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RESUMEN

La utilizacion de microorganismos como técnica de restauraciéon ha logrado obtener
resultados sorprendentes al aumentar el vigor de los suelos consecuente de la actividad
minera. Por ende, esta investigacion tuvo como objetivo demostrar la eficiencia de la
concentracion de actinomycetos sobre la remocién de metales pesados en suelos

contaminados.

El experimento se realizo6 en la Universidad Nacional de Trujillo. Estuvo constituido por dos
tratamientos actinomyceto + suelo contaminado y un control. Los resultados mostrados de
la caracterizacion del suelo se realizé6 mediante el método de ICP — OES, obteniéndose 23
metales, de los cuales 4 de estos presentan altas concentraciones: plomo(Pb) 747.60,
zinc(Zn) 2717.4, arsénico(As) 1120.1 y cobre(Cu) 357.3, estos resultados fueron los valores
iniciales antes del tratamiento en donde se emplearon dos diferentes concentraciones: 3x10’
y 6x10° en un periodo de tiempo de 12h, 24h y 36h para evaluar la remocion de metales

pesados presentes en suelo contaminado en los diferentes tratamientos.

Se concluye que el tratamiento actinomyceto + suelo contaminado se obtuvieron las mejores
respuestas, demostrando que hubo mayor eficiencia a las 36h a una concentracion de 6x10°
UFC/ml, siendo este el valor maximo de remocion Zn (77.41%), As (48.79%) y Pb (33.1%),

y como valor minimo Cu (7.54%).

Palabras claves: Biorremediacidn, metales pesados, indculo, actinomyceto.



ABSTRACT

The use of microorganisms as a restoration technique has achieved surprising results by
increasing the vigor of the soil resulting from mining activity. The objective of this research
was to demonstrate the efficiency of the concentration of Actinomycetos on the removal of

heavy metals in contaminated soils.

The experiment was carried out at the National University of Trujillo. It was constituted by
two actinomyeceto treatments + contaminated soil and one control. The results showed of the
characterization of the soil was carried out by means of the ICP - OES method, obtaining 23
metals, of which 4 of them present high concentrations: lead (Pb) 747.60, zinc (Zn) 2717 .4,
arsenic (As) 1120.1 and copper (Cu) 357.3, these results were the initial values before the
treatment in which two different concentrations were used: 3x10” and 6x10° in a period of
time of 12h, 24h and 36h to evaluate the removal of heavy metals present in contaminated

soil in the different treatments.

It is concluded that the actinomycete treatment + contaminated soil obtained the best
responses, showing that there was greater efficiency at 36h at a concentration of 6x109
UFC/ml, this being the maximum removal value Zn (77.41%), As (48.79%) and Pb (33.1%),

and as a minimum value Cu (7.54%).

Key words: Bioremediation, heavy metals, inoculum, actinomyceto.
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INTRODUCCION
1.1 Realidad problemética

La contaminacién por presencia de metales pesados es una realidad que se va
incrementando por las diversas actividades antropicas, entre las cuales, se tiene a la

mineria como una de las principales fuentes de contaminacion.

La mineria genera un nivel de contaminacion que se ha hecho cada vez mas
intensiva, provocando efectos nocivos en el medio ambiente y generando riesgos,
es asi que los principales recursos naturales como el suelo y agua son afectados por
presencia de metales pesados, los cuales modifican considerablemente los estilos
de vida, dado que las compafiias mineras utilizan la tierra y el agua para fines
mineros, impidiendo usos productivos y de consumo a futuro. (Benavides et al.,
2006, p.51)

La contaminacion por metales pesados se genera a partir de la aplicacion de
agroguimicos, riego de aguas residuales con altas concentraciones de Cd, Cu, Cr,
Mg, Hg, Ni, Pb y Zn, complementario a esto es el desinterés por conservar el medio
ambiente por parte del estado, lo que indica una sobreexplotacion de los recursos
naturales asociado a los metales pesados que son nocivos para los ecosistemas y

areas agricolas. (Benavides et al., 2006, p.51)

La biorremediacion permite eliminar o inmovilizar contaminantes lo que hace de
esta técnica una alternativa viable que transforma y degrada a niveles minimos por
emplear microorganismos que mejoran las condiciones fisicoquimicas del suelo,
calidad para que de esta manera se esté contribuyente al crecimiento y

productividad del suelo. (Benavides et al., 2006, p.51)

La compafiia minera Quiruvilca se encarga de la extraccion de cobre, zinc, plata y
otros compuestos, siendo la actividad minera un beneficio para los pobladores, dado
que constituye un ingreso econdémico para las familias de los trabajadores de dichas
zonas, siendo asi que esta realidad no es ajena a la poblacién ya que se ven
involucrados factores econdmicos y el desinterés de las autoridades locales por

mejorar esta situacion. Actualmente, existe estudios relacionados a la calidad del
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agua como en los rios motil y el de moche, los cuales estan asociados a los efluentes
que derivan de la actividad minera, ya que dichos residuos alteran las propiedades

del agua.

Sin embargo, aun no se han realizado estudios concernientes al suelo que esta
expuesto a esta contaminacion, por lo que este estudio tuvo como finalidad mejorar
la calidad de los recursos, para que a futuro se pueda dar un aprovechamiento

adecuado.

Trabajos previos

Segun Herrera (2014, p.3), en el trabajo de investigacion Aislamiento de bacterias
resistentes al plomo a partir de suelos contaminados con este metal, tuvo por
objetivo, presentar un estudio sobre la tolerancia del bacillus lentus, sphingomonas
paucimobilis, bacillus cereus y actinomyces ante la presencia de plomo, mediante
el cual se designaron 3 sitios de muestreo asociados a la coloracion y presencia de
insumos, obteniéndose que el B. lentus tuvo la mayor remocion 250 ppm,

reduciendo un 27% del Pb soluble.

Por otro lado, Bonilla (2013, p. 18) en su tesis titulada; Estudio para tratamientos
de biorremediacion de suelos contaminados con plomo, utilizando el metodo
de fitorremediacion, tuvo como objetivo evaluar la capacidad de diversas especies
vegetales (Acelga, Amaranto, y Alfalfa), a fin de absorber plomo en suelos
contaminados. Para ello, se consider6 dos condiciones: Sin adicion de nutrientes y
abonos teniendo como lugar un invernadero y lo segundo fue la adicién de
nutrientes en una empresa para su crecimiento. Dentro de la metodologia se utilizd
la técnica de absorcion atomica, demostrando que las tres variedades de plantas

estudiadas, presentaron mayor absorcién con el adicionamiento del abono orgéanico.

Asi también Cartaya et al., (2011, p. 1), en su estudio de Empleo de polimeros
naturales como alternativa para la remediacion de suelos contaminados por
metales pesados, cuyo interés radica en la aplicacion de polimeros naturales

(oligogalacturénidos, Ogal) a partir de plantulas de tomates, las cuales fueron



sembrados a ciertos niveles de cobre. Demostrando que el empleo de
oligogalacturénidos reduce los efectos de toxicidad por metales pesados, ya que
estos generaron algunos cambios en la proporcién de metales presentes en el
tratamiento con polimeros naturales, obteniéndose asi una disminucion de los

metales en el suelo.

Segun Rueda et al., (2009, p. 5), en su trabajo de Evaluacion de la presencia del
gen mer a implicado en la detoxificacion de mercurio a partir de actinomicetos
nativos del humedal de la conejera, tuvieron como objetivo evaluar la capacidad
de resistencia y detoxificacion de mercurio, a partir del gen mer A incluido en el
proceso, donde se aplicaron pruebas de sensibilidad teniendo una concentracién de
3,68x10° mM y 10 mM de HgCl, a una fermentacion discontinua, obteniéndose asi
una maxima produccion de biomasa de 2,72 g -L* a las 72 horas. Por lo que, en la
cepa KH7 obtuvo un tamafio entre 50, 90 y 300 Kb, los cuales no fueron

incorporados al cromosoma y por ende fueron asociados a la resistencia del metal.

De la misma manera Hernandez (2009, p.5), en su tesis de investigacion sobre
Aislamiento e identificacion de bacterias fijadoras de nitrogeno presentes en
la rizosfera de plantas tolerantes a metales pesados, tuvo como objetivo
determinar la capacidad para fijar nitrdgeno atmosférico de las bacterias asociadas
a larizosfera de plantas colectadas en jales de las minas de San Martin. Se utilizaron
genes 16S rRNA de las bacterias aisladas a partir de los cultivos de enriquecimiento
para la identificacion de los géneros Azospirillum, Brevundimonas, Inquilinus,
Sphingomonas, Rhizobium y Bradyrhizobium, de los cuales también se identifico
Actinomicetos del genero Agromyces, demostrando asi que existen bacterias que

estan asociadas a las plantas colectadas en el estado de Zacatecas.

Segun Ugarte (2016, p.5), en su estudio de Evaluacién de la capacidad lixiviante
de actinomicetos aislados de concentrados y relaves mineros en perd, tuvo
como objetivo determinar la capacidad lixiviante con 24 cepas de actinomycetos
los cuales fueron aislados de relaves mineros y concentrados. Para ello, se utilizaron
cepas en medio Almiddn Caseina liquido 1/10 a diferentes niveles de pH, donde se

aplico hierro ferroso(10ppm) y tiosulfato de sodio(1g/L), el cual permitié que las



cepas pudieran crecer a pH 7, obteniéndose como resultado 1% arsénico del relave
que fueron solubilizadas por las cepas, mientras que la prueba de lixiviacion a una
concentracion de 500 mL perteneciente a la cepa E1 y AB5S lixiviaron 16.61% y
13.45% del mismo metal, concluyendo que las cepas E1 y AB5 resultando ser
eficientes para su adecuacion en tratamientos con minerales siendo una alternativa

viable para el tratamientos.

Asi también Pacheco (2016, p.20), en su estudio, Determinacion de la capacidad
biofertilizante de actinomicetos en presencia de metales pesados, cuyo objetivo
fue evaluar la capacidad biofertilizante del actinomyceto en plantas frente a metales
pesados, donde se utilizaron 24 cepas de actinomycetos aplicando pruebas
bioquimicas en las cuales se seleccionaron 5 cepas del genero Streptomyces por su
buen rendimiento, poniendo a prueba la aplicacion de los tratamientos con semillas
de Lactuca sativa(lechuga) y Medicago sativa(alfalfa) en, Cd Fe, Cuy Zn a 10, 50,
100 y 200 ppm, obteniéndose 80% de remocion de Zn a comparacién del Cu con

15% en restauracion de suelos contaminados por metales pesados.

Segln su estudio Avelino (2013, p. 15), en su trabajo sobre la Eficacia de la
fitoextraccidn para la remediacion de suelos contaminados en villa de pasco,
tuvo como objetivo determinar las especies fitoextractoras mas eficaces para
remediar los suelos contaminados por elementos metalicos, para ello se utilizaron
el Sonchus Oleraceus (especie A), Lepidium bipinnatifidum (especie B), plantago
orbignyana (especie C) y el Bidens triplinervia (especie D), por lo que se
analizaron: cadmio, arsénico, , plomo y zinc asociados a las 6 puntos de muestreo,
donde la (especie A), presento mayor eficacia en la absorcion de arsénico, la
(especie B),tiene mayor eficacia al absorber cadmio, (especie C), absorbi6 gran
cantidad de plomo y (especie D), resulto ser més eficiente para remover el zinc ,

tendiendo gran capacidad para tratamiento de suelos contaminados por metales.

Segun Jiménez (2017, p. 10), en su estudio sobre Biorremediacion con inoculos
de pleurotus ostreatus para recuperar suelos contaminados con metales
pesados en la florida Cajamarca, tuvo por objetivo presentar un estudio aplicando

inoculos de pleurotus ostreatus en suelos contaminados con metales pesados para



aplicar técnicas de biorremediacion. Parte de la metodologia consistio en 4

tratamientos durante seis meses, en donde la dosificacion del suelo contaminado

por metales pesados e inoculos de pleurotus ostreatus disminuyo un 65.7%

perteneciente al T4(tratamiento 4) de plomo en el suelo, siendo este un tratamiento

estimable a emplear.

1.3 Teorias relacionadas al tema

1.3.1 Marco teorico

1311

Metales pesados

Los metales son aquellos cuyo peso especifico es mayor que 4.5 g/cm?3, y se
encuentran entre los nimeros 22 al 34, 40 al 52, 72 al 84, ademés de las
series lantanida y actinida, y tienen una respuesta biologica especifica. Los
mas comunes en el suelo son Fe, Cu, Zn, Pb, Ni, As, Hg y Cd. (Murphy et
al., 1982, pag.993)

Los metales pesados forman un grupo de elementos, los cuales algunos
resultan esenciales (Se, Cu, Zn), debido que a ciertos niveles pueden resultar
toxicos para el suelo y la salud de las poblaciones humanas y los ecosistemas
naturales. El nivel de toxicidad de un suelo se debe por la presencia de
metales pesados y otros elementos asociados debido a las concentraciones
de sus fases, es decir, la disolucion del suelo y las formas reversiblemente
absorbidas. (Guzman, 2007, p.51)

Las actividades de mineria y fundicidn implican la obtencioén de minerales,
a partir de la etapa preliminar, el traslado de los residuos y la disposicién de
los productos semi — procesados. Esto atribuye que las operaciones
ejecutadas puedan producir una contaminacion por la presencia de metales,
a su vez el polvo que se genera puede ser precipitado en los suelos a
incontables kilometros de distancia. En zonas mineras, el suelo presenta
altas concentraciones de cobre, arsénico, cadmio, niquel, hierro y selenio.
(Guzman, 2007, p. 53)



1.3.1.2

1.3.1.3

Procesos dinamicos de los metales pesados presentes en el suelo

Se esquematizan cuatro caminos distintos que pueden seguir los metales

pesados incorporados el suelo. (Guzman, 2007, p. 53)

e Via 1: El suelo queda retenido en las capas superficiales en funcién a
la disolucion del suelo, es decir son fijados mediante procesos de
adsorcion, compuestos de coordinacion y precipitacion.

e Via 2: Se incorporan en las cadenas tréficas o son absorbidas por las
plantas.

e Via 3: Se transfiere a la atmosfera por medio de la volatilizacion.

e Via4: Las aguas subterraneas y superficiales entran en contacto con el
suelo al movilizarse.

Biorremediacion

La biorremediacion es el empleo de organismos vivos, generalmente

procariontes, hongos o plantas que tienen la capacidad de desintoxicar

sistemas contaminados. Por ejemplo, algunas plantas adaptadas a suelos que
contienen metales son capaces de acumular altas concentraciones de metales
toxicos, tales como cinc, niquel, plomo y cadmio. Ademas, los ecologistas
de restauracién pueden utilizar plantas para repoblar los sitios contaminados
por actividad minera y otras actividades humanas, después recolectar las
plantas para eliminar los metales del ecosistema. (Campbell et al., 2007, p.
47)

La Agencia de proteccion Ambiental (2002, p.6) define la biorremediacion
como el proceso en el que se manipula los sistemas bioldgicos a fin de
generar cambios en el ambiente. Este proceso utiliza como alternativa la
biotecnologia, el cual busca solucionar los problemas de contaminacién a
partir de la aplicacién de microorganismos (actinobacterias), las cuales son
capaces de degradar o minimizar aquellos compuestos que crean un

desequilibrio en el medio ambiente.

La biorremediacion va depender del medio que se utilice para la restauracion

del suelo, clasificaAndose en:
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1.3.15

e Fitorremediacion: Empleo y/o aplicacion de plantas cuya capacidad
tiende a remover, equilibrar y retener aquellos compuestos organicos y
metales pesados presentes en el suelo.

e Biorremediacién animal: Es la aplicacion de animales cuyo fin es
adaptarse facilmente en medios severamente contaminados.

e Biorremediacion microbiana: Utilizacion de actinobacterias las
cuales tienen la capacidad de mejorar la calidad del suelo. (Guzman,
2007, p. 56)

Entre los beneficios que muestra la biorremediacion mediante pruebas

fisicoquimicas, se encuentran:

e Reduccidn del precio de operacion.

e Los contaminantes son exterminados, por lo que no se aplica un
tratamiento adicional.

e Latecnica de remediacion puede ser aplicada en la misma zona (in situ)

0 por medio de biorreactores. (Guzman, 2007, p. 56)

El empleo de métodos bioldgicos tiene como fin remediar un ambiente
contaminado, debido que estos métodos ofrecen una alta especialidad para
la eliminacion de metales a partir de la resistencia y los tratamientos ex situ
0 in situ.

Actinomycetos

Los actinomycetos son actinobacterias Gram positivas, las cuales estan
presentes en el medio ambiente, y tienen propiedades quitinoliticas, debido
a su alto contenido de guanina y citosina dentro de su DNA, esto las

diferencia de otras bacterias y hongos Gram positivas. (Arroyo, 2002, p. 60)

Caracteristicas

Los actinomycetos son mesofilos, por lo que el rendimiento en su
crecimiento dependeréa de la temperatura entre 25°C a 30°C, no obstante, a
temperaturas mayores a 55°C solo algunas especies se adaptan, entre ellas
tenemos: Streptomyces sp, Thermoactinomyces sp y Thermomonospora sp.
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Estas al ser expuestas a altas temperaturas pueden dafiar al microorganismo
si existe presencia de humedad. (Adegboye et al, 2012, p. 42)

Presentan un olor caracteristico a suelo humedo, esto se da por la produccion
de terpenoides mediante un metabolito (geosmina), diferenciandolas por el
color de sus encimas extracelulares y pigmentos. (Arroyo, 2002, p. 65)

Ademas, los actinomycetos tienen la capacidad de retener nitrégeno, debido
a su buena proporcion en los de suelos, permitiendo adecuarse mediante un

intercambio gaseoso.

La baja concentracion de oxigeno puede afectar a estos microorganismos,
debido que solo algunas especies son microarofilicos, por lo tienden a
soportar bajas presiones al encontrarse en el suelo. (Koneman, 2001, p. 49)

Condiciones de crecimiento

Los actinomycetos se pueden encontrar en un tipo de suelo neutro o alcalino,
lo que facilita para el crecimiento y desarrollo a partir de la adaptacion del
pH entre 6 a 8. Parte del mecanismo de estas bacterias es que tienen un
optimo crecimiento entre 25°C y 30°C, sin embargo, al ser expuestas a altas
temperaturas de 55°C no resultan ser muy eficientes durante su crecimiento:
Streptomyces sp., Thermoactinomyces sp. y Thermonospora sp. (Prescott,
2002, p. 56)

Los actinomycetos crecen en medios de cultivo sélidos y liquidos, de los
cuales estan compuestos a base de nutrientes tales como: agar nutritivo, agar
sangre, entre otros, por ende, el crecimiento del actinomyceto depende del
metabolismo en el que se desarrolla sus esporas o pigmentos requiriendo
una base de suplementos tales como: avena, peptona, almidédn, quitina
coloidal y sales inorganicas. (Franco, 2008, p. 58)

El periodo de incubacion expuesto a un medio sélido tarda entre 3 a 4 dias,

pero en otros casos este proceso suele tardar de 7 a 14 dias para el desarrollo
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de micelos aéreos maduros con esporas e, inclusive, puede tardar un mes
aproximadamente el proceso de incubacion. (Bergey, 2000, p. 73)

Por lo contrario, se evidencia agrupaciones filamentosas o “pellets” en un
medio liquido, asi como también un sedimento algodonoso como una
pelicula en la 10 superficie, dejando transparente el medio (Prescott, 2002,
p. 56)

Actividades biologicas

La remocion de materia organica sucede por la capacidad metabolica ejerce
el actinomyceto, debido a sus enzimas extracelulares, las cuales generan
(ligninoliticas e hidroliticas), haciendo que la capacidad de esta bacteria
asimile gran parte del compuesto a degradar o descomponer aquellas
sustancias recalcitrantes derivadas del compuesto contaminante procedente
de la materia organica en el suelo. (Sylvia et al., 2005, p. 35)

Los actinomycetos descomponen un amplio surtido de substratos,

especialmente importantes en la degradacién de residuos recalcitrantes.

Fisiologia y estructura

Los actinomycetos se basan principalmente en las caracteristicas
macroscépicas y microscéopicas del microorganismo, asi como en pruebas
bioguimicas y moleculares. (Adegboye et al., 2012, p. 46)

Los actinomycetos en medios solidos en funcion al crecimiento de sus
colonias se desarrolla durante los 3 o0 4 dias de incubacion, asi mismo el
micelio aéreo 21 maduro tarda de 7 a 14 dias en desarrollarse, mientras que
algunas cepas tienen un crecimiento lento el cual hace que se prolongue en

un mes retardando el proceso de incubacién. (Adegboye et al., 2012, p. 46)

Los componentes del genero actinomyces son bacilos grampositivos

anaerobios estrictos o facultativos. (Murray et al., 1999, p 63)



1.4 Formulacion del problema
¢Influye la concentracion de actinomycetos en la remocion de metales pesados

presentes en suelos contaminados procedentes del distrito de Quiruvilca?

1.5 Justificacion del estudio
La mineria Gltimamente ha venido en aumento, generando asi efectos nocivos en
los recursos naturales por la presencia de metales pesados, los cuales son altamente
contaminantes, ya sea por la afectacion a los diversos componentes ambientales
como son el recurso agua, suelo (infiltraciones) y aire ocasionando un riesgo tanto

para el ambiente y la salud de la poblacion.

Es por ello que la biorremediacion es una alternativa viable para el tratamiento de
los suelos contaminados con metales pesados, permitiendo asi mejorar la calidad
del suelo y su rendimiento productivo. Esta investigacion beneficiara en gran parte

a la poblacion, ya que se reducira los niveles de exposicidén a metales pesados.

El motivo principal para la elaboracion de este proyecto es el adecuado tratamiento,
debido a que el uso de microorganismos en temas de biorremediacion es debido a
su accion especifica, baja toxicidad, alta biodegradabilidad, la eficacia en los
extremos de temperatura, el pH, la salinidad y la capacidad de asimilar compuestos
toxicos y degradarlos en menos nocivos para el medio ambiente, Por lo tanto, los
efluentes que derivan de la actividad minera, alterarian las propiedades del suelo.

Sin embargo, aln no se han realizado estudios de biorremediacion concernientes a
la contaminacion del suelo que esta expuesto a metales, por lo que el presente
trabajo de investigacion no tiene estudios relacionados a las variables y se
desconoce la intensidad de esta relacion aplicada a nuestra realidad, de esta manera
se obtuvo resultados los cuales servird como sustento para futuras investigaciones
relacionadas a la eficiencia de los actinomycetos aplicandolo en otro tipo de

metales.
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1.6 Hipotesis
Hi: A mayor concentracion de actinomycetos, mayor es la eficiencia en la remocion
de metales pesados presentes en suelos contaminados procedentes del distrito

de Quiruvilca.

1.7 Objetivos
1.7.1 Objetivo general
- Demostrar la eficiencia de la concentracion de actinomycetos sobre la
remocion de metales pesados presentes en suelos contaminados

procedentes del distrito de Quiruvilca.
1.7.2  Objetivos especificos
- Caracterizar los metales pesados presentes en la muestra de suelo
procedente de Quiruvilca.
- Evaluar la capacidad de remocion de metales pesados por diferentes
concentraciones de actinomycetos en suelos contaminados procedentes

de Quiruvilca.

- Comparar los resultados evaluandolos estadisticamente con ANOVA.
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Il.  METODO
2.1. Disefio de investigacion
La investigacion tuvo un disefio experimental factorial, el cual cuenta con dos
variables, una de ellas a 2 niveles y la otra a 3 niveles, con 3 repeticiones y con un
grupo control, teniendo una relacion causal multivariada, debido que existe relacion

entre la variable independiente y dependientes.

Esquema:
GC----=----=------2Y

GE----- > ,Ct---->X

Donde:

GC: Grupo control

GE: Grupo experimental

C: Representa las diferentes concentraciones de actinomycetos (C1, C>).

t: Representa el tiempo de remocion de los metales (tz, to, t3).

2.1.1 Tipo de estudio
La investigacion fue experimental, porque se basé en la manipulacion de
variables en condiciones altamente controladas, replicando un fenémeno
concreto y observando el grado en que las variables implicadas y
manipuladas producen un efecto determinado en la remocion de metales
pesados, cuantitativo, porque se midio las variables antes y después de cada
tratamiento, y aplicativo por que usa el conocimiento de las ciencias basicas

para la solucién de un problema préctico (Hernandez et. al. 2010).
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2.1.2 Matriz de disefio de muestras

Tabla 1. Matriz de toma de datos
Tiempo
Concentracion Niveles
Grupo
i t i3
Control Co
N
i
) \Y; C1 Ci/ta Ci/to Ci/ts
Experimental o
|
o C. Colta Colty Calts
S

Fuente: Elaboracion Propia

Donde:

Co = Caracterizacion del suelo.

C1 = Concentracion de actinomicetos a 3x10’
C, = Concentracion de actinomicetos a 6x10°

t; = Tiempo de remocion 12 horas

t> = Tiempo de remocion 24 horas

t3= Tiempo de remocién 36 horas

Teniendo un total de experimentos de: 3 x 3x 2 con un total de 18

experimentos.
2.2. Variables y operacionalizacion
2.2.1. Variables
Variable independiente:
- Eficiencia de Actinomycetos
Variable dependiente:
- Remocion de metales pesados
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Tabla 2. Operacionalizacién de variables

_ L ) ) ) Indicad Escala de
Variable Definicion Dimensiones Sub variables o
ores Medicion
Actinobacterias
Gram positivas,
8 v 38 .
= S | lascuales estan
S s S i itati
= 2 g presentesen el Inoculo de -Tiempo Horas Cuantitativa
o @ o
§ = % medio ambiente. | actinomycetos | -Concentracion | ufc/mL de razén
= L
< (Arroyo, 2002, p.
60)
Disminucion de
% los componentes
= S metalicos B o
k) 5 O Concentracién mg/kg | Cuantitativa
° S Q| presentesen el Metales pesados ]
3 s 3 (ppm) de razon
D S suelo.
a) o
é (Murphy et al.,
1982, pag.993)

Fuente: Elaboracién propia

2.3. Poblaciéon y muestra

2.3.1. Poblacién
Estuvo constituida por 1 hectarea de suelo de la boca mina codiciada perteneciente

2.3.2. Unidad de anélisis

Suelo contaminado perteneciente a la comparfiia minera Quiruvilca.

2.3.3. Muestra
La muestra fue de tipo intencional o conveniencia, ya que para la extraccion de las

a la compafia minera Quiruvilca, la cual se ubica a 3,95 km de la poblacion.

muestras de suelos se seleccion6 6 puntos de muestreo de los cuales se recolecto 3

kg por cada calicata a una profundidad de 0 a 30 cm, pero antes se procedio a limpiar

el area escogida a fin de eliminar piedras y rastrojos de vegetales que interfieran en

las determinaciones respectivas.
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Luego se homogenizo todas las muestras recolectadas, y se utilizé 1.5 kg del suelo

contaminado por tratamiento y por repeticion.

Las concentraciones utilizadas para el tratamiento por actinomycetos fue de: 3x10’

y 6x10° (ufc/mL), los cuales se adicionaron al suelo contaminado por cada ensayo.

2.4. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos, validez y confiabilidad

Tabla 3. Técnicas e instrumentos para recoleccion de datos

Etapa

Fuente

Técnicas

Instrumentos

Resultados

Ubicacion e
identificacién del

lugar de estudio.

Compafiia minera

Quiruvilca

Observacion

Cuaderno de
apuntes (anexo n°
2).

Lugar de estudio
ubicado e

identificado.

Recoleccion de la

Suelos de la

Cadena de custodia

Recoleccion de 1

muestra de suelo | Compafiia minera | Experimental hectarea de suelo
) o de muestra de suelo. |

minero. Quiruvilca. minero.
Andlisis  de la
muestra de suelo | Suelos de la Ficha de registro de | Metales pesados
minero antes de la | Compafia minera | Experimental | analisis de | del suelo
aplicacién del | Quiruvilca. laboratorio. identificados.
tratamiento.

o : Generacion y
Aplicacion de | Laboratorio de la Cuaderno de L

aplicacién de

tratamientos con

actinomycetos

Universidad César

Vallejo.

Experimental

apuntes (anexo n°
2).

actinomicetos en

el suelo minero.

Anélisis  de la
muestra del suelo
minero después de la
aplicacion de los

tratamientos.

Muestra de suelo
minero después de

los tratamiento.

Experimental

Ficha de registro de
anélisis de

laboratorio.

Verificacion de la
remocién o no de
metales pesados

del suelo minero.

Interpretacion y

analisis.

Gabinete.

Andlisis de

resultados

Cuaderno de
apuntes (anexo n°
2).

Datos obtenidos
procesados e
interpretados.

Fuente: Elaboracién propia, 2017
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24.1

24.2

Instrumentos de recoleccion de datos

Los instrumentos que se utilizd son los siguientes:

- Fichas de evaluacion en campo para muestreo de suelos (anexo n°1).
- Técnica para la recoleccion de datos del Post test a partir del tratamiento por

Actinomycetos (anexo n°2).

- Guia para muestreo de suelos contaminados de acuerdo al D.S. N°002 — 2013 -
MINAM.
- Empelo de software: Google maps, Microsoft Excel y SPSS ver. 22.

Asi mismo se tuvo el siguiente procedimiento:
1° Caracterizacion de la muestra: La muestra de suelo se homogenizo para un
andlisis previo al experimento, para determinar los metales pesados presentes en

la muestra y la concentracion en la que se encuentran presentes.

2° Preparacion de los inoculos: Se estandarizo el crecimiento del inoculo
(Actinomycetos), para preparar las concentraciones de 3x107 y 6x10° ufc/mL las
cuales fueron proporcionadas por el laboratorio de la Universidad Cesar Vallejo,

luego cada concentracion se adiciono en los respectivos tratamientos.

3° Determinacién de metales pesados: Cada tratamiento se realizé a un tiempo
(12hrs, 24hrs y 36hrs) y concentracion (3x107 y 6x10° ufc/mL), se extrajo 10 gr

de muestra por cada nivel, las cuales fueron enviadas al laboratorio acreditado.

4° Contraste de resultados: Al final se procedié a ser analisis de varianza (ANOVA),
el cual permitio contrastar la hipotesis propuesta y de esta manera determinar si
existe o no eficiencia en la remocién de metales pesados presentes en suelos

contaminados procedentes del distrito de Quiruvilca.
Validez y confiabilidad de instrumentos

La validacidn del instrumento fue en funcion a cada uno de los datos que se registraron

en una base de datos, los cuales fueron verificadas con la finalidad que el documento
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emitido no tenga errores que alteren los resultados finales en relacion al tratamiento

que se aplic en esta investigacion.

Respecto a la confiabilidad del instrumento fue a partir del pre y post analisis de las

muestras, las cuales se llevaron a cabo en un laboratorio acreditado por INACAL.

2.5. Métodos de analisis de datos

El andlisis estadistico de los resultados obtenidos se llevé a cabo mediante el paquete

estadistico Excel y SPSS ver. 22, mediante las siguientes etapas:

- Primera etapa, los resultados del monitoreo de los suelos contaminados antes y
después de cada tratamiento fueron procesados en las hojas de célculo elaboradas
por el investigador en el Programa Microsoft Excel, de manera que resulte

disponible para la siguiente etapa.

- Segunda etapa, los datos recolectados en el Excel de los pardmetros metales pesados
para los suelos contaminados con las dos concentraciones de actinomicetos a
diferentes tiempos se digitalizaron en el software estadistico SPSS ver. 22, como
herramienta para encontrar los efectos de las variables dependientes sobre la
independiente.

- Tercera etapa, se contrasto la hipotesis, utilizando la prueba de hipotesis con un

nivel de significancia de 0,05 (5%).

2.5.1. Muestreo de suelos

e Sellevd acabo segun la guia de muestreo de suelos en el Marco del Decreto
Supremo N° 002 — 2013 — MINAM.

e Dentro de la boca mina codiciada, las muestras de suelo con presencia de
metales pesados de seis puntos diferentes, utilizando una pala plana,
limpiando previamente la superficie para proceder a extraer las muestras
de manera aleatoria.

e Se depositd las muestras en una manta de polietileno para su

homogenizacion.
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2.5.1.1. Muestreo en calicatas

Se realizd las excavaciones para remover el suelo y se procedid abrir
calicatas de aproximadamente 10x10x30 cm por debajo del area de
muestreo seleccionado y limpio.

Se usé una pala para quitar el espesor en donde se tomd la muestra.

En la toma de muestras para las pruebas de laboratorio se recolecto
aproximadamente 3 kilogramos de suelo contaminado.

Las muestras fueron tomadas seleccionando el suelo mas contaminado, lo
que se evidencio por la coloracion del mismo.

Posteriormente las muestras fueron empacadas en bolsas ziplock para ser

transportadas al laboratorio.

2.5.2. Aislamiento de actinomicetos

Se utiliz6 la técnica del extendido en placa para el siguiente proceso:

Inicialmente se extrajo una muestra de suelo de jardin.

Se agreg6 1 g de la muestra en un tubo de ensayo conteniendo solucion
salina esteril.

Se realiz6 diluciones entre 10 y 10 en una bacteria de tubos con 9ml de
solucidn salina esteéril.

De cada dilucién se tom6 100 uL con una micropipeta y se vertio en placas
con agar soya tripticasa (TSA).

Se verifico que la dilucion este a pH 7 con NaOH 5M.

A partir de ello, se extendi6 en las 6 placas con una aza Drigalsky.
Incubar a 30°C por un tiempo de 24 a 72 horas hasta la aparicion de

colonias.

Para la identificacion de actinomicetos:

De las colonias se seleccionaron los actinomicetos para observarlos al
microscopio con tincion Gram.

Se saca con la aza bacterioldgica del tubo de ensayo que contiene la
bacteria luego se agrega a una lamina porta objetos, también se agrega
unas gotas de agua y se deja secar por unos minutos.

Se agrega cristal violeta solo unas gotas cubriendo la muestra por un

minuto, luego se enjuaga con agua.
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Se adiciona lugol en la muestra también por un minuto y finalmente se

enjuaga.

Se agrega safranina que lo pinta un color rosado solo por 30 segundos y

luego se enjuaga y finalmente se observa en el microscopio para ver si es

actinomyceto.

Si al observar en el microscopio que es de un color rosado y que tiene una

forma de enzimas extracelulares entonces se dice que si es la bacteria.

2.5.3. Distribucién del disefio experimental

Para el presente trabajo, se tuvo 3 tratamientos y 3 repeticiones, utilizando

matraces con capacidad de 100 ml.

La dosificacién para cada matraz sera diferente con actinomyceto, pero la

concentracion suelo contaminado, sera la misma para las 3 repeticiones

experimentales, los cuales se distribuyen de acuerdo al disefio.

Tabla 4. Disefio experimental

Grupo control

Grupo Experimental

1000g suelo

contaminado

Repeticiones

Suelo
Contaminado

Tiempo de . 5 2 (9)
remocién (horas)
12 3x107actinomyceto | 3x10’actinomyceto | 3x10’actinomyceto
6x10%ctinomyceto | 6x10%ctinomyceto | 6x10%ctinomyceto
24 3x107actinomyceto | 3x10’actinomyceto | 3x10’actinomyceto +10
6x10%ctinomyceto | 6x10%ctinomyceto | 6x10%ctinomyceto
36 3x107actinomyceto | 3x10’actinomyceto | 3x10’actinomyceto

6x10°%actinomyceto

6x10%ctinomyceto

6x10%ctinomyceto

Fuente: Elaboracion propia

2.6. Aspectos éticos
Toda informacion que se presenta en la investigacion y todos los estudios que se

realizaran posteriormente sera confidencial y veraz, también se guardo privacidad de

la identidad de las personas que participaron en el transcurso de la investigacion.

Ademas, se aseguré el respeto por la biodiversidad y la honestidad con la que se

trabajo.
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II. RESULTADOS
3.1.1. Resultados del Pre-analisis del suelo contaminado con metales pesados

Después de haber realizado la recoleccion de informacién y procesamiento de datos de
los tratamientos aplicados con actinomycetos, se llegd obtener los resultados del pre —
andlisis mediante la extraccion de muestras completamente al azar, en donde se empled
(DS.002-2013 MINAM, Guia para muestreo de suelos), para asi saber cuales son los
valores iniciales de los compuestos metalicos presentes en el suelo, los cuales se
muestran en la siguiente tabla:

Tabla 5.Resultado inicial del suelo contaminado

Ensayo L.D.M. (mg/kg) Resultados (mg/kQ)
Plata (Ag) 0.07 36.82
Aluminio (Al) 1.4 327.1
Arsénico (As) 0.1 1120.1
Boro (B) 0.2 2.9
Bario (Ba) 0.2 5.1
Berilio (Be) 0.03 <0.03
Calcio (Ca) 4.7 11733.9
Cadmio (Cd) 0.04 19.05
Cerio (Ce) 0.2 0.7
Cobalto (Co) 0.05 7.69
Cromo (Cr) 0.04 0.15
Cobre (Cu) 0.1 357.3
Hierro (Fe) 0.2 >20000
Mercurio (Hg) 0.1 0.8
Potacio (K) 4.3 358.4
Litio (Li) 0.3 <0.3
Magnesio (Mg) 4.4 68.5
Manganeso (Mn) 0.05 52.46
Molibdeno (Mo) 0.2 1.0
Sodio (Na) 2.3 17.2
Niquel (Ni) 0.06 1.75
Fosforo (P) 0.3 42.1
Plomo (Pb) 0.06 747.60
Antimonio (Sb) 0.2 59.2
Selenio (Se) 0.3 10.3
Estafio (Sn) 0.1 7.2
Estroncio (Sr) 0.1 6.5
Titanio (Ti) 0.03 4.32
Talio (TI) 0.3 0.6
Vanadio (V) 0.04 0.90
Zinc (Zn) 0.2 2717.4

L.D.M.: Limite de deteccién del método

Resultados de suelo en base seca
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Interpretacion:

De acuerdo a la tabla 5 se detalla los resultados de la caracterizacion del suelo donde se
encontraron valores de 23 pardmetros, en donde 4 de estos presentan altas concentraciones
como son: arsénico(As) 1120.1, cobre (Cu) 357.3, plomo (Pb) 747.60, zinc (Zn) 2717.4, lo
cual indica presencia de contaminacion.

Ademaés, sabemos que la capacidad metabodlica del actinomyceto tarda en adaptarse en un
suelo contaminado, lo que permite que para la aplicaciéon de cada tratamiento se tomo los
metales que contenian mayor concentracion por lo tanto la remocion de metales pesados es
baja al iniciar el tratamiento, pero conforme va aumento las horas se aprecia mejores
resultados, tal como se aprecia en las siguientes tablas 6, 7, 8 y 9.

Tabla 6. Valores de remocién de plomo (Pb) con actinomycetos.

'I'Ri::nn:cr::.;)i :: Con;eancttr:lrci;c’;n de Concentracion (mg/kg) Eficiencia
(horas) (UFDC/ml) 1Rep | 2Rep | 3Rep X (%)
1 3x107 650.41 652.7 651.01 651.37 12.87
6x10° 605.56 603.8 606.02 605.13 19.06
3x10’ 583.13 582.93 584.77 583.61 21.94
24 6x10° 538.27 536.07 539 537.78 28.07
3x10’ 523.32 523,7 522.41 522.87 30.06
36 6x10° 478.16 477.92 475.02 477.03 36.19

Elaborado: Autor

Figura 1.Eficacia de remocién de plomo (Pb) mediante actinomycetos

45.00%

40.00%

35.00% 36.19%

30.00% 30.06%

25.00% e Actinomyceto 3x10-7

Actinomyceto 6x10-9
20.00%

15.00%

Eficiencia de remocion

10.00%
5.00%

0.00%
12 24 36 Tiempo de Remocion (horas)
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Interpretacion:

Los valores encontrados en la figura 1, se detalla la eficiencia de la concentracion de
actinomycetos para la remocion de plomo, donde podemos ver como es que influye de
manera directa el tiempo de 12, 24 y 36 horas ya que a mayor tiempo hay un aumento en la
remocion de plomo. Donde nos indica que en un rango de 36 horas bajo una concentracién
de 6x10° UFC/ml existe una remocion de 36.19% (477,03), lo cual indica que cumple con el
ECA del suelo (1200mg/kg).

Como se menciono anteriormente, el crecimiento de la bacteria debido a su proceso lento no

permite remover con facilidad los metales pesados.

Tabla 7.Valores de remocion del arsénico (As) con actinomycetos

el el T
(horas) (UFDC/ml) 1 Rep 2 Rep 3 Rep X (%)
12 3x107 1098.06 1099.37 1098.22 1098.55 1.92%
6x10° 1082.86 1081.99 1082.58 1082.48 3.36%
3x107 672.79 673 672.02 672.60 39.95%
24 6x10° 643.5 642.9 643.91 643.44 42.56%
3x107 586.1 586.19 586.76 586.35 47.65%
36 6x10° 560.1 561.64 560.8 560.85 49.93%

Elaborado: Autor

Figura 2. Eficacia de remocion de arsénico (As) mediante actinomycetos

60.00%

s0.00% 1993
40.00%

30.00%
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Fuente: Propia
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Interpretacion:

Los valores encontrados en la figura 2, evidencia que a un tiempo de 24 horas con una
concentracion de actinomicetos de 6x10° UFC/ml la remocion de arsénico es mas factible,
con un 42,56% mientras que en la misma concentracion actinomicetos desde 6x10° UFC/ml
en un rango de 36 horas, re mueve un 49,93%. Esto se debe a que la bacteria se adapta de
acuerdo como pasan las horas acelera su metabolismo, lo cual indica que los valores no

sobrepasan el ECA de suelo (140mg/kg).

Tabla 8. Valores de remocion del cobre (Cu) con actinomycetos

Tlempo- E:|e Concentrac-lon Concentracién (mg/kg) Eficiencia

Remocion de Bacterias (‘y)
(horas) (UFDC/ml) 1Rep 2 Rep 3 Rep X ?

12 3x107 350.45 350.99 3514 350.95 1.78%

6x10° 351.66 352.01 351.05 351.57 1.60%

" 3x107 341.8 341.21 340.88 341.30 4.48%

6x10° 343.06 343.8 342.72 343.19 3.95%

36 3x107 329.31 330.8 328.54 329.55 7.77%

6x10° 331.49 331 330.94 331.14 7.32%

Elaborado: Autor

Figura 3. Eficacia de emocidn de cobre (Cu) mediante actinomicetos
12.00%

c
Rel
S 9.00%
IS
e
2 6.00%
@
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c
3 3.00%
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w
0.00%
12 24 36
e Actinomyceto 3x10-7 1.78% 4.48% 7.77%
Actinomyceto 6x10-9 1.60% 3.95% 7.32%

Tiempo de Remocidn (horas)

Fuente: Propia

Interpretacion:

Los valores encontrados en esta figura, nos permite apreciar el porcentaje de remocion del

cobre con 7,77% bajo una concentracion de 3x10” UFC/ml, esto se debe a que la capacidad
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de remocidn del actinomyceto tarda en adaptarse a este metal, lo que implica un nivel bajo
de remocién , donde la mayo remocion en el rango de 36 horas con (329.55), mientras que
a las 12 horas se evidencia una remocioén minima con (350.95), lo que indica que el factor

tiempo influye de manera directa en la remocion de metales.

Tabla 9. Valores de remocién del zinc (Zn) con actinomycetos

Tiempo. ?Ie Concentrac.:ién Concentracién (mg/kg) Eficiencia
Remocién de Bacterias .
(horas) (UFDC/ml) 1Rep 2 Rep 3 Rep X (%)
> horas 35107 2012.58 | 20114 | 2013.02 | 2012.33 | 25.95%
6x10° 2010.04 | 2010.6 | 2009.9 | 2010.18 | 26.03%
2 hora 3107 1277.18 | 1276.45 | 1277.81 | 1277.15 | 53.00%
6x10° 126891 | 1268 1268.4 | 1268.44 | 53.32%
3x107 61658 | 6154 | 617.83 | 616.60 | 77.31%
36 horas 6x10° 611.96 | 611.07 | 6099 | 610.98 | 77.52%

Elaborado: Autor
Interpretacion:

Segun el anélisis que se aprecia en la tabla 9, se observa que en el tiempo de remocion de 36
horas tuvo mayor eficiencia bajo una concentracion de 6x10° UFC/ml el cual indica que a
mas tiempo este expuesta la muestra de suelo, la remocidén de metales pesados por
tratamiento sera mas significativo, dado que el grado de remocidn se mantuvo constante a
una concentracion de 3x107 UFC/ml y 6x10° UFC/ml, debido que el factor tiempo influye

en la remocidn de este metal.

Figura 4. Eficiencia de remocién de Pb, As, Cu, Zn
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Interpretacion
Los valores encontrados en esta figura, nos permiten apreciar que el Zn tuvo mayor
eficiencia llegando a 77 % de remocidn, a diferencia del Pb con 20% demostrando que los

resultados obtenidos serian poco eficientes si se aplican a este metal.

DISCUSION

Los actinomycetos son bacterias que constituyen un conjunto de microorganismos los
cuales se distribuyen en una variedad de ecosistemas naturales, por lo que representan
una opcion viable para la aplicacion de nuevas biotecnologias mediante el
aprovechamiento de sus capacidades metabolicas. El presente estudio se emplearon
cepas de actinomycetos las cuales fueron sometidas a una variedad de pruebas para
determinar sus caracteristicas e identificacion y luego pasar al estudio de interés.

Las pruebas involucradas tanto micro y macroscopica en la caracterizacion del
actinomyeceto representan una herramienta de suma importancia para los tratamientos

en funcion a los niveles de concentracion y tiempo de remocion.

El estudio realizado por Pacheco, 2016 reporto que la eficiencia de la bacteria para la
remocion de plomo considerd un periodo de tiempo de 24 horas en donde la muestra fue
inoculada en erlenmeyeren obteniendo un valor de remocién del 27.27%, lo que indica
que la bacteria cuenta con un importante potencial biorremediador. Por otro lado, el
tratamiento propuesto por Pacheco es viable, ya que logra remover significativamente
el plomo, pero acorde con el presente estudio (tabla 6) se realiz6 el tratamiento con
actinomycetos, pero en un periodo de 12h, 24h y 36 h para evidenciar que el tiempo de
cada tratamiento influye en la remocion de este metal, teniendo un 33.1% confirmando

que la aplicacion del actinomyceto es factible para biorremediar el suelo contaminado.

En la figura 1, se visualiza que se ha tomado una muestra control con 3 repeticiones, en
donde se evidencia una tendencia, el cual permite apreciar que hay una ligera
disminucion en los valores de las tres corridas con respecto al plomo. Teniendo como
valor mas bajo a las 12 horas a una concentracion de 3x10” UFC/ml (12.87%), 24 horas
a una concentracion de 3x10” UFC/ml ( 21.94%) y 36 horas como valor maximo a una
concentracion de 3x10” UFC/ml (30.06%), mientras que a una concentracion de 6x10°

UFC/ml, se obtuvo como valor minimo 19.06% en 12 horas, 28.07% en 24 horas y
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36.19% en 36 horas como valor maximo, lo que indica poca interaccion debido que la
bacteria tarda en adaptarse por su mismo metabolismo que se adhiere a las condiciones

expuestas.

Los resultados encontrados se basan en los andlisis realizados y en la eficiencia obtenida
del Actinomyceto en relacion de los tratamientos a diferentes concentraciones, si bien
se logra disminuir el valor inicial del arsénico en la presente investigacion como se
observa en la tabla 7, donde se obtuvo una influencia en la remocién para cada
tratamiento, pudiendo observar que de las 3 repeticiones, en la figura 2 se visualiza que
se mantiene constante en las 12 horas con una concentracion de 3x10” UFC/ml, y 6x10°
UFC/ml, lo que indica que conforme aumenta las horas del tratamiento el metabolismo
del Actinomyceto acelera su proceso tendiendo a remover con mayor facilidad el
arsénico, ya que a las 24 horas y 36 horas el porcentaje de remocién fue incrementando
con un valor minimo de 47.65% y 49.93% méaximo. De acuerdo con la normativa D.S.
N° 002-2013 ECA Suelo establece dentro sus valores para el arsénico 140 mg/kg en el
cual el valor obtenido de la muestra control fue 1120.1 mg/kg determinando que
sobrepasa el limite establecido segun la normativa, por ende, se aplicé el tratamiento
bajo dos concentraciones 3x10” UFC/ml y 6x10°UFC/ml.

En los hallazgos encontrados en la tabla 8 se observd que el actinomyceto presente en
el suelo contaminado no present6 un crecimiento conforme avanza el tiempo (12, 24,
36 horas), esto debido a que el actinomyceto no logr6 adaptarse al cobre a comparacion
de los otros metales, por lo que no se evidencia un crecimiento prolongado en el suelo
de la boca mina, por ende al realizar el tratamiento hubo una ligera disminucién poco
significativa ya que demuestra que el tratamiento no es muy eficiente para la remocion
de cobre. Asi mismo en la figura 3, muestra el porcentaje de remocion de cobre donde
se observa que mayor remocion se obtuvo a las 36 horas (7.77%) con la aplicacion de
dosis de 3x10’UFC/mI. En menos cuantia los actinomycetos removieron Cu con 7.32%,
por lo tanto, se puede decir que el tratamiento 3 fue el que obtuvo mejor avance en la
eficiencia del actinomyceto ya que tienden a disminuir las concentraciones iniciales de
la caracterizacion previa. Esto mismo encontré Hernandez (2009) pero usando
actinomicetos del genero Agromyces en los tres tratamientos donde de la cepa mostro

inconsistencia cuando se realizaron las pruebas de ensayo, demostrando que dos de las
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tres repeticiones no evidenciaron un crecimiento pronunciado en la se descartd que esta

especie pueda aplicarse para el tratamiento de remocién de Cu.

A partir de los resultados obtenidos en los andlisis de metales pesados por ICP —OES,
los mismos que se evidencian en la tabla 9, en la que determind que existe una mayor
remocion de Zn teniendo como valor inicial 2717.4 ppm, antes de aplicarse el
tratamiento. A partir de estos valores se realizo 3 tratamientos para evaluar la eficiencia
del actinomyceto como removedor de este metal, llegando a reducir 610.98 ppm a las
36 horas demostrando ser mayor eficiente de acuerdo aumenta el tiempo de exposicion
en la muestra contaminada bajo una concentracion de 6x10°UFC/ml, asi mismo el
porcentaje de remocion que se evidencia en la figura 4 se obtuvo 77.52%, lo que
contrasta la cercania de valores con la investigacion de Avelino (2013) quien utilizo 4
diferentes especies en donde su valor promedio fue 1, 2939 ppm siendo la especie D
con mayor concentracion perteneciente a una muestra de suelo contaminado, la cual
determino que existe influencia directa en la aplicacion por cada tratamiento teniendo

una remocién de 85,3% de Zn.
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V.

CONCLUSIONES

Se concluye que la concentracion del actinomyceto tiende a influir en la remocion de
los metales pesados a partir de diferentes concentraciones (3x10° UFC/ml y
6x10°UFC/ml) entre 12h, 24h y 36h del tratamiento, demostrando mayor eficiencia
a las 36h bajo una concentracion de 6x10°, ya que el valor maximo de remocion fue
Zn (77.41%), As (48.79%) y Pb (33.1%), mientras que el valor minimo Cu (7.54%),
lo cual es de importancia sefialar que el actinomyceto proporciona un tratamiento

eficiente para la remocion de metales pesados.

El suelo procedente de Quiruvilca presento una concentracion alta de Pb (747.60),
As (1120.1), Cu (357.3) y Zn (2717.4), valores que superan el ECA del D.S. N°002-
2013-MINAM.

Se concluye que el actinomyceto tiene un proceso lento en su crecimiento,
demostrando que el tiempo del tratamiento influye en la remocién del metal, en
relacion a la concentracion de la bacteria, removiendo el Pb (477.03 ppm), As
(560.85 ppm), Cu (331.14 ppm) y Zn (610.98 ppm).

Se comparo estadisticamente los datos de los andlisis del tratamiento, encontrandose
diferencia significativa en cada uno de los niveles establecidos, demostrando que la

concentracion del actinomycetos influye en la remocion de metales pesados.
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VI. RECOMENDACIONES

e Tener en cuenta en la aplicacion del tratamiento con actinomycetos el pH para ver si

influye en la remocion de los metales.

e Realizar un estudio econdmico que permita evaluar la viabilidad de la investigacion
a fin de utilizar microorganismos (actinomycetos) como tratamiento de suelos, sin

utilizar agentes contaminantes o quimicos.
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VIII. ANEXOS

ANEXO NF° 1: Ficha de evaluacion en campo para muestreo de suelos

FICHA DE EVALUACION EN CAMPO PARA MUESTREO

il UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO DE SUELOS

TITULO DEL PROYECTO DE INVESTIGACION

“Eficiencia de Actinomycetos en la remocion de metales pesados presentes en suelos

contaminados procedentes del distrito de Quiruvilca”

FACULTAD DE
INGENIERIA

ESCUELA DE INGENIERIA
AMBIENTAL

UNIVERSIDAD CESAR
VALLEJO - TRUJILLO

DATOS GENERALES

Lugar en estudio:
Boca mina Codiciosa

Fecha de Obtencidn: 23/04/2018

Departamento: Fecha de Analisis: 27/04/2018
La Libertad
Distrito:
Quiruvilca
DATOS DEL PUNTO DE MUESTREO
_ Coordenadas )
Puntos de Cddigo de Observaciones
(UTM)
Muestreo muestra
X Y
A PT-01 725146 9235818
B PT-02 725117 9235729
C PT-03 725124 9236084
D PT-04 725131 9236095
E PT-05 725121 9236075
F PT-06 725141 9236025

Descripcion de la superficie: Sin vegetacién

Tipo de muestreo: Muestras Superficiales (0 — 30 cm)

Area de estudio: 1 ha
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Técnica de muestreo:

Calicatas

Material empleado:
Libreta de campo
Céamara fotogréfica
Palana

Termometro

Bolsas herméticas

Etiquetas
Baldesde 1 L
Wincha
Tiempo (Horas): 10:00 a.m.
Plomo
Plomo
Descripcion Fisica( color/ | Plomo
olor) Plomo
Plomo
Plomo
VERIFICADO FIRMA Responsable de la FIRMA
POR: prueba:

Dr. Alberto Quezada

Alvarez

Solano Silva Gianella

Greyssi

Fuente: Elaboracién propia
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ANEXO N° 2: Ficha técnica para la recoleccion de datos del Post test a partir del

tratamiento por Actinomycetos

Ucv

UNIVERSIDAD CESAR VALLEJ

“Eficiencia de Actinomycetos en la remocion de metales pesados presentes en suelos
contaminados procedentes del distrito de Quiruvilca”
FACULTAD DE ESCUELA DE INGENIERIA UNIVERSIDAD CESAR
INGENIERIA AMBIENTAL VALLEJO - TRUJILLO

Lugar en estudio: Fecha de Obtencion: 23-04-18

Boca mina Codiciosa

Departamento:
La Libertad
Distrito:

Quiruvilca

Lugar de analisis: Servicios Analiticos Generales SAG

Plomo (Pb) 10 3x10" | 6x10°
Arsénico (As) 10 3x107 | 6x10°
Cobre (Cu) 10 3x107 | 6x10°
Zinc (Zn) 10 3x10" | 6x10°
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Material a emplear:
|:| Microscopio I:l Porta objetos
I:l Placas Petri
I:l Charola para tincién
|:| Mechero
[l Medios de cultivos (TSA, EMB, MSA, TSA+MnSO4) Piseta
|:| Nefelometro de mcfarland
I:l Asas bacterioldgicas
I:l Puente de vidrio
FIRMA Responsable de la | FIRMA
VERIFICADO POR: prueba:
Dr. Alberto Quezada Alvarez Solano Silva
Gianella Greyssi

Fuente: Elaboracion propia

ANEXO N°3

MATERIALES POR EQUIPOS
- Microscopio
- Colorantes para tincion de Gram
- Asas micoldgicas
- Tripié
- Charola de metal
- Vaso de precipitados de 250 ml
- Frasco gotero con verde malaquita (5%), safranina (0.5%) y lactofenol azul de algodon
- Placas de TSA
- Incubadoras a 28 y 37°C

MATERIAL DE LABORATORIO
- Mecheros
- Asas bacterioldgicas
- Porta objetos
- Cubre objetos
- Charola para tincion

- Puente de vidrio para tincion
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- Pinzas largas de punta roma

- Piseta
ANEXO N°4:
Tabla 10.Estandares de calidad ambiental para suelo

WFsces del Suela |
- Sasade Suelo Moo
Pardameiros B b Comercia
| Agricola Irafesnriady | O Aty
Parguess
| F:I-ri.l.rinn-
EPA B260-8
1 |Benceno Imatkg MS) 0,03 0.0a ooz | e
EPA, B250-8
2 [Tokseno jmgtkg MES) 037 03T 057 | A tm
EPA, B250-8
i
3 [Elbencena (mgkg MS) | D.oB2 0. oE2 mosz |- e
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4 pena fmokg ms) 11 11 T e
5 aftalero (mpikg MS) o o5 =z EPA B2e0-8
rada=adn de Fidraearbu nes =
Sy B 00 500 EPA BD15-8
7 Fz icto-czE} (mokg| 1200 1 200 5000 [|EPAB015-M
=
B [F3 (C2B-C40} (mokg| 3000 3 00oo 6000 |EPA BO1S-D
=1
i P
g E'I‘u"-a:' pirena (ma%al g4 o7 07 EFA B2T0-D
flerilos  pobCioraocs -
10 0.5 13 33 EFS EZ70-D)
FCE jmakg MS) v
11 [Flden (mgikg MS) _ 2 4 10 EFA BEZ70-D
12 [Endiin imakg MS) 001 oo 0.0 EFF BEZ70-D
13 |oDT (makg MS) 0.7 o7 12 EFF. EZ70-D
12 eptadon [makg M3)_ | 0.01 0o 0,01 EFA BEZ70-D
Il norganicos
EPA G013
ANEPHA-
15 fCianurn libee prpteg M| 0.0 o9 8 AN,
WEF 4500
CMF
[Arsdnics  total | (regieg _ || EP®, 30508
16 farsy 50 S0 140 o e
EPA, 3050-8
. _ _
1rhaﬁ.nm|,n-g.hgr.n3|__ 750 S00 2 000 e ane
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18 . 1.4 10 22
pLS) . EPA 3051
19 [Crama Wi {mgikg MS) 0.4 o4 14 DIN 10734
e totsl (g
20 ::‘S'I'“‘ 6.6 &5 24 EPA T4T1-8
EPA 30508
21 [Plomeo otel (mgig Ms) | 70 140 1 200 A

Fuente: MINAM
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ANEXO N°5: Caracterizacién de suelo contaminado
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ANEXO N°6: Evidencias fotograficas

Imagen 01: Identificacidn del area de Imagen 02: Muestreo de suelo por
estudio calicatas de 10x10x30

Imagen 03: Codificacion de los tubos de

Imagen 04: Solucién salina para el
ensayo

aislamiento

Imagen 05: Esterilizacidn de
material (Autoclave)
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Imagen 07: Incubacidon por 24h

Imagen 08: Placa inoculada con
muestra diluida de suelo

Imagen 09: Identificacién
microscopica

Imagen 10: Identificacidn
macroscopica
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Imagen 11: Purificacién de colonias
TSA

Imagen 13: Actinomycetos SJ1

Técnica Estriado

Imagen 17: Actinomycetos SJ5

Imagen 12: Extraccidon de la Bacteria

Imagen 14: Actinomycetos SJ4

Imagen 18: Actinomycetos SJ6
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Para seleccionar a la cepa que se utilizard en estudios posteriores, se sembraran las cepas

con el mejor crecimiento en caldo Triptic Soy Broth (TSB).

Para esto se prepard caldo TSB y se repartio 30 ml en 5 matraces de 125 ml. Luego se
afiadieron las cepas SJ1, SJ2, SJ4, SJ5 y SJ6. La cepa SJ3 era similar en morfologia que la

SJ5, por lo que se selecciono solo la SJ5.
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Una vez listos los matraces con el medio de cultivo TSB, se inocularon asépticamente en

una cdmara de bioseguridad, y luego se colocaron en una incubadora de agitacion orbital a
30°C y 250 rpm.

Se selecciond la cepa SJ2, de esta cepa se realiz6 los tratamiento. Para esto, se prepar6 18
matraces de 125 ml con 25 ml de medio TSB. De estos matraces se separé uno como indculo
y se le agreg6 1 ml de un cultivo en caldo de la cepa SJ2, que se mantuvo en un tubo de

ensayo.
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ANEXO N°7: Resultados estadisticos
Tabla 11.Factores inter-sujetos

Etiqueta de valor N
Tiempo de Remocién 1,00 12 horas 6
2,00 24 horas 6
3,00 36 horas 6
Concentracion de Bacterias 1,00 3x10’ 9
2,00 6x10° 9

Tabla 12.Medias marginales estimadas para tiempo de remocién

Tiempo
Variable dependiente def), Media eslié:;?j;r Intervalo de confianza al 95%
remocion Limite inferior | Limite superior
Eficiencia (%) 12 horas | 15,963 069 15,813 16,114
Eg‘;gié” de 24horas | 25,000 069 24,850 25 150
36 horas | 33,107 069 32,956 33,257
Eficiencia (%) 12 horas 2,640 ,021 2,595 2,685
remocion de arsénico 24 horas 41,252 021 41,207 41,297
36 horas 48,792 ,021 48,747 48,837
Eficiencia (%) 12 horas 1,692 072 1,534 1,849
remocion de 24 horas | 4,215 072 4,058 4,372
cobre 36horas | 7543 072 7,386 7,701
Eficiencia (%) 12 horas | 25,987 013 25,959 26,014
remocion de zinc 24 horas | 53,162 013 53,134 53,189
36 horas | 77412 013 77,384 77,439

Interpretacion:

En la tabla 12 se presentan las medias de la eficiencia % de remocién de metales pesados

para las combinaciones de los tres niveles de la variable tiempo de remocién.
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Tabla 13.Medias marginales estimadas para Concentracion de Bacterias

Variable dependiente Concentra<_:ién Media Error Intervalo de confianza al 95%
de bacterias estandar Limite inferior | Limite superior
Eficiencia (%) 3x107 21,610 ,056 21,487 21,733
remocion de plomo 6x10° 27,770 056 27,647 27,893
Eficiencia (%) 3x10° 29,842 ,017 29,805 29,879
remocion de arsénico  6x10-9 31,947 ,017 31,910 31,984
Eficiencia (%) 3x10° 4,676 ,059 4,547 4,804
remocién de cobre 6x10° 4,291 ,059 4,163 4,420
Eficiencia (%) 3x10° 52,086 ,010 52,063 52,108
remocion de zinc 6x10° 52,288 010 52,265 52,310

Interpretacion:

En la tabla 13 se presentan las medias de la eficiencia % de remocion de metales pesados

para las combinaciones de los dos niveles de la variable Concentracion de Bacterias.

Tabla 14.Prueba de Homogeneidad de varianzas de Levene

F dfl df2 Sig.
Eficiencia (%) remocién de plomo
1,159 12 ,383
Eficiencia (%) remocidn de arsénico
568 12 724
Eficiencia (%) remocion de cobre
1,492 12 263
Eficiencia (%) remocion de zinc 800 12 571

Interpretacion:

Se observa que el P valor (sig.) resultante de la prueba de Levene fue mayor que el nivel de

significancia (0.05), indicando asi que los resultados fueron obtenidos sobre la base de un

muestreo aleatorio de una poblacién con varianzas iguales.
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Tabla 15.Analisis multivariante de ANOVA (Pruebas de efectos inter-sujetos)

Tipo Il de suma Cuadratico
Origen Variable dependiente de cuadrados promedio F Sig.
Modelo Eficiencia (%) remocion de plomo
. 1053,305? 210,661 7368,629| ,000
corregido
Eficiencia (%) remocion de arsénico
7376,400P 1475280 573542,97( ,000
Eficiencia (%) remocion de cobre
104,141°¢ 20,828 665,913 ,000
Eficiencia (%) remocion de zinc 7942,3749 1588,475| 1624576,4| ,000
Interceptacion Eficiencia (%) remocion de plomo
10972,730 10972,730( 383810,92( ,000
Eficiencia (%) remocion de arsénico
17180,401 17180,401 6679205,4( ,000
Eficiencia (%) remocion de cobre
361,805 361,805 11567,478( ,000
Eficiencia (%) remocion de zinc
49022,067 49022,067 | 5013205,0| ,000
TIEMPO Eficiencia (%) remocion de plomo
882,547 441,273 15435,132| ,000
1429771,00
L . L 7355,377 3677,689 ,000
Eficiencia (%) remocion de arsénico 0
L . 103,374 51,687 1652,516( ,000
Eficiencia (%) remocion de cobre
4061325,42
L y . 7942,148 3971,074 ,000
Eficiencia (%) remocion de zinc 6
CONCENTBAC Eficiencia (%) remocion de plomo
170,755 170,755 5972,782| ,000
TERIANA
L . L 19,929 19,929 7747,810| ,000
Eficiencia (%) remocion de arsénico
S . ,665 ,665 21,264 ,001
Eficiencia (%) remocion de cobre
L . . ,184 ,184 188,205 ,000
Eficiencia (%) remocion de zinc
TIEMPO * Eficiencia (%) remocion de plomo
,003 ,001 ,0491 952
CONCENTBAC
TERIANA
L . L 1,093 ,547 212,542 ,000
Eficiencia (%) remocion de arsénico
,102 ,051 1,636| ,235

Eficiencia (%) remocion de cobre
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S - . ,042 ,021 21,551 ,000
Eficiencia (%) remocion de zinc
Error Eficiencia (%) remoci6n de plomo
,343 ,029
S - . ,031 ,003
Eficiencia (%) remocion de arsénico
L . 375 ,031
Eficiencia (%) remocion de cobre
S - . ,012 ,001
Eficiencia (%) remocion de zinc
Total Eficiencia (%) remocién de plomo
12026,377
Eficiencia (%) remocion de arsénico 24556,831
Eficiencia (%) remocion de cobre
466,322
S - . 56964,453
Eficiencia (%) remocion de zinc
Total corregido  Eficiencia (%) remocion de plomo
1053,648
Eficiencia (%) remocion de arsénico 7376,431
Eficiencia (%) remocion de cobre
104,517
Eficiencia (%) remocion de zinc
7942,385

Interpretacion:

En la tabla 15 se observa los efectos principales que ejercen la variable tiempo, la variable
concentracion bacteriana y el efecto de interaccion entre ambas variables sobre la variable
dependiente eficiencia % de remocion de metales pesados(Pb, As, Cu, Zn); siendo dichos
efectos significativos aun nivel de significancia de (0.05); lo que sugiere que cada variable
manipulada logra un efecto positivo sobre la eficiencia % de remocion de metales pesados
trabajandose de manera independiente y al igual que trabajandose combinadamente; no

Ilegando a mostrarse el efecto de interaccion para la remocidn de plomo y cobre.
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Los valores de R cuadrado sugieren que el modelo empleado explica en un 99.7% el efecto

producido por las variables tiempo y concentracion bacteriana sobre la eficiencia % de

remocion de metales pesados.

Realizado el andlisis de varianza, encontrandose diferencia significativa; se procede a

realizar la prueba pos hoc de HSD Tukey; a fin de determinar entre que niveles de las

variables se estd produciendo dicha diferencia.

Pruebas post hoc

Tabla 16.Comparaciones maltiples para Tiempo de Remocién

HSD Tukey
Intervalo de confianza al
95%
Variable () Tiempo (J) Tiempo de | Diferencia de Error Limite Limite
dependiente de remocion remocién medias (I-J) | estandar Sig. inferior superior
Eficiencia (%) 12 horas 24 horas -9,0367" ,09762 ,000( -9,2971 -8,7762
remocion de plomo
36 horas -17,1433" ,09762 ,000| 17,4038 -16,8829
24 horas 12 horas 9,0367°| 09762 000| 87762 9,2971
36 horas -8,1067" ,09762 000 -8,3671 -7,8462
36 horas 12 horas 17,1433 ,09762 ,000| 16,8829 17,4038
24 horas 8,1067" ,09762 ,000 7,8462 8,3671
Eficiencia (%) 12 horas 24 horas -38,6117°|  ,02928 ,000| 38,6898 -38,5335
remocion de 36 horas .
arsénico -46,1517 ,02928 ,000| 46,2298 -46,0735
24 horas 12 horas 38,6117" ,02928 ,000| 38,5335 38,6898
36 horas -7,5400" ,02928 ,000| -7,6181 -7,4619
36 horas 12 horas 46,1517 102928 ,000| 46,0735 46,2298
24 horas 7,5400" ,02928 ,000 7,4619 7,6181
Eficiencia (%) 12 horas 24 horas -2,5233" 10211 ,000| -2,7957 -2,2509
remocion de cobre h .
36 horas -5,8517 110211 000 -6,1241 -5,5793
24 horas 12 horas 2,5233" 10211 ,000 2,2509 2,7957
36 horas -3,3283" 110211 ,000| -3,6007 -3,0559
36 horas 12 horas 5,8517" 110211 ,000 5,5793 6,1241
24 horas 3,3283" 110211 ,000 3,0559 3,6007
Eficiencia (%) 12 horas 24 horas -27,1750" ,01805 ,000| 27,2232 -27,1268
remocion de zinc
36 horas -51,4250" ,01805 ,000| 51,4732 -51,3768
24 horas 12 horas 27,1750" ,01805 ,000| 27,1268 27,2232
36 horas -24,2500" ,01805 ,000| 24,2982 24,2018
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36 horas

12 horas
24 horas

51,4250"
24,2500"

,01805
,01805

,000
,000

51,3768
24,2018

51,4732
24,2982

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .001.

*. La diferencia de medias es significativa en el nivel .05.

Interpretacion:

La tabla 16 de comparaciones multiples de Tukey muestra los distintos arreglos que se

generan para cotejar las diferencias existentes entre los niveles de la variable nutrientes;

encontrandose diferencia significativa a un valor P (0.05).

Tabla 17.Subconjuntos homogéneos para eficiencia (%) remocién de plomo

HSD Tukey?P
Subconjunto
Tiempo de Remocién N 1 2 3
12 horas 6| 15,9633
24 horas 6 25,0000
36 horas 6 33,1067
Sig. 1,000 1,000 1,000

Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos

homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .029.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica = 6.000.

b. Alfa =.05.

Interpretacion:

En la tabla 17 de subconjuntos homogéneos para eficiencia (%) de remocion de plomo se
observa la formacion de tres subconjuntos diferenciados para cada nivel de la variable

tiempo empleada; siendo el subconjunto 3 con el tratamiento de 36 horas el que presenta la

mayor eficiencia (%) de remocion de plomo con un valor de 33.1%.
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Tabla 18. Subconjuntos homogéneos para eficiencia (%) remocion de arsénico

HSD Tukey?P

Tiempo de Subconjunto
Remocion N 1 2 3

12 horas 6 2,6400

24 horas 6 41,2517

36 horas 6 48,7917
Sig. 1,000 1,000 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogeéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .003.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica =
6.000.

b. Alfa=.05.

Interpretacion:

En la tabla 18 de subconjuntos homogéneos para eficiencia (%) de remocidn de arsénico se
observa la formacion de tres subconjuntos diferenciados para cada nivel de la variable
tiempo empleada; siendo el subconjunto 3 con el tratamiento de 36 horas el que presenta la

mayor eficiencia (%) de remocion de arsénico con un valor de 48.79%.

Tabla 19.Subconjuntos homogéneos para eficiencia (%) remocién de cobre

HSD Tukey?P

Tiempo de Subconjunto
Remocion N 1 2 3

12 horas 6 1,6917

24 horas 6 4,2150

36 horas 6 7,5433
Sig. 1,000 1,000 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

Se basa en las medias observadas.

El término de error es la media cuadratica (Error) = .031.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media armonica =
6.000.

b. Alfa = .05.
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Interpretacion:

En la tabla 19 de subconjuntos homogéneos para eficiencia (%) de remocion de cobre se
observa la formacion de tres subconjuntos diferenciados para cada nivel de la variable
tiempo empleada; siendo el subconjunto 3 con el tratamiento de 36 horas el que presenta la

mayor eficiencia (%) de remocion de cobre con un valor de 7.54%.

Tabla 20.Subconjuntos homogéneos para eficiencia (%) remocién de zinc

HSD Tukey?P

Tiempo de Subconjunto
Remocion N 1 2 3

12 horas 6| 25,9867

24 horas 6 53,1617

36 horas 6 77,4117
Sig. 1,000 1,000 1,000
Se visualizan las medias para los grupos en los subconjuntos
homogéneos.

Se basa en las medias observadas.
El término de error es la media cuadratica (Error) = .001.
a. Utiliza el tamafio de la muestra de la media arménica =

6.000.
b. Alfa = .05.

Interpretacion:

En la tabla 20 de subconjuntos homogéneos para eficiencia (%) de remocion de zinc se
observa la formacion de tres subconjuntos diferenciados para cada nivel de la variable
tiempo empleada; siendo el subconjunto 3 con el tratamiento de 36 horas el que presenta la

mayor eficiencia (%) de remocion de zinc con un valor de 77.41%.
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ANEXO N°8: Residuos observados* pronosticos™ estandar y normalidad

Con respecto al criterio de la normalidad de los datos, si la nube de puntos se ubica muy
cerca de la linea, se dice que los datos siguen una distribucion normal; en la figura se observa
que la tendencia es lineal; existiendo concordancia entre el valor observado y el

pronosticado.

Figura 5. Residuos estandar para eficiencia (%) en la remocion de plomo (Pb).

Variable dependiente: EFICIENCIA (%) REMOCION DE PLOMO
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Figura 6. Residuos estandar para eficiencia (%) en la remocion de arsénico(As).

Variable dependiente: EFICIENCIA (%) REMOCION DE COBRE
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Figura 7. Residuos estandar para eficiencia (%) en la remocién de cobre (Cu).

Variable dependiente: EFICIENCIA (%) REMOCION DE ZINC
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Moadelo: Interceptacion + TIEMPO + CONCENTBACTERIANA + TIEMPO * CONCENTBACTERIANA

ANEXO N°9: Gréficos de perfil
Figura 8. Eficiencia (%) remocion de plomo (concentracion bacteriana vs tiempo)

Medias marginales estimadas de EFICIENCIA (%) REMOCION DE PLOMO
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Figura 9. Eficiencia (%) remocion de arsénico (concentracion bacteriana vs tiempo)
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Medias marginales estimadas de EFICIENCIA (%) REMOCION DE ARSENICO
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Figura 10. Eficiencia (%) remocion de cobre (concentracion bacteriana vs tiempo)
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Figura 11. Eficiencia (%) remocion de zinc (concentracion bacteriana vs tiempo).
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