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PRESENTACION

Sefiores miembros del Jurado pongo a su consideracion la tesis titulada “Efecto
de la cepa nativa de P.Fluorescens en la degradacion de cianuro en solucion, in

vitro” para obtener el titulo profesional de Ingeniero Ambiental.

El presente proyecto de investigacion consta de seis capitulos: Introduccion,
meétodo, resultados, discusiones, conclusiones y recomendaciones. Donde tiene
como objetivo general evaluar el efecto de la cepa nativa de P.fluorescens en la

degradacion de cianuro.

Esta investigacion ha llegado a las conclusiones esperadas que estoy muy
convencido que permitiran mejorar el tratamiento de cianuro libre, cualquier
observacion que ustedes realicen a mi proyecto de investigacion estoy

convencido que sera con el afan de poder mejorarlo.
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RESUMEN

En el presente proyecto de investigacion titulada: “Efecto de la cepa nativa de
P.Fluorescens en la degradacion de cianuro en solucién, in vitro” se evalud el
efecto de la cepa nativa de P.fluorescens en la degradacion de cianuro. Las cepas
de P. fluorescens se aislaron de arenas y tierras descartadas del proceso de
extraccion de oro por cianuracion del cerro “El Toro”, Huamachuco. La muestra
utilizada fue con una concentracion inicial de cianuro libre de 500 ppm, cuya
variable de operacion fue: concentracion de P. fluorescens (0, 10, 15, 20 mg/L) en

un tiempo de 5 dias.

Los resultados mostraron que al aumentar las concentraciones de P. Fluorescens
hacen que las concentraciones de cianuro libre disminuyan. De esta manera se
concluy6 que con la concentracion de 20 ppm de P. Fluorescens se obtuvo una
concentracion de cianuro libre de 76 ppm lo que represento el 84.80 % de

eficiencia.

Palabras Claves: P. Fluorescens, Cianuro, degradacion, concentracion.
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ABSTRACT

In the present research project entitled: "Effect of the native strain of
P.Fluorescens on the degradation of cyanide in solution, in vitro" the effect of the
native strain of P.fluorescens on the degradation of cyanide was evaluated.
Strains of P. fluorescens were isolated from sands and discarded lands of the gold
extraction process by cyanidation of the hill "El Toro", Huamachuco. The sample
used an initial concentration of free cyanide of 500 ppm, whose operating variable
was: concentration of P. fluorescens (0, 10, 15, 20 mg /L) in a time of 5 days.

The results showed that by increasing the levels of P. Fluorescens, free cyanide
levels decrease. In this way, it was concluded that with the concentration of 20
ppm of P. Fluorescens, a free cyanide concentration of 76 ppm was obtained,

representing 84.80% efficiency.

Keywords: P. Fluorescens, Cyanide, degradation, concentration.
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INTRODUCCION

1.1 Realidad Problematica

El cianuro es el reactivo quimico principal en la extraccion y recuperacion de
metales en la industria minera. Actualmente se genera cerca de 1,4 millones de
Tn en el planeta (Logsdon et al., 1999). Citado por TUYA, (2014).

Menciona que en la extraccion de oro, el cianuro (CN) es utilizado, generando
esté problemas de contaminacion en el mundo (Gaviria y Meza, 2006), Citado por
CARDONA, (2015).

El uso de cianuro en el proceso de mineria provoca un riesgo sobre la salud de
las personas y el medio ambiente, siendo esta una sustancia altamente toxica.
Las personas aledafias a estas minas se ven amenazados por la utilizacion de
cianuro (ODRIOZOLA, 2003, p. 3)

Por otro lado mencionan que una de las primordiales fuentes de polucion por
cianuro es la industria minera (WHO, 2004; David et al., 2006). En donde los
residuos cianurados son arrojados en fuentes hidricas y suelos reportando
desgracias por polucion en ecosistemas y poblaciones (Moran, 1998; Gurbuz5A
et. al., 2004). Citados por CARDONA, (2015).

El cianuro presente en aguas superficiales provoca envenenamiento de los
animales por la exhibicion simultdnea mediante la inhalacion y absorcion. Los
rios, lagos y mares contaminados causan destruccion duradera en ciertas
especies; las investigaciones toxicoldégicos han advertido que puede destruir el
sistema nervioso, respiratorio y cardiovascular de los animales, también
disminuye la creacién de productos de minima toxicidad originando problemas
ambientales (Gurbuz et al., 2009; Ramirez, 2010). Citado por CARDONA, (2015)

Segun CHUNG, (2008) menciona que el cianuro en sus distintas formas y de
grandes cantidades son descargados diariamente en aguas, suelos y aire
provocadas por distintos labores industriales como la mineria, donde el cianuro es
muy importante en el proceso de recuperacion de oro. Citado por MORILLO y
GUEVARA, (2015).
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Segun la (UPME, 2017) “Las beneficiadoras del mineral estan fabricados cerca de
rios y quebradas [...] con la cianuracién utilizada sin ningun control, las personas
pueden exponerse al cianuro y provocarles enfermedades incluso puede causar la
muerte, el envenenamiento causado por cianuro depende de la cantidad y el

tiempo que esté expuesta la persona”

En nuestro pais el NaCN era utilizado en unas 30 beneficiadoras de cianuracion
en la recuperaciéon del oro. En 1994 el MINEM (Ministerio de Energia y Minas)
evalué un aumento de 165 %, entre 1995 y fines del siglo, en la utilizacién de
procesos de cianuracion (MINEM, 1996). Citado por TUYA, (2014).

Asi mismo BLAS, (2008) Afirma que en nuestro Pais, el 20 % de la industria
minera es informal, lo cual hace que la problematica de la polucion por cianuro,
mercurio y otros desperdicios toxicos que se utilizan en la extraccién y
recuperacion de oro se empeore aun mas, por el insuficiente control del
cumplimiento de las normas que regulen sus usos y emisiones al ambiente,
provocando la contaminacion al ecosistema. Madre de Dios, La Libertad y
Cajamarca son los departamentos mas afectados en el Pais, siendo Madre de
Dios la mas afectada por la mineria informal en un 96%. Citado por MORILLO y
GUEVARA, (2015).

La Libertad, no es extrafio a las labores mineras por lo que se supone que
nuestros rios, suelo y aire son alterados en su calidad con esta labor. Varias
industrias formales dedicadas a la extraccién de minerales en nuestra region son:
En la provincia de Santiago de Chuco se encuentran las empresas de Barrick,
San Simén, Comarsa y Quiruvilca, en Pataz las empresas de Poderosa,
Horizonte y Marza y en la provincia de Sanchez Carrion esta las empresas de La
Arena y El Toro. Cabe indicar que en el departamento La Libertad, se localizan
mineros informales como también los artesanales por lo que en el proceso de
lixiviacion con cianuro de sodio, para la obtencién del mineral, producen dafios

ambientales a largo o a corto plazo.

En tal sentido el presente proyecto se busca la realizacion de un método eficaz y

rentable para poder tratar el cianuro y disminuir sus concentraciones por
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intermedio del efecto de la cepa nativa de P.Fluorescens en la degradacion de

cianuro en solucion, in vitro.

1.2 Trabajos Previos

Restrepo, Montoya, Mufios (2006) en su trabajo titulado “DEGRADACION
MICROBIANA DE CIANURO PROCEDENTE DE PLANTAS DE BENEFICIO DE
ORO MEDIANTE UNA CEPA NATIVA DE P.Fluorescens”, se escogieron 6
plantas de beneficio de oro, se tomaron sus arenas residuales, previamente
seleccionadas, las mismas que contenian cantidades de cianuro. Dichas muestras
fueron recolectadas en diferentes dias de descarga (0, 1, 3, 7 y 14 dias). El
aislamiento de P. Fluorescens se realizO en beakers de 1 L. Seguidamente de
haber obtenido algunas cepas nativas de cada una de las plantas de beneficio se
procedié a escoger una de ellas, tomando en cuenta el criterio de velocidad de
crecimiento, las muestras estuvieron de 100 hasta 1000 ppm de cianuro. De los
datos obtenidos mediante los experimentos de biodegradaciéon de cianuro, se
llega a determinar que en las primeras 24 horas, el reactor que contiene la minima
cantidad de contaminante se redujo en un 60%, asi mismo se infiere que si se
aumenta la concentracion con una doble cantidad en el segundo reactor, se
obtuvo un 14% de degradacion. Los reactores con 400 y 500 ppm de cianuro si se
biodegradaron en un 50% aproximadamente. Las otras concentraciones se
mantuvieron altas durante el mismo tiempo. En el segundo dia del proceso, se
observa que todos los reactores mantienen la misma concentracién que la del dia
anterior. Es a partir del dia tres que en los experimentos, se empieza a percibir
una caida significativa en la concentraciobn de cianuro, en los reactores con

concentraciones inferiores a 800 ppm de NaCN.

Segun MORILLO y GUEVARA, (2015) en su investigacion titulada “Degradacion
de cianuro de sodio por Pseudomonas sp. a dos temperaturas y tres pH”; Llego a
determinar el efecto que causan las temperaturas de 32 y 36°C en combinacién
con los pH 9.5, 10, 10.5 en la degradacién de cianuro de sodio por Pseudomonas
sp. La aislacion la realizé a partir de lodos activos presentes en la planta de
tratamiento de aguas residuales de Covicorti-Trujillo (Pert). La muestra de lodo

activo se obtuvo haciendo uso de un muestreo por conveniencia, la misma que se
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sometié a un enriquecimiento en un caldo minimo de sales con 500 ppm de
cianuro de sodio. Para los experimentos se contaron con seis frascos de vidrio
conteniendo 100 ml de caldo minimo de sales con buffer carbonato, 1000 ppm de
cianuro de sodio y 4mL de in6culo de Pseudomonas sp. a temperaturas de 32 y
36° C en mezcla con los pH 9.5, 10 y 10.5; asi también se tuvieron otros seis
frascos de vidrio como controles sometiéndolos a las mismas condiciones pero sin
in6culo. Los resultados que se obtuvieron datan una maxima degradacion de
cianuro por Pseudomonas sp. a 36°C/pH 9.5 (655ppm) y 32°C/ pH9.5 (648 ppm)
asi mismo de minima degradacion a 36°C/ pH 10.5 (203 ppm). Asi se puede
concluir que la combinacién de las temperaturas 32 y 36°C con los pH 9.5, 10,
10.5 interviene sobre la degradacion de cianuro de sodio por Pseudomonas ps.
por otro lado se llegé a demostrar que las combinaciones de 32 y 36°C con el pH

9.5 son las que favorecen el mismo proceso.

Segun Naranjo, Santa Maria, (2006) en su trabajo de investigacion
“EVALUACION DE LA INMOVILIZACION DE Pseudomonas fluorescens PARA
LA BIODEGRADACION DE CIANURO EN SOLUCION ACUOSA’ lograron
determinar la evaluacion del actuar de la concentracion de cianuro en una
solucién acuosa con una concentracion primaria de 15 ppm utilizando la técnica
de inmovilizacion, para esto se utilizé una cepa de P. Fluorescens aislado del lodo
procedente de la industria de metales reconocido por Comargo y Ossa (2005)
conservados a 4°C en laboratorio. La P. Fluorescens se adecua a un medio de 15
ppm de cianuro y 1,2 g/l de caldo nutritivo en buffer carbonato a pH 9,6. En la
biodegradacion cuantificaron el porcentaje y velocidad de degradacién, en dos
matrices de inmovilizacion (agar-agar y alginato de calcio) y a tres diferentes
caudales (0,17 mL/s, 0,23 mL/s y 0,29 mL/s). Determinaron que para la evolucion
de biodegradacion de cianuro con células inmovilizadas se generan con la matriz
agar-agar y con un caudal de 0,17 mL/s. Concluyeron que el proceso biologico de
células inmovilizadas empleando P. Fluorescens llega a ser mas competitivo

comparado con otros tratamientos biolégicos.
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1.3 Teorias Relacionadas al tema

1.3.1 Marco Tedrico

El proceso de cianuracibn es un método que se viene utilizando desde
aproximadamente 100 afios en la recuperacion de oro, mas aun en las mineria
mediana y grande. En la mineria pequefia el uso de este proceso es nuevo ya que
algunos materiales no pueden ser concentrados satisfactoriamente por ningun
método gravimétrico, en los ultimos tiempos la utilizacion de cianuro se ha
difundido demasiado en la mineria pequefia de los paises andinos (colmenares,
2007, p.2). Citado por MUDARRA, (2016)

La degradacion del cianuro por oxidacion acelerada puede realizarse por varios
meétodos, el mas conocido y empleado por razones econdmicas es el proceso con
SO2/aire. Sin embargo, este proceso depende de varios parametros como pH,
concentracion de CuSO4 y otros que son propios del efluente de un lugar
especifico y cuyos valores son desconocidos. GOLD INSTITUTE, (1996).

Segun Restrepo, Montoya, Mufios (2006). El cianuro es el mas utilizado en la
industria minero-metallrgica en la recuperacion de metales preciosos, sin
embargo este compuesto ocasiona efectos nocivos, entre los que se resalta su
alta toxicidad y su efecto en la respiracion celular. En la mayoria de las plantas de
tratamiento en la recuperacion de metales no se controlan técnicamente los
procesos, en donde la utilizacion de NaCN se utiliza mas de lo normal,
ocasionando descargas altas tanto en solucion como en tierras descartadas de
este proceso. Los tratamientos convencionales para degradacién de cianuro,
pueden ser muy comunes y eficientes, sin embargo presentan desventajas por el
costo elevado de los reactivos necesarios. El tratamiento microbiano por su parte,
demuestra eliminar grandes cantidades de cianuro de una manera eficiente y

econdémica.
En el Perd las normas ambientales vigentes nos muestran claramente los LMP

para la descarga de efluentes liquidos en las actividades minero-metallrgicas (DS
N° 010-2010-MINAM) anexo (Tabla 8).
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1.3.2 Marco Conceptual

El Cianuro

Segun ALVAREZ, (2005) EI concepto cianuro se utiliza para designar a una
familia de compuestos quimicos, los mismos que se caracterizan por la presencia
de un atomo de carbono enlazado a un atomo de nitrgeno mediante un enlace
triple (-C=N). En resumen se llama cianuro a una gran variedad de compuestos

gue contienen este grupo quimico. Citado por TUYA, (2014).

Por otro lado SILVESTRE, (2015) El cianuro es un compuesto altamente téxico
debido a que un cambio de pH en el medio puede liberar acido cianhidrico,
compuesto que usualmente es asociado con la maxima toxicidad de estos
compuestos. Por sus propiedades quimicas, el cianuro es relevante tanto para la
industria como para el medioambiente. Su interés industrial es basicamente
porque es un fuerte agente ligante en forma idnica, capaz de formar compuestos

metélicos estables con la mayoria de metales pesados en bajas concentraciones.

Compuestos del Cianuro: Los diferentes compuestos pueden clasificarse en:

= Cianuro total

Este concepto se emplea en los procedimientos analiticos. Se designa cianuro
total a todo los compuestos de cianuro presentes en una solucion acuosa. El
cianuro total contiene cianuro libre, cianuros simples y todos los cianuros
complejos, que contienen los cianuros facilmente disociables en acido débil
(Diaz, 2010, p. 21).

= Cianuro libre

Segun Diaz (2007, p. 21), el cianuro es el concepto que se utiliza para describir al
ion cianuro (CN™) el cual se disuelve en el agua del proceso asi como a cualquier
cianuro de hidrégeno (HCN) que se llega a formar en la solucién. Las briquetas
solidas de cianuro de sodio se diluyen en el agua para dar origen al ion sodio y al
anion cianuro; el anion de cianuro se mezcla con el ion hidrégeno para originar el
HCN donde la concentracion del ion hidrégeno en el agua del proceso dependera

del pH existente en la solucion como se puede observar en la figura 1.
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En la Figura 1: Equilibrio de pH entre CN~/HCN
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Fuente: Esteban Miguel y Domic Mihovilovic, Hidrometalurgia.

El cianuro libre sucede dificilmente en la naturaleza por la alta reactividad de la

molécula.

Métodos de degradacion del cianuro

La degradacion del cianuro, se atribuye a la transformacion de los cianuros
simples y libres, en cianuros que no son toxicos 0 menos tdxicos, como por
ejemplo los complejos, tiocianatos, cianatos, carbonatos u otras sustancias,
obedeciendo a la tecnologia que se utiliza en remediacion.

Existen varios métodos generales los cuales se utilizan para el tratamiento del

cianuro, entre ellos tenemos:

Tabla N° 1.Metodos de tratamiento de cianuro

Método General Técnica particular

Fisico Dilucion con uso de
membranas, hidrolisis,
electrodeposicion y
destilacion.
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Formacion de | Acidificacion,  volatilizacion,
complejos adicion de metal, flotacion y

extraccion con solvente.

Adsorcion Con minerales, carbon

activado y resinas

Oxidacion Bio-oxidacion, catalitica,

electrolisis, quimica, fotolisis

Fuente: Muestreo tomado de la Tesis de J. Nazareno en Produccion Mas Limpia — ESPOL 2003.

Compuestos derivados del Cianuro:

Los principales compuestos afines al cianuro generados como subproductos
asociados son:

= Cianato (CNO")

Es el producto resultante durante el tratamiento de minerales, por la reaccidén que
se genera entre el ion cianuro libre y el ion metalico, un ejemplo es el ion cuprico,
o0 también en el tratamiento de efluentes que contienen cianuro en un agente

oxidante como el peréxido de hidrogeno o el ion hipoclorito.

= TIOCIANATO (SCN-)

La presencia de tiocianato (es decir SCN-) en las disoluciones y efluentes de un
proceso obedece a la reaccién del cianuro con atomos de azufre inestable, dicha
reaccion puede suceder mientras ocurre la aireacion previa o en la lixiviacion.

El tiocianato es un compuesto que es quimica y bioldgicamente degradable,
siendo los subproductos metabdlicos el carbonato, el ion amonio y el sulfato
(MAMANI, 2007, p. 31).

Los Tiocianatos son mas estables que los cianatos si se les evalla en una
soluciébn acuosa, resultando asi ser mucho mas resistentes a la foto-

descomposicion.
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= AMONIO (NH, ")

El cianuro llega a hidrolizarse lentamente en el agua dando lugar a un ion formiato
y amonio. Podria generarse cierta hidrolisis de cianuro por ende una formacion de
amonio mientras se da la cianuracion en los niveles de pH habitualmente
utilizados (10.5). Sin embargo, la presencia de amoniaco es mucho mas probable
de suceder en los desechos que contiene cianuro debido a la hidrolisis del

cianato.

Pseudomonas Fluorescens.

Son bacterias con forma de bastdén, que necesitan oxigeno para vivir. Tienen la
capacidad de apresurar la germinacion y el crecimiento de las plantas por medio
de hormonas, también pueden eliminar sustancias contaminantes para el suelo y

el agua.
Generalidades de Pseudomonas fluorescens

Pseudomonas fluorescens son bacterias baciliformes, aerobias, las cuales tienen
varios flagelos polares. Estas son conocidas por su aptitud de generar el
crecimiento de las plantas que viven en contacto con ellas (12). Segun su

clasificacion taxonémica (12) se ubican en:

Tabla N° 2. Generalidades de P. Fluorescens

Reino Bacteria
Filo Proteobacteria
Clase Gammaproteobacteria
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Orden Pseudomonadales

Familia Pseudomonadaceae

Género Pseudomonas

Especie Pseudomonas fluorescens Migula

Fuente: www.Pseudomonas Fluorescens/generalidades.

1.4 Formulacién del problema

¢, Cuadl sera el efecto de la cepa nativa de P.fluorescens en la degradacion

de cianuro en solucion, in vitro?

1.5 Justificacion del estudio

1.6

El estudio de investigacion se justifica porque la mineria tiene problemas de

contaminacion ambiental por el uso inadecuado del cianuro. El estudio

pretende demostrar a nivel de laboratorio el efecto de la cepa nativa de

P.Fluorescens en la degradacion de cianuro en solucion, in vitro.

Asi mismo dicho procesamiento posibilitara tener una efectiva degradacion

de cianuro y a la vez resulte rentable y que las concentraciones se ubiquen

por debajo de los limites maximos permisibles, dando lugar a construccién

de una escala industrial.

Hipotesis

H1: La cepa nativa de P.fluorescens degrada el cianuro en solucién, in vitro.
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Ho: La cepa nativa de P.fluorescens no degrada el cianuro en solucion, in

vitro.

1.7 Objetivos

1.7.1. Objetivo General:

Evaluar el efecto de la cepa nativa de P.fluorescens en la degradacion de

cianuro.

1.7.2. Objetivo Especificos:

a. Evaluacioén de la concentraciéon de la solucién cianurada antes y después
del tratamiento.

b. Aislamiento e identificacion de cepas nativa de P.fluorescens.

c. Aplicacion de distintas concentraciones o dosis de la cepa nativa de
P.fluorescens.
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1 METODO

2.1. DISENO DE INVESTIGACION

El disefio de investigacion el cual presenta el proyecto de investigacion obedece
a un disefio cuasi experimental, por lo cual el método para la obtencion de datos

seria el siguiente:

Xo
M

(Solucién Cianurada)
Ci : Cepa de P.fluorescens (i: 1, 2, 3)
Mo : Solucién cianurada de concentracion constante.
X, :Pruebaen blanco
X; : Concentracion resultante después del estimulo (i: 1, 2, 3).
Di : Degradacion de cianuro (i: 1, 2, 3)
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l)i = Ibli) - )Kj

Tabla N° 3. Concentraciones, tiempo y degradacion

Concentracion Concentracion Tiempo Concentracion Degradacién

de de cianuro CN° Dias Resultante Di = Mo - X.

— i

P.fluorescens (Mo: X;

Ci constante)

Oppm 500 ppm 5
10 ppm 500 ppm 5
15 ppm 500 ppm 5
20 ppm 500 ppm 5

Fuente: Elaboracién propia

Se realizara tres replicas por cada concentracion de P.fluorescens con un tiempo
de residencia de cinco (05) dias en la solucion cianurada, luego del cual se realiza
el andlisis volumétrico para determinar la cantidad de cianuro presente después

del estimulo; luego se calcula la cantidad degradada mediante la férmula:
Di - MO - Xi

2.2. VARIABLES, OPERACIONALIZACION
2.2.1 VARIABLES

a. Variable independiente

- Concentracion de cepa nativa de P.fluorescens

b. Variable dependiente

- Degradacion de cianuro.

2.2.2. OPERACIONALIZACION DE VARIABLES
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Es una nocion que describe a
la relacién, asociacibn o

proporcion que se puede

establecer al comparar la
cantidad de soluto y el nivel
de disolvente presentes en
una disolucién en donde las
de

bastdn, necesitan oxigeno y

bacterias con forma

nitrégeno para vivir,
adaptadas a resistir y vivir en
medios cianurados del cual
toman el nitrdgeno
transformando el HCN y CN-
en

compuesto menos

nocivos.

Las Pseudomonas

fluorescens liofilizadas, se
pesan en cantidades de 10,
15, 20 mg y se disuelven con
agua destilada estéril hasta
de

obteniendo de esta manera

un litro solucion,
concentraciones de 0, 10, 15

y 20 ppm.

Concentracion
de la cepa
nativa
Pseudomonas
Fluorescens
liofilizada de O,
10, 15 y 20

ppm

Cuantitativa de

razon
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https://definicion.de/solvente/

La degradacion del cianuro,
hace referencia a Ila
transformaciéon quimica del
HCN y CN-originando nuevas
sustancias con propiedades
no

totalmente diferentes,

toxicas o0 menos toxicas.

La degradacion de cianuro en
solucién, 500 ppm, se llevara
a cabo con las bacterias
Pseudomonas Fluorescens

liofilizada que tienen un
comportamiento cianotropo y

a través una ruta bioquimica

transforman el cianuro en
amonio, un compuesto
nitrogenado facilmente

asimilable, utilizando el
Nitrégeno para su
crecimiento.

La degradacién
de

cianurada

la solucion
se
evaluara antes
y después del
tratamiento
mediante
analisis
volumétrico 'y
se comparara
con la
concentracion
inicial de
cianuro

Di = Mo — Xi

Cuantitativa de

razon

Fuente: elaboracion propia
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2.3. POBLACION Y MUESTRA

o Poblacion
La poblacion utilizada fue de 4 litros de 500 ppm de cianuro en solucion.

o Muestra
La muestra que se utilizé para los analisis de la investigacion, fue tomada de
la poblacion utilizada 1 litro de la solucion de cianuro, la cual se trabajé en
laboratorio.

o Unidad de Anélisis

Concentraciones en mg/L (ppm)

2.4. TECNICAS, INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE DATOS, VALIDEZ Y
CONFIABILIDAD

2.4.1. Técnica e instrumento de recoleccion de datos.
Los datos obtenidos de la presente investigacion en el laboratorio, fueron
registrados en una tabla (ANEXO 1) y los resultados obtenidos fueron

analizados mediante el método estadistico (ANOVA).

2.4.2. Validez y confiabilidad del instrumento.

El instrumento de recoleccién de datos fue validado por tres expertos con
grado de magister o doctor, especialistas técnicos en procesamientos
guimicos, microbidlogos especialistas en desarrollo de investigacion.
(ANEXO 2,3Y 4)

2.5. METODOS DE ANALISIS DE DATOS

Los datos conseguidos del método experimental mediante el andlisis
volumétrico, se procederan a analizar estadisticamente utilizando la
varianza (ANOVA) que permitirAd contrastar la hipotesis planteada y asi

determinar si existe o no efecto de la degradacion de cianuro en solucion.
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2.6. ASPECTOS ETICOS

En el presente proyecto de investigacion se garantiza que los datos,
fuentes y resultados sean confiables, que bajo ninguna circunstancia se

incurra a alteracion de los mismos.
La informacion presente en el proyecto sera auténtica y veraz.

Los autores que aportan en el proyecto de investigacion son citados

debidamente de acuerdo con las normas internacionales.

La presente investigacion experimental no es plagiada ni copiada total o

parcialmente.
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[I. RESULTADOS

Fig. N° 2 Aislamiento e identificacion de Pseudomonas fluorescens.

En la Fig. N° 2 Aislamiento e identificacion de Pseudomonas fluorescens se
observa como se logré aislar la cepa P. Fluorescens mediante un minucioso
proceso de incubacion en caldo peptonado, cultivo en agar cetrimide en el centro
de innovacion tecnolégica Moche. (Anexo 8)

En la realizacibn del presente trabajo utilizamos Pseudomonas Fluorescens
liofilizadas cepa GR-322 con la finalidad de determinar con precision y exactitud

las concentraciones a evaluar en la degradacién de cianuro.

Se realizé un analisis volumétrico diario hasta el dia cinco, la marcha analitica y

resultados de los analisis de degradacion de cianuro se muestran. (Anexo 7)
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Tabla N° 4. Concentracion de cianuro por dia

0 ppm 500 ppm 500 500 500 500 | 500
10 ppm 500 ppm 486 473 367 328 | 284
15 ppm 500 ppm 445 420 290 276 | 108
20 ppm 500 ppm 395 360 203 187 | 76

En la tabla N° 4 de la concentracion de cianuro nos da a conocer que los valores
obtenidos mediante el método de titulacién volumétrica con concentraciones de 0,
10, 15y 20 ppm de P. Fluorescens dieron un resultado al termino de los 5 dias;
en el primer dia el resultado fue de 500, 486, 445 y 395 ppm de concentracion de
cianuro, al segundo dia presenta un resultado de 500, 473, 420 y 360 ppm de
concentracion de cianuro, al tercer dia se observa un resultado de 500, 367, 290 y
203 ppm de concentracion de cianuro, en el cuarto dia los resultados obtenidos
fueron de 500, 328, 276 y 187 ppm de concentracién de cianuro y en el dia 5 los

resultados son 500, 284, 108 y 76 ppm de concentracion de cianuro.

Concentracion de Cianuro y Sp Florescens

500 500 500 500

s
420 367
395 20

CIANURO (PPM)

3

3
DIAS

O ppm em==10ppm

Fig. N° 3. Concentracién de Cianuro y P. Fluorescens

pag. 28



En la fig. N © 3 se observa que las concentraciones de cianuro libre disminuyen
con el tiempo y asi mismo se observa que a mayor concentracion de P.
Fluorescens la disminucion de cianuro libre es mayor segun como se observa en
la Fig. 3.

Tabla N° 5. Degradacién porcentual de cianuro

0 ppm 500 ppm 0 0 0 0 0

10 ppm 500 ppm 2.80 5.40 26.60 34.40 | 43.20
15 ppm 500 ppm 11.00 16.00 42.00 44.80 | 78.40
20 ppm 500 ppm 21.00 28.00 59.40 62.60 | 84.80

En la tabla N° 5 de la Degradacion porcentual de cianuro nos da a conocer que el
porcentaje de los valores obtenidos en la degradacion de cianuro con
concentraciones de 0, 10, 15 y 20 ppm de P. Fluorescens dieron un resultado
rentable al termino de los 5 dias; en el primer dia el resultado fue de 0, 2.80, 11y
21 % en la degradacion de cianuro, al segundo dia presenta un resultado de O,
6.40, 16 y 28 % en la degradacion de cianuro, al tercer dia se observa un
resultado de 0, 26.60, 42 y 59.40 % en la degradacién de cianuro, en el cuarto dia
los resultados obtenidos fueron de 0, 34.40, 44.80 y 62.60 % en la degradacion de
cianuro y al termino del dia 5 los resultados obtenidos fueron de 0, 43.20, 78.40 y

84.80 ppm de concentracién de cianuro.
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DIAS

* Sp Fluorescens *0Oppm ™ 10ppm ~ 15ppm =20 ppm

Fig. N° 4. Degradacion porcentual de cianuro

Como podemos observar en la fig. N° 4 los resultados nos muestra la disminucion
porcentual de cianuro libre a diferentes concentraciones de Pseudomonas

Fluorescens y a través del tiempo.

Tabla N° 6. Degradacién de cianuro al dia 5

0 ppm 500 ppm 5 500 0
10 ppm 500 ppm 5 284 216
15 ppm 500 ppm 5 108 392
20 ppm 500 ppm 5 76 424
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En la tabla N° 6 de la degradacion de cianuro al dia 5, nos da a conocer que los
valores obtenidos mediante el método de titulacion volumétrica con
concentraciones de 0, 10, 15 y 20 ppm de P. Fluorescens en una concentracion
inicial de cianuro de 500 ppm, donde al termino de los 5 dias los resultados

obtenidos en la degradacion de cianuro libre son de 0, 216, 392 y 424 ppm.

Degradacion de Cianuro por SP Fluorescens

424

w
o
o

=
a
a
o
3
=
2
<
O

10 ppm

A LOS 5 DIAS

Fig.5. Degradacion de cianuro al dia 5.

En la figura 5 se observa la concentracion y degradacion de cianuro al dia 5 a
diferentes concentraciones siendo la de mayor concentracion de P. Fluorescenes

con mayor degradacion.
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100,00

80,00

60,001

40,00

Media de % de degradacion

20,00]

00—

T T T T
0 ppm 10 ppm 15 ppm 20 ppm
Conecentracion P.fluorescens

Fig. N° 6. Andlisis estadistico de las medias

Tabla N° 7 Analisis De Varianza

ANOVA
% de degradacion
Suma de
cuadrados gl Media cuadratica F Sig.
Entre grupos 13777,216 3 4592,405 4121,830 ,000
Dentro de grupos 8.913 8 1114
Total 13786,129 11

En la figura 6, se observa que a mayor concentracion de P.fluorescens el

porcentaje de degradacion de cianuro también es mayor.

En la Tabla N° 7 nos da a conocer que los valores obtenidos del andlisis de
varianza, evaltan la importancia de uno o mas factores, asi también nos muestra
el valor obtenido de p< 0.05 en donde indica que se rechaza la hipétesis negativa

y asi aceptandose la hipotesis alternativa.

Asi también el analisis estadistico indica que la diferencia de medias es

significativa en el nivel 0.05 de confianza. (Anexo 5)
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DISCUSION

Como se puede apreciar en la figura N° 6 a mayor concentracion de
P.fluorescens, es mayor el porcentaje de degradacion de cianuro, donde ha
demostrado un efecto significativo en la degradacion de cianuro libre como
se observa en la tabla N°6 , coincidiendo con la investigacién de Restrepo,
(2006) donde nos da a conocer que sus resultados obtenidos en la
degradacion de cianuro mediante P.fluorescens fueron significativos ,
asimismo segun los analisis estadisticos ANOVA se pudo determinar que Si
existe un efecto significativo como se puede demostrar en la tabla N°7 en
donde p<0.05 por lo que se puede afirmar que las concentraciones de p.

fluorescens influye en la disminucion de cianuro .

Para la concentraciébn de la solucion cianurada antes y después del
tratamiento de acuerdo a los resultados obtenidos, se puede observar en
la tabla N° 5 que las muestras iniciales con concentracion de 500 ppm de
cianuro sometida a diferentes concentraciones de Pseudomonas
Fluorescens (10, 15 y 20 ppm) y una muestra sin concentracion de
Pseudomona fluorescens el cual no presentd ninguna degradacion de
cianuro al transcurrir el tiempo, en cambio las muestras sometidas a
concentraciones de 10, 15y 20 ppm presento una disminucién de cianuro
libre conforme avanzaba el tiempo (1, 2, 3, 4 y 5 dias) en un porcentaje de
43.20%, 78.40% y 84.80% al dia 5, lo que no concuerda con dicho autor
RESTREPO, (2006) en donde sus concentraciones de 400 y 500 ppm de
cianuro en las primeras 24 horas se biodegradaron en un 50 %

aproximadamente donde su especie bacteriana es mas eficiente.

Como se puede observar En la Fig. N° 2 en donde se logré aislar e
identificar la cepa P. Fluorescens a través de un minucioso proceso de
incubacion en caldo peptonado, cultivo en agar cetrimide en el centro de
innovacion tecnolégica Moche lo que concuerda en la investigacion del
autor Montoya, (2006) utilizando la misma metodologia para el aislamiento

e identificacion de la cepa Pseudomonas fluorescens en donde nos da
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conocer que este es el mejor procedimiento para la identificacion de dicha

cepa.

Como se puede observar en la tabla N° 6 degradacion de cianuro, nos
muestra que de las 4 concentraciones de Pseudomonas Fluorescens
sometidas al tratamiento con concentracion de 500 ppm de cianuro y el que
obtuvo mayor eficiencia en la degradacion fue el tratamiento con
concentracion de 20 ppm de Pseudomonas fluorescens, donde obtuvo un
416 ppm de cianuro libre que equivale a 84.80 % de degradacion,
concordando con la tesis de investigacion del autor Mudarra, (2016) en
donde nos da a conocer que a mayor concentracion de carbon activado
de la cascara de coco la degradacion de cianuro también es mayor.

CONCLUSIONES

» Se concluye que la cepa Ps Fluorescens, tuvo un efecto significativo en
la degradacion de cianuro con un porcentaje de degradacién 43.20%,
78.40% y 84.80% a concentraciones de P.fluorescens de 10,15y 20
ppm.

» La evaluacion de las concentraciones de cianuro antes y después del
tratamiento se realizd mediante el método de titulacion volumétrica
obteniendo porcentajes de degradacion de 43.20%, 78.40% y 84.80% a
concentraciones de P.fluorescens de 10,15y 20 ppm respectivamente.

> Se logro aislar la cepa Ps Fluorescens a través de un minucioso proceso
de incubacion en caldo peptonado, cultivo en agar cetrimide en el centro
de innovacion tecnoldgica Moche.

» Se concluye que se utilizaron diferentes concentraciones de Ps
Fluorescens (10,15 y 20 ppm), donde la mayor concentracién para la

degradacion de cianuro fue de 20 ppm con una degradacion de 84.80%
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VI.

VII.

RECOMENDACIONES

. Se recomienda a los investigadores a continuar con esta investigacion

incluyendo otras variables como temperatura, Ph y otras concentraciones.

. Se recomienda a especialistas, bidlogos, microbiélogos o biotecnologos

aislar, cultivar, reproducir y conservar P.fluorescens en medio seco o
liofilizado, para ser utilizado en la degradacion de arenas residuales de los

procesos de obtencidn de oro por lixiviacién con cianuro.

. Se recomienda difundir esta investigacion pues ayudaria a informar a

investigadores y personas interesadas a continuar con esta investigacion.
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ANEXOS
ANEXO 1

PROYECTO DE INVESTIGACION

Efecto de la cepa nativa de P.Fluorescens en la degradacion de cianuro en

solucién, in vitro

Linea de Investigacion

CALIDAD Y GESTION DE RECURSOS NATURALES

DATOS GENERALES

Facultad de Escuela Académico de Ingenieria Universidad
Ingenieria Ambiental Cesar Vallejo
Departamento Provincia Distrito

La Libertad Trujillo Victor Larco H.

DATOS DE LA PRUEBA

Fecha de prueba

Numero de

replicas 3 3 3 3

Concentracion
_ 0 ppm 10 ppm 15 ppm 20 ppm
P.Fluorescens Ci

Tiempo de
o 5 dias
EXxposicion
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Muestra de
cianuro en
solucién
M,

500 ppm

Grupo de
probado

Gl G2

G3

G4

Co

Conce
ntracio
n
Prome
dio
XiEscrib

Tiempo

5 dias

Degradacion Di

Di = Mo — Xi

Do D1

D2

D3

Responsable de la prueba

Firma

Verificado por

Firma

Vargas Alvarez Heyser

Jhonatan

Mg. Misael
Villacorta

Gonzéalez

FIRMA DEL EVALUADOR
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ANEXO 2

MATRIZ DE VALIDACION DEL INSTRUMENTO
NOMBRE DEL INSTRUMENTO: Matriz de recoleccion de datos de la tesis:

Efecto de la cepa nativa de P.Fluorescens en la degradacion de cianuro en

solucion, in vitro
OBJETIVO: Recolectar los datos de la investigacion de manera correcta.

DIRIGIDO A: Evaluar el Efecto de la cepa nativa de P.Fluorescens en la

degradacion de cianuro en solucion, in vitro.
APELLIDOS Y NOMBRES DEL EVALUADOR:

GRADO ACADEMICO DEL EVALUADOR:

VALIDACION:
ADECUADO: NO ADECUADO:
FIRMA DEL EVALUADOR
ANEXO 3
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MATRIZ DE CONSISTENCIA A JUICIO DE EXPERTO

TITULO: Efecto de la cepa nativa de P.Fluorescens en la degradacion de cianuro en solucién, in vitro.

AUTOR: Vargas Alvarez Heyser Jhonatan

Variables

Definicion conceptual

Indicadores

Criterio de

Evaluacién

Xi

Di

Observaciones

cepa nativa

P.Fluorescens

Concentracion de la

de

Es una nocién que describe a
la relacién, asociacion o
proporcién que se puede
establecer al comparar la
cantidad de soluto y el nivel
de disolvente presentes  en
una disolucibn en  donde
bacterias con forma de
baston, que necesitan
oxigeno y nitrdgeno para
vivir, adaptadas a resistir y

vivir en medios cianurados

Cantidad de la cepa nativa
Pseudomonas Fluorescens
de 0, 10, 15y 20 ppm.
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https://definicion.de/soluto/
https://definicion.de/solvente/

del cual toman el nitrégeno
transformando el HCN y CN-
en compuesto menos

Nnocivos.

Degradacion

cianuro.

de

La degradacién del cianuro,
se refiere a la transformacion
quimica del HCN y CN-
originando nuevas sustancias
con propiedades totalmente
diferentes. No toxicas o

menos toxicas.

se evaluard la solucion
cianurada después del
tratamiento mediante
analisis volumétrico y se
comparara con la
concentracion inicial de

cianuro

Di = Mo — Xi

FIRMA DEL EVALUADOR
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ANEXO 4
FICHA TECNICA

Ficha de verificacion de efecto de la cepa nativa de P.Fluorescens en la

degradacion de cianuro en solucion, in vitro

CARACTERISTICAS DESCRIPCION

Nombre del Instrumento Ficha de verificacion del efecto de la cepa
nativa de P.Fluorescens en la degradacion de

cianuro en solucion, in vitro

Autor Vargas Alvarez Heyser Jhonatan

Procedencia Escuela de Ingenieria Ambiental de la

Universidad César Vallejo. Truijillo

Propésito Determinar el efecto de la cepa nativa de
P.Fluorescens en la degradacion de cianuro

en solucion, in vitro

Forma de Administracion Concentracion de P.Fluorescens de 0, 10, 15

y 20 ppm en la solucion cianurada de 500 ppm

Numero de Repeticiones Tres repeticiones por cada concentracion

Variables a evaluar Independiente: de la cepa nativa de

P.Fluorescens

Dependiente: Degradacion de cianuro

Escala de Medicion Cuantitativa de razén

FIRMA DEL EVALUADOR
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ANEXO 5

% de degradacion

Estadistico Descriptivos

95% del intervalo de
confianza para la media
Desviacién Error Limite Limite
N Media estandar estandar inferior superior Minimo | Maximo
O ppm 3| ,0000 ,00000 ,00000 ,0000 ,0000 00 00
10 ppm 3| 42,5333 2,08167 1,20185 37,3622 47,7045 40,20 44,20
15 ppm 3| 78,5333 23094 13333 77,9596 79,1070| 78,40| 78,80
20 ppm 3| 85,1000 ,26458 , 15275 84,4428 85,7572 84,80 85,30
Total
12| 51,5417 35,40176 10,21961 29,0485 74,0349 ,00 85,30
ANOVA
% de degradacion
Suma de
cuadrados o] Media cuadratica F Sig.
Ent
nire grupos 13777,216 3 4592,405 4121,830 ,000
Dentro de grupos
8,913 8 1,114
Total
13786,129 11

Pruebas post hoc

Subconjuntos homogéneos

Comparaciones multiples
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Variable dependiente:

% de degradacion

95% de intervalo de

Diferencia confianza
(I) Concentracion (J) Concentracién de medias Error Limite Limite
P.fluorescens P.fluorescens (1-9) estandar Sig. inferior superior
Scheffe 0 ppm 10 ppm -42,53333" ,86185| ,000| -455435| -39,5232
15 ppm -78,53333" ,86185| ,000| -81,5435| -75,5232
20 ppm -85,10000° ,86185| ,000( -88,1101| -82,0899
10 ppm 0 ppm 42,53333" ,86185| ,000| 39,5232| 45,5435
15 ppm -36,00000° ,86185| ,000| -39,0101| -32,9899
20 ppm -42,56667 ,86185| ,000| -455768| -39,5565
15 ppm 0 ppm 78,53333 ,86185| ,000| 75,5232 81,5435
10 ppm 36,00000" ,86185| ,000( 32,9899| 39,0101
20 ppm -6,56667 86185| ,001| -9,5768| -3,5565
20 ppm 0 ppm 85,10000" ,86185| ,000( 82,0899| 88,1101
10 ppm 42,56667 ,86185| ,000| 39,5565| 45,5768
15 ppm 6,56667 86185 ,001 3,5565 9,5768
Bonferr 0 ppm 10 ppm -42,53333" ,86185 ,000| -45,5316| -39,5351
oni 15 ppm -78,53333" ,86185| ,000| -81,5316| -75,5351
20 ppm -85,10000° ,86185| ,000( -88,0983| -82,1017
10 ppm 0 ppm 42,53333 ,86185| ,000| 39,5351| 45,5316
15 ppm -36,00000° ,86185| ,000| -38,9983| -33,0017
20 ppm -42,56667 ,86185| ,000| -45,5649| -39,5684
15 ppm 0 ppm 78,53333" ,86185| ,000| 75,5351| 81,5316
10 ppm 36,00000" ,86185| ,000( 33,0017| 38,9983
20 ppm -6,56667 ,86185( ,000 -9,5649 -3,5684
20 ppm 0 ppm 85,10000° ,86185| ,000| 82,1017| 88,0983
10 ppm 42,56667 ,86185| ,000| 39,5684| 45,5649
15 ppm 6,56667 ,86185| ,000 3,5684 9,5649

*, La diferencia de medias es significativa en el nivel 0.05.

% de degradacion

Concentracion P.fluorescens

Subconjunto para alfa = 0.05

2

3

Scheffe®

0 ppm

,0000
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10 ppm 3 42,5333
15 ppm 3 78,5333
20 ppm 3 85,1000
Sig. 1,000 1,000 1,000 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos homogéneos.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica = 3,000.
Graficos de medias
100,00
80,00
=
o
=
=
o~
5 60,00
i
=
@
=
2
2 40,007
i
=
@
=
20,00
00—
T T T T
0 ppm 10 ppm 15 ppm 20 ppm
Concentracion P.fluorescens
PRUEBA DE NORMALIDAD
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov® Shapiro-Wilk
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Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
% de degradacion ,276 12 ,052 ,805 12 ,061
a. Correccion de significacion de Lilliefors
PRUEBA DE HOMOGENEIDAD DE VARIANZAS
% de degradacion
Estadistico de Levene dfl df2 Sig.
8,654 3 8 ,07
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Tabla N° 7

RANGO DE CONCENTRACION
Miligramos por litro (mg/L)®

Cianuro total
Arsénico
Cobre
Hierro

Plomo
Molibdeno
Niquel

Zinc

50-2,000
0-115
0.1-300
0.1-100
0-0.1
0-4.7
0.3-35
13-740

Scott, J. S., Status of Gold Mill Waste Effluent Treatment, Informe para CANMET, Recursos
Naturales Canadéa, Marzo de 1993. ICME. Citado por Paonessa (2001, p. 17)

Tabla N° 8

MIVELES MAXIMOSE FEEMISIELES DE EMISION PARA
LAS UNIDADES MINERO-METALURGICAS

PARAMETRO vunim%mlm VALOR PROMEDIO ANUAL
ph Mayor que 6 y Menor qua 9 | Mayor que 6 y Menor que B
Sblidos suspandidos [mgll} 50 25
Plomeo (mal) 0.4 a2
Cobre (magll) 10 0.3
Zine (mgl) 3.0 1.0
Fiema (mg} 20 1.0
Arsénico (ma) 1.0 0.5
Clanure total (maf) * 10 1.0

* CIANURD TOTAL, equivalente a 0.1 mg/l de Cianure Libre v 0.2 mgl de
Cianuro facilmente disociable an ackdo.
Fuente: www.fonamperu.org/general/pasivos/documentos/imps_efluentes.pdf
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ANEXO 6
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Fuente:www.terralia.com/vademecum_de_productos_fitosanitarios_y_nutricionale
s/view_composition?book_id=1&composition_id=5377
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ANEXO 7
Degradacioén de cianuro con Pseudomonas Fluorescens

Segun MORENQO, (2014) Las bacterias son microorganismos muy versatiles que
pueden degradar una gran variedad de compuestos naturales y xenobioticos, y el
cianuro no es una excepcion ya que puede ser utilizado por algunas estirpes
bacterianas como una fuente de nitrégeno para el crecimiento. Para que un
organismo pueda asimilar cianuro, convirtiendo esta sustancia potencialmente
letal en un nutriente o alimento (“cianotrofia”), tienen que darse una serie de

requerimientos previos.

e En primer lugar, el organismo cianotrofo debe tener una respiracion insensible
al cianuro, lo que requiere una oxidasa alternativa a la citocromo ¢ oxidasa.

e En segundo lugar, debe producir sideréforos o sistemas de captaciéon de
hierro, ya que la biodisponibilidad de este metal es muy baja en medios con
cianuro debido a su elevada afinidad por los metales, con los que forma
complejos muy estables.

e Finalmente, se requiere una ruta bioquimica que permita la transformacién del

cianuro en amonio, un compuesto nitrogenado facilmente asimilable.

La Pseudomonas son unas bacterias que crece en condiciones alcalinas (pH 9-
10) utilizando cianuro, cianato, diferentes nitrilos (cianuros organicos) y algunos

complejos cianuro-metéalicos como Unica fuente de nitrégeno.

La caracterizacién molecular del proceso de asimilacién del cianuro ha revelado
gue en estas bacterias la tolerancia al cianuro esta directamente relacionada con
el mecanismo bioquimico de degradacién. La oxidasa alternativa que permite la
respiracion insensible a cianuro estd asociada a una malato:quinona
oxidorreductasa que convierte el malato en oxalacetato, y éste reacciona
guimicamente con el cianuro para formar una cianhidrina (nitrilo) que finalmente

produce amonio por la accion de la nitrilasa NitC

Los estudios protedmicos han demostrado que estas bacterias responde al
cianuro induciendo una serie de proteinas implicadas en los mecanismos de

adquisicion de hierro, de regulacion del metabolismo por carencia de nitrégeno y
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de defensa frente a estrés oxidativo. Recientemente se ha secuenciado el
genoma de esta estirpe, el primero que se completa en organismos cianotroficos,
lo que ha confirmado el gran potencial biotecnolégico de esta bacteria para la
destoxificacion de cianuro y residuos industriales cianurados, y también para la

degradacion de otros contaminantes.

_ Respiracon Defensas frentea
insensible acianuro estrés oxidatvo
\ Incorporacionde
ROS Fe(sid erofo os;

plejos CNFe)

» Q‘.
Asimiacion de Fo
cinuro(ve
ox alacetatoy
nitilo) [ ]
CNO
Controlpor « Fuerts
deficienciade @c —* PHA(Dioplastms) Asimilacion
decianato

nitsd geno Complestos
CO+NH.-
\{mpmu e s CRECIMIENTO

Fig. N° 7 Respuesta al cianuro en Pseudomonas

En la Fig. N° 7 nos muestra El cianuro inhibe la citocromo ¢ oxidasa (CcO), lo que
genera estrés oxidativo y desencadena mecanismos de defensa frente a las
especies reactivas de oxigeno (ROS), pero induce la oxidasa alternativa (AOX) y
la malato:quinona oxidorreductasa (MQO) para mantener la respiracion aerdbica
(NDH, NADH deshidrogenasa; UQ, ubiquinona). El oxalacetato generado por la
MQO se une al cianuro formando una cianhidrina, que es asimilada mediante una
nitrilasa. Esto permite utilizar el cianuro como fuente de nitrdgeno para el
crecimiento. El cianato es asimilado por la cianasa, enzima que también se induce
por cianuro. Otras respuestas son la inducciéon de sistemas de incorporacion de
hierro y/o complejos cianuro-Fe y la activacion del sistema de regulacion
metabolica por deficiencia de nitrogeno. Ademas, durante el crecimiento con
cianuro la bacteria puede acumular polihidroxialcanoatos (PHA), polimero

utilizable para fabricar bioplasticos.
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Procedimiento de concentraciéon de P. fluorescens y cianuro de sodio

Se peso en la balanza analitica con precision de 10, 15y 20 mg de Pseudomonas
Fluorescens liofilizadas las cuales se disolvieron hasta un litro de solucién en

agua destilada y esterilizada.

Se prepard la solucion cianurada con cianuro de sodio al 100% de pureza,
preparando primero agua destilada a un pH de 10 (solucion — NaOH 5%) en el
cual se disolvié 892 mg de cianuro de sodio, obteniendo una concentracion de

500 ppm en cianuro CN™

A esta solucion de cianuro se le agrego soluciones de 10, 15 y 20 ppm

respectivamente de Pseudomonas Fluorescens, previamente preparadas.
Analisis de cianuro libre

La técnica utilizada es la reaccion del nitrato de plata con el ion cianuro en
solucion alcalina pH 10.5, ASTM D-2036-91, para formar el complejo soluble

Ag(CN)2 — segun la reaccion:
Ag+ NO3- + 2 CN- = Ag(CN)2 — [1G°=-27.701 kcal

Cuando no queda mas cianuro en solucién, el exceso de plata reacciona con el
indicador (KI) para formar Agl. El punto final de la titulacion se determiné cuando
aparece la primera opalescencia permanente de una niebla azulosa que ofusca la

brillantez original de la solucién.
DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE CIANURO EN SOLUCIONES
Introduccion:

El método esta basado en la reaccién entre el cianuro libre y el nitrato de plata.
AgN + 2NaCN = NaAg(CN)2 169.88 + 98.02 = 267.90 1.7332 gr de AGNO3

reaccionan con 1 gr de NaCN

1 gr/L de NaCN debe consumir 200 mL de solucion de AgN0O3 con concentracion
de 8.5 gr/L.
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50 mL de la solucion de NaCN con concentracién de 1 gr/L debe consumir 10
mililitros de la solucion de AgNO3 con concentracion de 8.5 gramos por litro.

Es decir cada mililitro de solucion de AgNO3 gastado equivale a una

concentracion de NaCN de 0.01%

Obijetivo: Conocer y experimentar con el método del nitrato de plata que se aplica
en la industria y en el laboratorio para determinar el cianuro que permanece libre

en una solucién Equipo y material que se utiliza:

1. Balanza analitica

2. Bureta graduada de 50 mL

3. Probeta graduada de 50 mL.

4. Matraz Erlen Meyer de 125 mL

5. Vasos de precipitados

6. Nitrato de plata Q.P. (Quimicamente puro)

7. Solucidn de cianuro de sodio con concentracion de 0.1% (1 gr/L)
8. loduro de potasio KI.

Procedimiento:

1. La solucién de nitrato de plata se prepara disolviendo 8.5 gr de la sal en agua
destilada hasta hacer 1 L.

2. Se toman 100 mL de la solucién de cianuro por analizar que debe estar bien
clarificada y se colocan en el matraz Erlen Meyer de 125 mL.

3. Se titula con la solucién de nitrato de plata, debiendo observar cuidadosamente
cada adicion de nitrato, permitiendo que la nube blanca-azulosa que se forma
permanezca algunos segundos antes de agitar el matraz y disolverla. El punto
final se alcanza cuando después de agitar el matraz, aparece la primera

opalescencia permanente de una niebla azulosa que ofusca la brillantez original
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de la solucion. El punto final quiere decir que ya no existe cianuro libre en la

solucion por haber reaccionado con el nitrato de plata.
Resultados:

Anotar el gasto de la solucion de AGNO3 gastados en la titulacion y finalmente se
procedio a calcular la concentraciones de cianuro segun las siguientes formulas.
MUDARRA, (2016).

% NaCN = Factor X Gasto de AgNO; (ml)

26 x 10000

% CN™ = % NaCN X 29

= ppm CN™

Donde:

Normalidad (AgNO3) X 98 x 100
1000 X Volumen de la solucion tomada (ml)

Factor =

AgNO;(gr) que se usa para preparar en 1 L de solucion
Peso Molecular AgNO5

Normalidad =

Observaciones: 1. En esta practica se esta valorando una solucion fresca de
cianuro. 2. En la practica siguiente se determinara la concentracion de cianuro en
soluciones de mineral que ya ha sido lixiviado, en este caso la concentracion de

cianuro que se determine sera menor por el cianuro que consume el mineral.

ANALISIS VOLUMETRICO DE CIANURO

Volumen %
» Muestra )
Concentracion . gastado % CN »

. solucién Factor Degradacion

Items de Cianuro ) AgNO3 NaCN Ppm ) _

a titular _ Di = Mo - X1
(Mo) 0.05N X1

0 pm 500 ppm 100 ml | 19.23 ml | 0.0049 | 0.094227 | 500 0
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10 pm 10.93 ml 0.053557 | 284 216

15 pm 4.45 ml 0.020335 | 108 392

20 pm 2.92 ml 0.014308 76 424

Tabla N° 9: degradacion de cianuro con las concentraciones 0,10, 15, 20 ppm.

Se prepardé 200 ml de solucién titulante de nitrato de plata 0.05 N, disolviendo
1.70 gr d AgNO3 y disolviendo hasta los 200 ml con agua destilada.

Se llené la bureta hasta 50 ml con la solucién de nitrato de plata, se tomé6 100 ml
de la solucion de cianuro de sodio a los cinco dias de incubacion con P.
Fluorescens, utilizando como indicador loduro de potasio, KI. Los datos obtenidos

y calculados se muestran en la tabla.

Célculos:
Paso 1.
_ AgNO5(gr) que se usa para preparar en 1 L de solucion
Normalidad =
Peso Molecular AgNO5
N lidad = 8.5gr
ormatiac = 169.87 gr/mol
Normalidad = 0.05N
Paso 2.

Normalidad (AgNO3) X 98 x 100
1000 X Volumen de la solucion tomada (ml)

Factor =
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0.05 x98 x 100
1000 x 100

Factor =

Factor = 0.0049

Por lo tanto en:

» O ppm

% NaCN = Factor x Gasto de AgNO; (ml)

% NaCN = 0.0049 x 19.23
% NaCN = 0.094227

26 x 10000

% CN™ = 9% NaCN X 9

% CN~ = 0.094227 x 286x10000

% CN™ = 500 ppm CN™

» 10 ppm

% NaCN = Factor X Gasto de AgNO5; (ml)
% NaCN = 0.0049 x 10.93

% NaCN = 0.053557

26 x 10000

% CN~™ = % NaCN x — 9
26 x 10000
% CN~ = 0.053557 x 9

% CN™ = 284 ppm CN™
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» 15 ppm

» 20 ppm

% NaCN = Factor X Gasto de AgNO; (ml)
% NaCN = 0.0049 x 4.45
% NaCN = 0.020335

26 x 10000

% CN™ = % NaCN X 19

% CN™ = 0.020335 x 29

% CN™ =108 ppm CN™

% NaCN = Factor X Gasto de AgNO; (ml)
% NaCN = 0.0049 x 2.92
% NaCN = 0.014308

) 26 x 10000
% CN™ = % NaCN X ————

) 26 x 10000
% CN™ = 0.014308 x ————

% CN™ =76 ppm CN™

26 x 10000
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ANEXO 8

Procedimiento para el aislamiento e identificacion de Pseudomonas

Fluorescens.

Los microorganismos Pseudomonas Fluorescens, han encontrado la habilidad
para subsistir en medios cianurados tomando el nitrégeno del cianuro para su
metabolismo, degradando de esta manera a las sustancias peligrosas HCN, CN"

en otras mas sencillas y menos toxicas.

La cepas de Pseudomonas fluorescens se aislaron de arenas y tierras
descartadas del proceso de extraccién de oro por cianuraciéon del cerro “El Toro”,
Huamachuco, disolviendo 100 gramos con agua destilada estéril, agitando
durante 1 hora y dejando reposar 5 minutos. De esta solucion se filtro y extrajo 10
ml y se disolvieron con 90 ml de caldo peptonado, dejando incubar durante 60h a

una temperatura de 32°C.

Después de la incubacion de las Pseudomonas fluorescens en caldo pectonado
se realizo el cultivo y aislamiento en agar nutritivo agar con soya Yy tripcaseina
para el desarrollo de las colonias. Posteriormente se identificaron las colonias
formadas luego de incubacién por 48 horas a 32 °C en una estufa. Al inicio se
procedié hacer una coloracién de Gram. Los cocobacilos Gram-negativos son los
que se selecciond para los aislamientos. Los mismos que fueron sembrados en
agar Cetrimide y se seleccionaron las que tuvieron un crecimiento moderado o
crecimiento normal, sin produccion existente de pigmentos de color verdes y
cafés. Las colonias que coincidieron con los resultados mencionados

anteriormente, se estimaron como Pseudomonas fluorescens.

e Hervir el agua destilada para obtenerla en Agua destilada estéril.

=
-
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e Dejas enfriar por unos 15 minutos.

e

e Pesar latierra de descarte de la extraccion de oro 100 gr.
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e Agitar durante 1 hora y dejar reposar 5 minutos.

e Se extrajo 10 ml de la solucion clarificada y se disolvié en 90 ml de caldo
peptonado.
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Preparacién del caldo peptonado:

e Peptona: 1 gr
e Cloruro de Sodio: 8.5 gr
e Agua: 1L

Para 0.6 L de agua.

>
_06Lx1gr
T
x = 0.6 gr de peptona
>
_ 0.6Lx85gr
T

Ix = 5.1 gr de Cianuro de Sodio

% Preparacién de 0.6 L

Disolver los componentes en los 0.6 L de agua y ajustar pH a 7 con Cloruro
de Sodio.

Esterilizar a 121°C por 15 minutos.
Después de esterilizacion y el pH deben ser iguales a los iniciales.

e Peso de Peptona: 0.6 gr.
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e Peso de Cloruro de Sodio: 5.1 gr.

e Se disolvi6é todos los componentes y ajustar un pH a 7 con Cloruro de
Sodio, luego esterilizar a 121 °C por 15 minutos.

e Luego de obtener el caldo peptonado se extrajo de la solucién clarificada
10 ml en 90 ml de caldo peptonado, luego se extrajo de esta soluciéon 10
ml y se filtr6 en tubos de ensayo.
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e Luego se dejo incubar durante 60h a una temperatura de 32°C.

¢ |dentificacion de Pseudomonas Fluorescens.

e Concentracion de Cianuro.
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