cometabolito y consorcios microbianos activos

que constituyeron los tratamientos, conforme indica el disefio de investigacion. Luego, las
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salidas de la toma de muestra de los biorreactores se taparon con tapones de algodén, al mismo
tiempo, se adiciond silicona alrededor de los bordes de las tapas de los frascos para evitar
derrames en la operacion e ingresos de agentes extrafios al sistema de biorreaccion.

Las bombas de aire estuvieron conectadas a un filtro de solucion
salina al 20 %, cuya finalidad fue desinfectar el aire previo ingreso a los biorreactores. El flujo
de aire que ingresaba a la cdmara de cultivo del biorreactor, homogenizé el cultivo y mantuvo
las condiciones de aerobiosis en el sistema. El tiempo de operacién de los biorreactores fue de
7 dias.

- Datos que se registraron

Se determinaron los pardmetros: pH, OD, redox, conductividad y

temperatura; al inicio, tercero y séptimo dia de operacion de los biorreactores.
b) Determinacion del rendimiento de biosorcion de plomo

Al cabo de los 7 dias de operacién del sistema de los biorreactores se
extrajeron muestras de un volumen de 10 mL utilizando jeringas de 20 mL, cuyo contenido se
trasvasé mediante de filtros de jeringa de 0,45 um a tubos estériles con tapa rosca de 50 mL de
capacidad y se llevaron al Laboratorio Central de Investigacion para determinar la
concentracion de plomo por ICPOES. Luego, con los datos de la concentracion inicial y final
del plomo en la solucidn, se calculd la eficiencia de biosorcidn, que viene a ser el porcentaje de

plomo removido de la solucion por los consorcios microbianos mediante la siguiente Ecuacion

(2):

Co

Ry (%) = "icf x 100 1)

C
Donde:

Rp: Rendimiento de biosorcion (%)

Co: Concentracion inicial de plomo en la solucion (mg/L)

Cs. Concentracion final de plomo en la solucion (mg/L)
3.4.3. ldentificacion de los microorganismos

Al culminar la investigacion a los consorcios microbianos de trabajo se los
proceso por diluciones decimales y siembras en placa vertida con medios de cultivo selectivo y
de identificacion bioquimica diferencial, para determinar los géneros de las bacterias

comprometidas integrantes de los consorcios.
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3.5. Disefio de investigacién

El disefio es experimental puro, con una posprueba y un grupo control, la
manipulacion de la variable independiente tuvo cuatro niveles, tres soluciones de plomo
recibieron los tratamientos (diferentes cantidades de microorganismos), que fueron los grupos
experimentales, uno no recibio, que fue el grupo testigo o de control, hubo tres repeticiones por

cada nivel. El disefio se diagrama de la siguiente forma:

Seb To O1
Seb T1 02
Spb T2 O3
Seb T3 Oq

Donde:

Spp = 700 mL de medio minimo de sales minerales segiin Davis con plomo a 33
mg/L.

To = Testigo

T1=5670 UFC (10 % de in6culo microbiano)

T2 =8 505 UFC (15 % de indculo microbiano)

T3 =11 340 UFC (20 % de indculo microbiano)

On = Enésima medicion de la concentracion final del plomo
3.6. Ajuste estadistico

Para establecer si hay diferencia estadistica significativa entre los efectos de los
tratamientos, se realiz6 el analisis de varianza unidireccional de los datos del rendimiento de
biosorcion al 5 % de nivel de significancia.

Para conocer el mejor tratamiento se complementd con la prueba mdltiple de
medias de Tukey también al 5 % de nivel de significancia.

Asimismo, se halld el coeficiente de variacion, lo que indico si los datos tomados

de las unidades experimentales de un solo tratamiento fueron estadisticamente validos.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Aislamiento de consorcios microbianos de la laguna Quiulacocha

Se aislaron consorcios microbianos a partir de la muestra de la laguna
Quiulacocha, cuyos parametros fisicoquimicos y los Estandares de Calidad Ambiental (ECA)
para lagunas del MINAM (2017) se exponen en la Tabla 1.

Tabla 1. Parametros fisicoquimicos de la laguna Quiulacocha

] Pardmetros de la
Parametros ) ECA
laguna Quiulacocha

pH 3,5 6,5-9
OD (mg/L) 11 >5
Redox (mV) 385,2 -
Conductividad (uS/cm) 5728 1000
Temperatura (°C) 15,7 A3
Plomo (mg/L) 47,23 0,0025

Como se aprecia en la Tabla 1, los valores de el pH y el OD de la laguna son
inferiores a los establecidos por el ECA para lagunas, por otra parte, el de la conductividad y la
concentracion del plomo sobrepasan a los establecidos por el mismo, los que indican que este
ecosistema esta contaminado, pues se sabe que la laguna Quiulacocha ha sido contaminada por
metales pesados lo que ha alterado los parametros naturales de la laguna extinguiendo formas
de vida; sin embargo, en la Tabla 2, mostramos las caracteristicas de los integrantes de los
consorcios microbianos aislados de la Laguna Quiulacocha. Tal como lo reportd INDECI
(2021), que entre los afios 1943 a 1992 la laguna recibio una descarga de 70 millones de
toneladas de relave minero. Asi mismo, Vizarreta (2021), en muestras de la misma laguna
encontrd metales como: plomo, aluminio, arsénico, cadmio, cobre, cromo, hierro, entre otros
mas, cuyos valores sobrepasaron los especificados por los Estandares de Calidad Ambiental del
MINAM (2017). Sumado a ello, Bianchini (2009), menciona que en la laguna existian truchas,

ranas, aves y se veia roedores, sin embargo, por la alta contaminacion con relave minero, se
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hizo totalmente imposible la vida en esta agua a excepcion de algunas bacterias particularmente

adaptados.

Tabla 2. Caracteristicas de los microorganismos bacterianos integrantes de consorcios

microbianos aislados del agua de la laguna Quiulacocha

Cadigo de ) ) ) - Intercambio de
_ Morfologia Tipo Propiedad tintorial
trabajo gases
J1LQ1 Bacilos Bacteria Grampositiva Aerobio
J2LQ1 Cocos Bacteria Grampositiva Microaerobio
) ) o Anaerobio
J3LQ1 Bacilos largos Bacteria Grampositiva )
facultativo
Bacilos en ) . )
J4LQ1 ) Bacteria Grampositiva Aerobio
filamento
Bacilos ) . )
J5LQ1 ) Bacteria  Grampositiva, BAAR+ Aerobio
filamentosos
J6LQ1 Cocobacilos Bacteria Gramnegativa Aerobio
Cocobacilos ) ) Anaerobio
J7LQ1 Bacteria Gramnegativa _
alargados facultativo

La presencia de 47,23 mg/L de plomo en la muestra de donde se aislaron las
bacterias indica que estos microorganismos son resistentes a altas concentraciones de plomo,
pues a lo largo de los afios habrian desarrollado una resistencia genética a la presencia de este
metal, sobrellevando asi su supervivencia y permanencia en el tiempo. Ademas, Marrero, Diaz
y Coto (2010) mencionan que los microorganismos desarrollados en ambientes contaminados
con altas concentraciones de metales pesados portan sistemas genéticos que contrarrestan los
efectos toxicos de los mismos. También, Cortés (2009) aislé microorganismos a partir de dos
ambientes contaminados con plomo y otros metales, los que fueron procesados en el laboratorio
y se desarrollaron a distintas concentraciones de metales, identificandolos como bacilos gram
positivos (Bacillus sp.). Por otra parte, Solomon (2008) afirma que estos microorganismos
transfieren a las futuras generaciones genes que les permiten sobrevivir en ambientes adversos.

De tal manera, que el uso de estos microorganismos como biosorbentes en la biorremediacion
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de efluentes con presencia de metales, es mas econémico, pues no requieren la adicion de

nutrientes al no precisar un metabolismo activo (Marrero, Diaz y Coto, 2010).
4.2. Determinacion del rendimiento de biosorcion de plomo

La Tabla 3 muestra las condiciones de laboratorio en las que se desarrollaron los
consorcios microbianos provenientes de la laguna Quiulacocha, cuyos parametros
fisicoquimicos fueron medidos al inicio, tercero y séptimo dia de operacion de los biorreactores
Air Lift.

Tabla 3. Condiciones en las que se desarrollaron los consorcios microbianos en biorreactores

Parametros de los biorreactores

Parametros Dia 3 Dia7
Dia 0
To Ta T2 T3 To T1 T T3
pH 6,8 70 7,1 7,2 7,4 7,4 1,7 1,7 7,6
OD (mg/L) 4.6 50 41 35 3,0 5,8 3,0 1,6 1,1
Redox (mV) 236 241 330 338 333 2477 40,0 41,0 40,0

Conductividad

11 10,7 10,6 10,8 10,8 10,2 10,1 10,5 10,9
(uS/cm)

Temperatura (°C) 28,2 28,2 28,3 284 28,4 280 28,0 285 28,6

La figura 3, muestra los promedios del rendimiento de biosorcion de plomo de los
consorcios microbianos en biorreactores Air Lift. Los resultados indican que en el To no hubo
eficiencia de biosorcion; en contraste, el T1 presentd un promedio de 90 %, el T de 94 % vy el
T3 de 98 % de eficiencia de biosorcion de plomo; como apreciamos, la diferencia en la eficiencia

de biosorcion de plomo entre los tratamientos 1,2 y 3 es de 4 %.
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Figura 3. Promedio del rendimiento de biosorcion de plomo de los consorcios microbianos en
biorreactores Air Lift

La Tabla 4 presenta el andlisis de varianza del rendimiento de biosorcion de plomo
por los consorcios microbianos en biorreactores Air Lift. En este analisis de varianza se observa
que el resultado de la prueba de Fisher calculado es 17 656,03, siendo este valor mayor que la
F tabulada que es 4,066 al 95 % de confianza; por lo tanto, aceptamos la hipétesis de
investigacion, los consorcios microbianos median la biosorcién de plomo en biorreactores Air
Lift.

Tabla 4. Andlisis de varianza del rendimiento de biosorcion de plomo por los consorcios

microbianos en hiorreactores Air Lift al 95 % de confianza

Fuente GL SC MC F P
Tratamiento 3 19963,7 6654,55 17656,03 0,000
Error 8 3,0 0,38

Total 11 19966,7

Simultaneamente, el coeficiente de variacion fue 3,48 %, menor al 10 % admitido
en los laboratorios, lo que indica, que las diferencias de las mediciones de las unidades
experimentales de un mismo tratamiento son aceptadas estadisticamente, dado que los
resultados obedecen a una investigacion controlada y se tuvieron los pardmetros minimos de
homogeneidad.
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La Tabla 5, muestra la prueba multiple de medias de Tukey del rendimiento de
biosorcion de plomo de los consorcios microbianos en biorreactores Air Lift al 95 % de
confianza, esta tabla nos dice que los efectos de los tratamientos son significativamente
diferentes entre si y la mayor eficiencia de biosorcion de plomo se alcanz6 con el tratamiento

3, el que tuvo mayor poblacién microbiana.

Tabla 5. Prueba mdaltiple de medias Tukey del rendimiento de biosorcion de plomo de los

consorcios microbianos en biorreactores Air Lift al 95 % de confianza

Tratamiento N  Media Agrupacion
3 3 97678 A
2 3 94,347 B
1 3 89,915 C
0 3 0,000 D

En los biorreactores que hubo mayor densidad microbiana se observé mayor
formacion de biopeliculas (que se manifiestan al producirse SPE) adheridos a la superficie del
tubo central de distribucion del biorreactor, asi como, en la superficie del medio de cultivo;
también, se observaron formaciones espumosas blanquecinas que indicaron indirectamente la
presencia y la actividad microbiana.

Entonces, cuanto mayor poblacion microbiana se ha tenido en el medio, se alcanzé
mayor eficiencia de biosorcion, esto esta relacionado a la mayor disponibilidad de superficie
celular, mayor produccion de SPE, mayor actividad microbiana, entre otros procesos
metabdlicos.

En este sentido, Gadd (2008) respalda lo indicado en el parrafo anterior al destacar
que, al emplear microorganismos vivos en la biosorcion de metales, también pueden influir el
crecimiento y la nutricion, la constitucion de la pared celular, la formacion de productos
extracelulares y biopeliculas, la concentracion de la biomasa, el area superficial y el volumen
de las células.

Asimismo, Solomon (2008) y Gadd (2008) mencionan que la gran mayoria de
microorganismos secretan SPE, en gran parte polisacaridos bajo la forma de una sustancia
pegajosa, formando asi biopeliculas, para adherirse a superficies sélidas. En los sistemas de
microorganismos Vvivos, las SPE son componentes importantes en la bioabsorcion de metales,

ademas, pueden producir muchos otros metabolitos de union a metales.
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La biosorcidén de metales pesados por los microorganismos vivos es atribuido a
sus multiples mecanismos fisioldgicos que operan simultdneamente y en diferentes grados, por
ejemplo, las actividades metabodlicas como la respiracion, nutricion y excrecion de metabolitos
alteran la composicion alrededor de los microorganismos y esto influye en la adsorcion,
intercambio i6nico, formacién de complejos superficiales y en la precipitacién, el estudio de
los mecanismos que intervienen puede ser complicado si el objetivo principal es hallar un
sistema biosorbente eficiente (Gadd, 2008).

Ademas, la pared celular de las bacterias tiene multiples grupos funcionales como
carboxilo, carbonilo, hidroxilo, tiol, aminay fosfato que pueden interactuar en diferentes grados
con metales. Sin embargo, en las bacterias grampositivas el carboxilo del peptidoglucano es el
principal sitio de unién para los cationes metalicos, mientras que en las bacterias gramnegativas

son los grupos fosfato (Gadd, 2008).
4.3. Identificacion de los microorganismos

La tabla 6 muestra la identificacion genérica de las bacterias que se aislaron a

partir de la muestra de la laguna Quiulacocha.

Tabla 6. Géneros bacterianos identificados del agua de la laguna Quiulacocha

Caodigo de trabajo Género identificado
JILQ1 Bacillus
J2LQ1 Micrococcus
J3LQ1 Lactobacilos
JALQ1 Arthrobacter
J5LQ1 Nocardia
J6LQ1 Pseudomonas
J7LQ1 Alcaligenes

De los cuales 4 cepas bacterianas fueron consideradas por su predominancia en el
desarrollo de los medios de cultivo para la conformacién de los consorcios microbianos que

mediaron la biosorcion de plomo, cuya identificacidn especifica se presenta en la Tabla 7.
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Tabla 7. Especies bacterianas consideradas para conformar los consorcios microbianos de

trabajo
Cddigo de trabajo Especie
JI1LQ1 Bacillus sp.
J2LQ1 Micrococcus sp.
J3LQ1 Lactobacillus sp.
J6LQ1 Pseudomonas sp.

Ellis et al. (2003) citado por Beltran y Gomez (2016) encontraron en suelos
contaminados con metales pesados bacterias pertenecientes a los géneros: Arthrobacter,
Bacillus, Brevibacterium, Brochothrix, Comamonas, Cytophaga, Deinococcus, Enterobacter,
Hafnia, Micrococcus, Mycobacterium, Nocardia, Pseudomonas, Rathayibacter, Rhodococcus,
Salmonella, Serratia, Staphylococcus, Variovorax y Xantomonas. Coincidimos con este autor,
con lo encontrado en nuestra investigacion respecto a los géneros Bacillus, Micrococcus y
Pseudomonas.

Asi mismo, Puyen (2013) indica que Micrococcus luteus capta plomo (1) y cobre
(11) en sus envueltas de EPS (compuesto por 71 % de carbohidratos y 28 % proteinas), pues los
capta extracelularmente con un porcentaje de bioadsorcion de 36 % para el plomo y 25 % para
el cobre. Analogamente a esto, en nuestra investigacion Micrococcus sp. fue una de las especies
integrantes de los consorcios microbianos que trabajaron en la biosorcion del plomo.

También, Mena y Rafael (2016) demostraron que Corynebacterium sp. tiene una
eficiencia de remocidn de 88,8 % para el plomo, Pseudomonas sp. de 79,7 % para el cobre y
Bacillus sp. de 49,2 % para el zinc, quienes sefialaron haber aislado estas especies bacterianas
de sitios alterados por la actividad minera, similar a ellos, aislamos Pseudomonas sp., Bacillus
sp., Micrococcus sp. y Lactobacillus sp. de un ambiente contaminado con metales pesados
producto de actividades mineras, las que trabajaron en consorcios microbianos y alcanzaron

una eficiencia de biosorcion de 98 % para el plomo.



V. CONCLUSIONES

Se aislaron consorcios microbianos conformados por géneros bacterianos de la Laguna
Quiulacocha.

El rendimiento de biosorcion de plomo mediada por consorcios microbianos alcanzo el 98
%.

Bacillus sp., Micrococcus sp., Lactobacillus sp. y Pseudomonas sp. conformaron los

consorcios microbianos en la biosorcién del plomo.



VI. PROPUESTAS A FUTURO

Ensayar la biosorcion de otros metales con microorganismos provenientes de la laguna
Quiulacocha.

Ensayar la biosorcion de metales pesados con consorcios microbianos conformados por
géneros de bacterias y fungi.

Conservar una coleccion de géneros microbianos genéticamente eficientes en la biosorcion
de metales pesados.

Disefiar sistemas de tratamientos de aguas residuales con carga de metales pesados a base

de consorcios microbianos.
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VIII.  ANEXOS

8.1. Metodologia

Tabla 8. Parametros determinados de los tratamientos en los biorreactores Air lift al término de

la operacion
Tratamiento pH My (mV Cond DO (mg/L) T (°C)
REDOX) (mS/cm)
RiTo 7.38 22 10.96 ) 27.3
R2To 7.43 25 9.83 4.85 28.3
RsTo 7.45 27 9.88 3.43 28.5
RiT: 7.38 21 10.58 0.74 28.7
RaoT1 7.84 50 11.18 0.75 28.7
RsT1 7.82 49 10.99 1.88 28.5
RiT2 7.65 39 9.98 3.2 28.3
RaT2 7.62 37 13.12 0.05 28.3
RsT2 7.77 47 12.86 0.12 28.1
RiTs 7.51 30 13.15 3.76 28.1
R2Ts 7.8 48 12.04 3.68 28.5

R3T3 7.54 31 13.71 3.11 28.5




28

Tabla 9. Eficiencia de biosorcién de plomo por los consorcios microbianos en biorreactores

Air Lift
Concentracion de Eficiencia de
Tratamiento  Repeticion plomo inicial Concethracién de biosorcion de
(mg/L) plomo final (mg/L) olomo (%)

To 1 33,215 33,215 0,000
To 2 31,919 31,919 0,000
To 3 33,656 33,656 0,000
T1 1 33,215 3,115 90,622
T1 2 31,919 3,62 88,659
T1 3 33,656 3,209 90,465
T2 1 33,215 2,043 93,849
T2 2 31,919 1,694 94,693
T2 3 33,656 1,851 94,500
T3 1 33,215 0,8974 97,298
T3 2 31,919 0,7178 97,751

T3 3 33,656 0,6781 97,985




ESTACION DE
MONITOREO P-04 A

COORD. UTM
NORTE: 8816510.4530
| EsTE: 359471.8414
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Figura 4. Estacion de monitoreo P-04 A

Figura 5. Aspecto paisajistico de la Laguna Quiulacocha
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Figura 6. Muestreo de la laguna Quiulacocha

Figura 7. Aislamiento de microorganismos de la laguna Quiulacocha
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Figura 8. Siembra de microorganismos

Figura 9. Incubacion de los microorganismos en medios CLED y agar Manitol Salado a 37 °C

por 24 horas
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Figura 10. Incubacion de los microorganismos en medio M77 a temperatura ambiente por 24

horas

Figura 11. Siembra de cepas desarrolladas en el BHI
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Figura 12. Géneros de microorganismos bacterianos aislados de la laguna Quiulacocha

desarrolladas en diferentes medios de cultivo (CLED, Manitol Salado y medio M77)

Figura 13. Pesaje del nitrato del plomo



Figura 15. Operacion de los biorreactores Air Lift
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Figura 16. Medicion de los parametros fisicoquimicos al inicio, tercero y séptimo dia de

operacion de los biorreactores Air Lift

Figura 17. Filtros de jeringa de 0,45 pm



Figura 18. Tincion de microorganismos gram positivos y negativos

Figura 19. Vista de los microorganismos a través del microscopio
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8.2. Identificacién de los microorganismos

Figura 20. Lactobacillus sp.

Figura 21. Pseudomonas sp.
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Figura 22. Bacillus sp.

Figura 23. Consorcio microbiano (Micrococcus sp. y Bacillus sp.)



Figura 25. Consorcio microbiano (Bacillus sp., Pseudomonas sp. y Micrococcus sp.)
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Figura 26. Consorcio microbiano
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