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RESUMEN

La contaminacién del suelo por mercurio es uno de los impactos méas graves que sufre el
planeta, no sdlo porque es a nivel mundial, sino también porque la recuperacion de estos
suelos afectados suele ser lenta y muy compleja. La presente investigacion tuvo la finalidad
de brindar un aporte sobre la reduccion de los niveles de mercurio en el suelo del
campamento de la mina Santa Barbara usando la bacteria Pseudomona putida; creandose el
ambiente con las condiciones fisicas y quimicas para el desarrollo optimo del
microorganismo antes mencionado. El desarrollo del ensayo se inici6 con la obtencién dela
cepa bacteriana con la que se trabajo (Pseudomona putida ATCC 49128) en estado
liofilizado, se reconstituy6 con fluido hidratante para la reactivacion, luego se sembro en
agar MacConkey para poder reproducirlas. Las colonias obtenidas se suspendieron en tubos
conicos que contenian 20, 30, 40 y 50 ml de caldo TSB respectivamente, es decir se trabajé
con cuatro tratamientos diferentes. Por otro lado, a la muestra de suelo se le realizaron
analisis antes del tratamiento: nivel de mercurio, andlisis fisicos (textura y estructura) y
quimicos (pH, conductividad eléctrica, materia organica, intercambio catiénico y
carbonatos). Se dispuso en macetas 1.5 kg de suelo y semanalmente se le agregé la cepa
contenida en los tubos cénicos de 20 ml, 30 ml, 40 ml y 50 ml, diluida en 300 ml de agua
destilada cada uno, este tratamiento se realizé por un periodo de 6 semanas. El resultado
inicial de mercurio (pre tratamiento) fue de 2255.41 mg/Kg PS de suelo, al término de las 6
semanas se volvio a analizar el nivel de mercurio y se obtuvo un valor promedio de 847.4
mg/Kg PS de suelo con el cuarto tratamiento (50 ml de cepa diluida en 300 ml de agua

destilada) confirmando la reduccion del nivel de mercurio en el suelo.

Palabras clave: Pseudomona putida, nivel de mercurio, liofilizada, cepa bacteriana



ABSTRACT

Soil contamination by mercury is one of the most serious impacts the planet suffers, not only
because it is worldwide, but also because the recovery of these affected soils is usually slow
and very complex. The present investigation was intended to provide a contribution on the
reduction of mercury levels in the soil of the Santa Barbara mine camp using the
Pseudomona putida bacteria; creating the environment with the physical and chemical
conditions for the optimal development of the aforementioned microorganism. The
development of the trial began with the obtaining of the bacterial strain with which it was
worked (Pseudomona putida ATCC 49128) in a lyophilized state, reconstituted with
hydrating fluid for reactivation, then seeded in MacConkey agar to reproduce them. The
colonies obtained were suspended in conical tubes containing 20, 30, 40 and 50 ml of TSB
broth, respectively, that is, they worked with four different treatments. On the other hand,
the soil sample was analyzed before treatment: mercury level, physical analysis (texture and
structure) and chemical analysis (pH, electrical conductivity, organic matter, cation
exchange and carbonates). 1.5 kg of soil was placed in pots and weekly the strain contained
in the conical tubes of 20 ml, 30 ml, 40 ml and 50 ml was added, diluted in 300 ml of distilled
water each, this treatment was carried out for a period 6 weeks. The initial result of mercury
(pretreatment) was 2255.41 mg / kg PS of soil, at the end of 6 weeks the mercury level was
re-analyzed and an average value of 847.4 mg / kg PS of soil was obtained with the fourth
treatment (50 ml of strain diluted in 300 ml of distilled water) confirming the reduction of

the level of mercury in the soil.

Keywords: Pseudomona putida, mercury level, lyophilized, bacterial strain
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I. INTRODUCCION

La mineria es una de las actividades que mas ingresos econémicos genera, pero de igual
forma es una de las mas contaminantes. EI mercurio es un contaminante a nivel mundial que
perjudica tanto al ecosistema como a la salud de la poblacion y esto se debe mayormente a
la industrializacion asociada al uso de combustibles fosiles, pero sobre todo a la mineria
informal, pues ésta actividad contamina el suelo como consecuencia de los procesos de
extraccion del metal, y en la mayoria de los casos estos suelos no son restaurados.
HERNANDEZ, G. et al. (2012).

Nuestro pais no esta exento de esta problematica, pues en la actualidad Huancavelica es
una de las regiones que presenta los indices mas altos de contaminacion por mercurio, es
importante mencionar que la contaminacion no solo esta en el suelo sino que también se ha
expandido a las aguas del rio e incluso a la poblacion, puesto que en el afio 1564 se inicidla
extraccion de mercurio en el campamento minero Santa Barbara hasta 1820 y aunque
actualmente ha cesado la explotacion, han quedado graves secuelas de ello. THE
ENVIRONMENTAL HEALTH COUNCIL (2015).

El presente trabajo de investigacion busco fomentar una alternativa de remediacion del
suelo contaminado con mercurio utilizando un método ambiental inocuo y asequible, como
es el uso de la bacteria Pseudomona putida. El propdsito de esta investigacion fue determinar
el nivel de mercurio presente en el suelo del campamento de la mina Santa Béarbara en
Huancavelica antes y después del tratamiento con la bacteria. La técnica de muestreo que se
utilizé fue aleatoria simple superficial, segun la Guia para el Muestreo de Suelos en el Marco
del Decreto Supremo N° 002-2013-MINAM, Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para
Suelo.

La metodologia que se uso6 fue experimental, se trabajé con la cepa Pseudomona putida
ATCC 49128, una vez obtenida la muestra de suelo, se depositd en macetas con 1.5 Kg cada
una, se trabajo con 13 macetas para 04 tratamientos distintos por triplicado y una muestra
control (a la que no se le agregd ningun tratamiento durante el periodo de experimentacion).
La cepa bacteriana estaba liofilizada es por esto que se reconstituyd para su posterior
aplicacion al suelo. Los 04 tratamientos o dosis fueron de 20 ml, 30 ml, 40 ml y 50 ml
respectivamente, cada dosis fue mezclada con 300 ml de agua destilada antes de ser vertida

a la maceta, este tratamiento fue por un periodo de 06 semanas.



Los metales pesados como el mercurio tienden a unirse a la superficie de las bacterias por
diversos mecanismos, como reaccion redox, precipitacion, etc., luego de esto son
transportados al citoplasma del microorganismo y retenidos por la proteina metalotioneina
(presente en bacterias como Pseudomona putida, Escherichia Coli, Cyanobacterium), que
es una enzima que facilita la transformacion y/o absorcion del metal. BELTRAN & GOMEZ
(2016). El mecanismo de la bacteria Pseudomona putida es la reduccion de Hg ?* a las
especies de Hg ° que son menos toxicas y volatiles, esto lo logra por medio de la enzima
mercurio reductasa, COVARRUBIAS, S. et al. (2015).

Una parte de la muestra de suelo obtenida se envi6 a Certimin y al Laboratorio de agua,
suelo, medio ambiente y fertirriego de la Universidad Nacional Agraria La Molina(UNALM) y
para los respectivos analisis previos al tratamiento: nivel de mercurio y parametros
fisicoquimicos, el valor inicial de mercurio que se encontré en el suelo fue de 2255.41mg/Kg
PS, cabe mencionar que el Estandar de Calidad Ambiental (ECA) para suelo establecido por
el MINAM, refiere que el valor maximo permitido para mercurio en suelo extractivo es hasta
25 mg/Kg PS, por lo que se infiere que el nivel del contaminante previo al tratamiento
sobrepasa considerablemente el ECA. El tratamiento con la bacteria se aplic por un periodo
de seis semanas, posterior al tratamiento con la cepa, las muestras de suelo fueron enviadas
a los laboratorios ya mencionados para los respectivos analisis, se analizaron parametros fisicos,
quimicos y mercurio respectivamente. Los resultados obtenidos indican que la cepa
Pseudomona putida logré reducir el nivel de mercurio presente en el suelo con los cuatro
tratamientos aplicados, sin embargo, con el tratamiento N° 04 el nivel de mercurio se redujo
a un promedio de 847.43 mg/Kg PS.

Es importante mencionar que debe existir una estrategia para la adecuada gestion del
suelo, que permita el aprovechamiento de este recurso de forma sostenible sin perjudicar al
ecosistema y a los que forman parte de él, también es primordial que exista un marco legal
que se cumpla no solo por la poblacion, sino sobre todo por las empresas; asi mismo se debe
contar con un plan de contingencia frente a sucesos que puedan deteriorar el suelo, El Estado
deberia tomar cartas en el asunto en cuanto a zonas impactadas y que no hayan recibido la
restauracion y/o remediacion adecuadas para una mejor calidad de suelo y mejor calidad de
vida de la poblacion.

El mercurio es un metal pesado que se encuentra en nuestro entorno, pasa por una serie
de fases que determinan su acumulacion en el ambiente, todos estos procesos se pueden dar

de manera natural o por accién antropica. Sin embargo, cabe mencionar que las emanaciones



naturales son mayormente en forma de mercurio elemental a diferencia de las emisiones
causadas por el hombre que suelen ser en forma gaseosa 0 en su forma oxidada. Las
propiedades del suelo tales como pH, temperatura, contenido de materia orgénica y una serie
de procesos quimicos y biologicos son requisito indispensable para que el mercurio se
convierta en compuesto organico o inorganico una vez asentado en el suelo. El metil
mercurio es una especie de mercurio que cobra mayor relevancia por su alta toxicidad y la

facilidad que tiene para acumularse en el suelo y sedimentos, asi lo indica GAONA (2004).

La contaminacion del suelo por mercurio es uno de los impactos mas graves que sufre
nuestro planeta, no sélo porque es a nivel mundial, sino también porque la recuperacion de
estos suelos afectados suele ser lenta y muy compleja. La extraccién de mercurio en
diferentes partes del mundo data desde hace mas de miles de afios, pues la actividad minera
es una fuente importante de ingreso economico; en la actualidad muchas de esas minas ya
no estan en funcionamiento, sin embargo, los suelos nunca fueron remediados para darle un
empleo alterno. MILLAN et al. (2007) afirman que esta polucion se ha extendido de tal
forma que ha contaminado el agua de los rios, cabe resaltar que esta contaminacion se
magnifica ya que entra a la cadena trofica, afectando la flora, fauna y seres humanos que

viven en los alrededores del lugar de la explotacion.

Per( no es la excepcion, ya que también ha sido expuesto a la contaminacion por
mercurio; la regién Huancavelica tiene uno de los indices méas altos de contaminacion,
debido a que aqui funcion6 la mina mas grande dedicada a la extraccion de este metal durante
la época de la colonia; la mina Santa Barbara; el problema se ha acentuado debido a que
sobre este suelo contaminado se han establecido diversos grupos humanos y han construido
sus moradas. THE ENVIRONMENTAL HEALTH COUNCIL (2015) hizo un estudio en
esta zona de la region y manifestd que estos terrenos emiten vapores toxicos gque son
inhalados por los pobladores, esta realidad se agrava debido a que mas de la mitad de casas
son de barro y han utilizado la tierra procedente del campamento minero para su

construccion.

De igual forma THE ENVIRONMENTAL HEALTH COUNCIL (2015) tomé muestras
de suelo: sobre la superficie, a 1 y a 3 pulgadas de profundidad, para precisar con exactitud
la distribucion de mercurio total en el terreno de diversos lugares pertenecientes a zonas
residenciales. Los resultados de mercurio total obtenidos en muestras de tierra: a 0.1

pulgadas: 1201mg/kg, a 1 pulgada de profundidad: 2,5 a 688 mg/kg y a 3 pulgadas: 1,5 a



90mg/kg. Asimismo se recolectaron muestras de sedimentos de diversas partes del rio Ichu,
obteniéndose niveles de mercurio por encima de 535 mg/kg. También se analizaron muestra
de diversos alimentos que conforman la dieta habitual de la zona tales como: papa, chufio,
charque de alpaca, alcanzando valores de 29.30 mg/kg en el charque de alpaca, estos

resultados demuestran el peligro inminente para su ingestion.

En el campamento de la mina Santa Barbara, Huancavelica y zonas aledafias, el suelo, las
viviendas construidas en su mayoria de tierra, el aire al interior de las moradas, los
sedimentos del rio, y los alimentos, estdn contaminados con mercurio, asimismo es
importante decir que esta region tiene uno de los indices mas altos de pobreza a nivel
nacional, es por esto que el Estado deberia intervenir y tomar las medidas necesarias para

revertir esta situacion.

La investigacion buscé aplicar una metodologia que pueda reducir el nivel de mercurio
presente en el suelo del campamento minero, a través del uso de la bacteria Pseudomona
putida y que con las condiciones adecuadas el microorganismo logrdé su cometido, ésta
técnica seria una buena alternativa para restaurar los dafios ocasionados por los altos niveles
de mercurio, asimismo mejorar la calidad del suelo y calidad de vida de los pobladores de

los alrededores de la mina antes mencionada.
Los antecedentes relativos al tema de investigacion son los siguientes:

COVARRUBIAS, S; GARCIA, J y PENA, J. (2015) en su investigacion titulada “El
papel de los microorganismos en la biorremediacion de suelos contaminados con metales
pesados” cuyo objetivo es dar a conocer diversas técnicas para remediar los suelos
contaminados, haciendo uso de microorganismos tales como bacterias y hongos, la
metodologia usada son procedimientos fisicoquimicos y bioldgicos como: biolixiviacion,
biosorcidn, bioprecipitacion y biovolatilizacién. EI propésito de la biovolatilizacién es lade
metilar los metales pesados como el mercurio, en este caso particular utilizan las reacciones
enzimaticas de la bacteria Pseudomona putida para reducir el metilmercurio a Hg (0) por
medio de la enzima mercurio reductasa presente en la bacteria antes mencionada.
Concluyeron gue estos métodos bioldgicos son muy prometedores, sin embargo cabe resaltar
que son necesarios estudios méas a fondo sobre la variedad microbiana que crece en estos
lugares contaminados con metales pesados, para encontrar cepas de bacterias mejor

acondicionadas.



PEREZ, A; et. Al. (2016) en el articulo cientifico llamado “Bacterias endofitasasociadas
a los géneros cyperus y paspalum en suelos contaminados con mercurio” mencionan que se
realizo con la finalidad de conocer y aislar bacterias endofitas (residen en los tejidos de las
plantas) resistentes a mercurio. Las especies de plantas que se utilizaron son oriundas de la
region. Cabe resaltar que se realizaron estudios del suelo previos al tratamiento y se encontro
un suelo carente de sus principales componentes (contenido de materia orgénica, calcio,
magnesio, potasio, etc.) y un pH extremadamente &cido lo que facilita la filtracion del
mercurio. Los resultados concluyentes fueron que los niveles de mercurio mas elevados se
encontraron en la raices de las plantas, asimismo las bacterias encontradas son de mucha
utilidad para reducir mercurio asi como cadmio, sin embargo son pocos los estudios previos,
por lo que es recomendable seguir con las investigaciones para conocer mas acerca de los

beneficios de estas bacterias.

BELTRAN, My GOMEZ, A (2016) en su informe denominado “Biorremediacion de
metales pesados cadmio (Cd), cromo (Cr) y mercurio (Hg) mecanismos bioquimicos e
ingenieria genética: una revisidn” usan mecanismos bioquimicos con apoyo de laingenieria
genética para incrementar las caracteristicas que tienen estas bacterias para reducir los
niveles de metales pesados. Existen muchas especies de bacterias que pueden lograr esta
reduccién antes mencionada por medio de diversos mecanismos, sin embargo la incursién
de la ingenieria genética genera mejores resultados, basicamente este método se basa en el
uso de “biomarcadores” para hacer seguimiento a bacterias especificas. Si se pone en
practica estos procesos metabdlicos y genéticos de microorganismos y plantas, se lograran

obtener técnicas efectivas en lo que respecta a procesos de biorremediacion.

ZAPATA, I et.al. (2017) en el articulo “Efectos de la lombriz roja californiana (eisenia
foetida), sobre el crecimiento de microorganismos en suelos contaminados con mercurio de
Segovia, Antioquia” cuya finalidad fue evaluar el efecto de la lombriz roja californiana sobre
el crecimiento poblacional de los microorganismos en suelos contaminados con mercurio.
Esta lombriz tiene la cualidad de subsistir en el suelo con altos niveles de metales, sin alterar
0 dafiar su presencia. Se concluy6 que hubo una mejoria de las condiciones del suelo, gracias
a que las lombrices se alimentaban de la materia organica presente en el suelo y sus
evacuaciones logran que las condiciones fisicas y quimicas del suelo mejoren sobremanera,

lo que a su vez permite el incremento de la flora microbiana que descontamina el suelo.



MAHBUB, K. et. Al (2017) en el articulo “Bio-augmentation and nutrient amendment
decrease concentration of mercury in contaminated soil” refieren que utilizaron una cepa
bacteriana que volatiliza el mercurio; la cepa que utilizaron fue Sphingobium y fue aislada
de un suelo contaminado con mercurio, para conservarla la inocularon en caldo glicerol al
15% vy para activarla la incubaron en caldo Luria por 24 horas, y la agregaron a cuatro
muestras de suelo contaminadas con el metal pesado, que tenian cuatro niveles de pH
distintos, al mismo tiempo adicionaron nutrientes a las muestras de suelo, ésta combinacion
mejoro sobremanera la rapidez para disminuir el mercurio en casi un 60% en 7 dias; en
comparacion con muestras de suelo a las que solo se les aplicé el tratamiento con bacterias
y tratamiento con nutrientes por separado que lograron disminuir el mercurio de 33 a 48%
en 14 dias y 50% de en 28 dias respectivamente.

CHEN, J et. Al (2018) en su investigacion denominada “Characterization of an Hg (II)-
volatilizing Pseudomonas sp. strain, DC-B1, and its potential for soil remediation when
combined with biochar amendment” aducen que aislaron la cepa Pseudomona sp. de una
muestra de suelo contaminada con mercurio, la cual tenia la capacidad de volatilizar el
mercurio (Il), inicialmente la cepa fue inoculada en soluciones de cultivo con
concentraciones de 5.1, 10.4 y 15.7 mg / L de mercurio (1) y comprobaron que volatilizd
81.1%, 79.2% y 74.3% del mercurio (I1) inicial respectivamente dentro de las 24 horas, asi
mismo comprobaron la capacidad de la cepa en muestra de suelo contaminada con mercurio,
pero esta vez le agregaron enmienda de biochar, logrando comprobar que existe mayor
eficiencia en la eliminacion del mercurio en un periodo de incubacion de 24 dias.

GIOVANELLA, P et. Al (2015) en su trabajo de investigacion titulada “Detoxification
of Mercury by Bacteria Using Crude Glycerol from Biodiesel as a Carbon Source”
argumentan que utilizaron el glicerol residual de la industria de biodiesel como fuente de
carbono para ciertas bacterias, lo que a su vez increment6 la velocidad del proceso de
desintoxicacion, ellos mencionan que obtuvieron mejores resultados de eliminacion de
mercurio y degradacion del glicerol utilizando aislamiento de cepas bacterianas de Serratia,
Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca y Arthrobacter sp. a las que le agregaron 0,5 g
de extracto de levadura, de esa forma obtuvieron hasta 100% de reduccion de mercurio
usando las cepas antes mencionadas.

FERNANDEZ, I. (2012) en su tesis “Estudio del metabolismo de polihidroxialcanoatos
en Pseudomona putida: implicaciones fisioldgicas y aplicaciones en el desarrollo de

bioplasticos funcionalizados” refiere que las bacterias que pertenecen al género de



Pseudomona se adaptan con bastante facilidad, motivo por el cual se les puede encontrar en
agua, suelos e incluso alimentos. Cabe resaltar que la Pseudomona putida es de mayor
relevancia ambiental, es de metabolismo muy variable y suele habitar en el suelo, rizésfera
y agua dulce. La cepa P. putida KT2440 es la primera de su género en ser secuenciada, lo
que la hace mas resistente a la rifampicina (medicamento de amplio espectro) y la mas usada
en biorremediacién de suelos contaminados con compuestos aromaticos, asimismo esta cepa
posee pldsmidos que logran el incremento de la capacidad para degradar otros compuestos,
tal es el caso del plasmido OCT, que permite degradar alcanos.

LOPEZ, M. (2015) en su tesis “Las interacciones aire/suelo/plantas-liquenes/leguminosas
- Rhizobium del mercurio en areas contaminadas” manifiesta que hay plantas como las
leguminosas que pueden crecer con normalidad en suelos contaminados con mercurio,
acumulan el metal pesado en sus raices sin migrarla a la parte aérea y al interactuar con las
bacterias del genero Rhizobium, el mercurio puede ser metilado, de esa forma ya migra a la
parte aérea de la planta y es facilmente eliminado en su forma mas volatil y menos toxica al
medio ambiente, esta asociacion permite reducir los niveles de mercurio y ayudan a la
restauracion de suelos contaminados por este metal pesado, cabe resaltar que este resultado
se obtiene gracias a la accion simbidtica leguminosa-bacteria, pues no hay informacién de
que por separado se obtengan los mismos resultados de reduccién de mercurio en el suelo.

AKINTUI, M. et. Al (2015) en su articulo de investigacion “Pseudomonas fluorecens de
suelos agricolas degradadora del herbicida acido 2,4 Diclorofenoxiacético” exponen que
experimentaron con Pseudomona fluorecens a nivel de laboratorio para poder remediar el
suelo contaminado por el herbicida, este compuesto quimico es el mas usado para evitar el
incremento de maleza en los campos de cultivo. EI mecanismo de accion de la bacteria se
basa en que utilizan el herbicida como fuente de carbono y energia, es por esto que son
capaces de reducir ampliamente el nivel del compuesto quimico en el suelo, ya que su uso
excesivo esta perjudicando a los animales y plantas. Es importante mencionar que aislaron
la bacteria a escala de laboratorio, pero que el microorganismo ya estaba presente en el suelo
agricola, pues a pesar de la contaminacion, la bacteria puede desarrollarse debido a que el
suelo es su habitat natural y a la poca exigencia con los componentes que puedan existir en
el medio donde vive.

MARTINEZ, A. (2018) en su tesis “Biorremediacion bacteriana de suelo contaminado
con fluidos y residuos de perforacion mediante diferentes métodos” expone que utilizd

diversos métodos (7) para comparar cual de ellos es mas eficaz remediando el suelo



contaminado; durante los diversos procesos de la explotacion de petrdleo; a escala de
laboratorio. El tiempo de accion que se le dio a cada método fue de 90 dias, también es
importante mencionar que se agregaron varios compuestos organicos que aceleraron el
crecimiento de grupos de microorganismos que habitan en el suelo. Entre las bacterias que
incrementaron su poblacion luego de aplicar los tratamientos antes mencionados se
encuentran Pseudomona y Bacillus, sin embargo, el género Streptomyces alcanzé un
porcentaje de 98% de eficacia en la degradacién de hidrocarburos.

MAYZ, J. & MANZI, L. (2017) en su articulo de investigacion ‘“Bacterias
hidrocarburoclasticas del género Pseudomonas en la rizésfera de Samanea saman”
manifiestan que el &rea de muestreo fue el suelo afectado por el derrame de petréleo, aqui se
hallé la leguminosa Samanea saman, especie que se utiliza para reforestar sitios
contaminados por petréleo, debido a que incrementan el nivel de nitrégeno en el suelo. El
procedimiento del estudio empez6 con la identificacion adecuada de la leguminosa, luego se
Ilevaron estas plantas de raiz al laboratorio con la finalidad de aislar la bacteria Pseudomona
asociada a la rizésfera de la planta, luego el suelo que se obtuvo al sacudir la raiz fue
suspendido en un medio liquido, que usa como Unica fuente de carbono al petréleo para
facilitar el crecimiento de la bacteria, comprobando de esa manera que este género de
bacterias es capaz de degradar el petréleo presente en su medio. Es importante mencionar
que se hizo la respectiva identificacion bacterioldgica, por lo que se identificaron tres
especies de Pseudomona: P. aeruginosa, P. fluorescens y P. putida.

LOPEZ, E. (2014) en su tesis “Alternativas de disposicion para la fitorremediacion de
suelos contaminados por actividades mineras” manifiesta que especies de plantas de mostaza
tienen capacidad de acumular elevadas concentraciones de mercurio en hojas y raices,
también es eficaz en caso de suelos contaminados con cadmio, cromo, zinc y plomo. Otra
especie de planta 6ptima para la fitorremediacion es el guarumo, pues puede crecer en zonas
impactadas por la mineria, e incluso esta especie maderable se puede utilizar para la
reforestacion, ya que tiene la capacidad de crecer en suelos poco productivos como
consecuencia de la contaminacion con mercurio, el mecanismo de accion de este arbol es
que acumula el metal pesado en la raiz, hojas y tallos, sin embargo la mayor cantidad de
mercurio se queda en la epidermis de la planta, asi evita que dafie la parte superior de la
misma.

PATERNINA, R., PEREZ, A. & VITOLA, D. (2017) en su articulo “Presencia de

bacterias rizosféricas resistentes a mercurio en suelos del sur de Bolivar, Colombia” refieren



que aislaron bacterias rizosféricas para comprobar la resistencia al mercurio en diferentes
concentraciones a nivel de laboratorio, las muestras se extrajeron de zonas contaminadas por
la actividad minera. Los microorganismos fueron expuestos a diversas concentraciones de
cloruro de mercurio (HgCl,). Al término del ensayo se identificO Pseudomona luteola, la
cual resistio a una de las mas altas dosis de mercurio e incluso tuvo la capacidad de fijar el
nitrégeno, se debe agregar que la bacteria resistente se empled para evaluar el desarrollo de
las plantas.

GIOVANELLA, P et. Al (2017) en su articulo cientifico “Metal resistance mechanisms
in Gram-negative bacteria and their potential to remove Hg in the presence of other metals”
argumentan que el objetivo del proyecto fue evaluar la capacidad de cuatro cepas resistentes
al mercurio para eliminar mercurio solo y en presencia de otros metales como Cadmio,
Niquel y Plomo. Ellos demostraron que las cuatro cepas eliminaron el mercurio presente en
un medio de cultivo sin agregar los otros tres metales contaminantes antes mencionados. Sin
embargo, la cepa de Pseudomona sp. B50D removid una mayor cantidad de mercurio en
presencia de los otros metales, logrando eliminar el 75% de Hg en presencia de Cd y el 91%
en presencia de Ni y Pb. Con respecto a los otros metales elimin6 60%, 15% y 85% de Cd,
Ni y Pb, respectivamente, asi mismo la cepa de Pseudomona sp. B50D fue inoculada en
muestras con efluentes y logré eliminar el 85% de Hg pero no eliminé los otros metales, lo
que demostrd su limitada capacidad frente a otros metales diferentes al mercurio.

PESANTES, M. & CASTRO, R. (2016) en su investigacién “Potencial de cepas de
Trichoderma spp. para la biorremediacion de suelos contaminados con petréleo” mencionan
que utilizaron tres cepas de Trichoderma, que fueron aisladas del suelo contaminado con
hidrocarburos, el tratamiento fue in situ, ya que inocularon una concentracién de cada cepa
en el suelo contaminado por un derrame de petroleo, luego de 96 dias se tomaron muestras
de suelo a 10 y 15 cm de profundidad, inicialmente se determinaron los niveles de
hidrocarburos y metales pesados como Cadmio, Niquel y Plomo para contrastarlo con los
resultados obtenidos después del tratamiento con la cepa, logrando resultados de remocion
de hasta 69.1% en los hidrocarburos y hasta 53.7% en los metales pesados.

RAFIQUE, A. AMIN, A. & LATIF, Z. (2015) en su articulo llamado “Screening and
Characterization of Mercury-Resistant Nitrogen Fixing Bacteria and Their Use as
Biofertilizers and for Mercury Bioremediation™ refieren que aislaron cepas bacterianas
fijadoras de nitrogeno resistentes al mercurio (NFB) en un medio selectivo con el fin de

inocularlas como biofertilizante en muestras de suelo y agua contaminadas para biorremediar



mercurio. Para la identificacion de las cepas NFB realizaron diversas pruebas bioquimicas,
logrando identificar los géneros Pseudomonas, Cronobacter y Bacillus. Cabe resaltar que la
cepa de Cronobacter es la que mostré mayor eficiencia en la biorremediacion de mercurio
logrando hasta un 95% de eliminacion del contaminante.

AZODDEIN, A. et. Al (2016) en su articulo cientifico denominado “A Bioremediation
Approach to Mercury Removal in a Shake Flask Culture Using Pseudomonas putida (ATCC
49128)” refieren que utilizaron la cepa bacteriana Pseudomona putida ATCC 49128 a escala
de laboratorio en un matraz de agitacion, para reducir el mercurio presente en aguas
residuales de una planta de la industria petrolera, y acondicionaron los niveles de pH,
nutrientes y otros factores fisicos, luego de un periodo de 96 horas el nivel de mercurio se
redujo en un 90.5 % lo que demuestra la eficacia de la cepa Pseudomona putida ATCC
49128 para reducir el nivel de mercurio en un tiempo bastante corto.

ARAUJO, J. et. Al (2015) en su investigacion cientifica llamada “Biocatalizadores
fangicos hidrocarbonoclasticos del genero Aspergillus para la descontaminacion de agua con
Hidrocarburos Policiclicos Aromaticos (HPAs)” refieren que aislaron hongos del género
Aspergillus de una bahia con el objetivo de recuperar un sistema acuatico marino
contaminado por hidrocarburos, ellos aplicaron el tratamiento por un periodo de 1 a 3 meses
obteniendo de 70 a 80% de remocion del contaminante y llegando al 100 % de
descontaminacion en 12 meses. EI mecanismo de accidn de los hongos se basa en que estos
microorganismos rompen los enlaces carbono-carbono gracias a las enzimas que poseen, lo
que es equivalente a descontaminacion.

VELASQUEZ, J. (2017) en su articulo cientifico “Contaminacion de suelos y aguas por
hidrocarburos en Colombia. Andlisis de la fitorremediacion como estrategia biotecnoldgica
de recuperacion” refiere que la contaminacion de suelos y agua por la explotacion del
petréleo y todos los procesos dentro de ésta, es una de las mas severas, es por esto que la
fitorremediacion surge como una de las estrategias que podria minimizar el impacto negativo
de la contaminacion por hidrocarburos, la asociacion de las bacterias Bacillus cereus
promotoras del crecimiento vegetal y la planta Sorghum vulgare han sido mas eficientes
degradando el contaminante, asi mismo menciona que las especies de las gramineas son las
que han dado mejores resultados degradando el petroleo y sus derivados.

MAIZEL, D. et. Al (2017) en su trabajo de investigacion denominado “Arsenic-
hypertolerant and arsenic-reducing bacteria isolated from wells in Tucuman, Argentina”

mencionan que tomaron una muestra de agua de un pozo contaminado con arsénico y
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aislaron cepas bacterianas, lo que prueba su alta tolerancia al arsénico inorgéanico, a
temperaturas variables, asi como también a variaciones de pH. Las cepas de bacterias que se
aislaron fueron Brevibacterium sp. y Microbacterium sp. y que resultaron ser especies
hipertolerantes al arsénico, ya que lograron reducir el arsenato aerébico presente en el agua
del pozo.

ITURBE & LOPEZ (2015) en su articulo “Bioremediation for a Soil Contaminated with
Hydrocarbons” mencionan que a través de un sistema de biopilas pudieron remediar el suelo
contaminado con hidrocarburos, el tratamiento fue por un periodo de 8 meses, controlaron
factores como humedad, nutrientes, temperatura, aireacion, y mensualmente tomaron
muestras de la biopila para monitorear los parametros previamente mencionados, asi mismo
realizaron identificacion de los microorganismos, y lograron aislar bacterias de los géneros
Vibrio, Micrococcus, Pseudomonas, Bacillus, Bacillum y Flavimonas, concluyendo que
estas especias son consideradas como degradadoras de hidrocarburos.

ROMERO et al. (2019) en su investigacion denominada “Bioremediation of soils
contaminated with petroleum solid wastes and drill cuttings by Pleurotus sp. strains under
different treatment scales” refieren que utilizaron cepas del hongo Pleurotus aisladas de
madera en descomposicion, y luego las aplicaron al suelo contaminado con residuos de
petréleo por un periodo de 15 dias, es importante mencionar que el suelo contaminado fue
repartido en parcelas a las que previamente les agregaron aserrin y hojas de henequén
(bioestimuladores), al cabo del tiempo antes mencionado el hongo pudo degradar
hidrocarburos saturados, resinas, grasas y aceites en casi un 45%.

LUSTOSA et al. (2018) en su articulo denominado “Petroleum hydrocarbon degradation
by isolated mangrove bacteria” argumentan que recogieron muestras de sedimento del suelo
de un manglar, luego diluyeron la muestra y la agregaron en placas que contenian
hidrocarburos, logrando aislar cepas de Proteobacterium, Pseudomonas y Exiguobacterium
que utilizan los hidrocarburos como fuente de carbono, la investigacion fue por un periodo
de 15 dias y evaluaron el crecimiento bacteriano por turbidometria, concluyendo que las
bacterias aisladas son degradadoras de hidrocarburos.

COELHO et al. (2015) en su articulo cientifico “Bioremediation of polluted waters using
microorganisms” alegan que utilizaron bacterias, hongos y algas para descontaminar cuerpos
de agua contaminados con metales pesados como Cr, Cd, Pb, la capacidad de
descontaminacion de los microorganismos se fundamenta en la facultad natural de biosorber

los iones de los contaminantes, sin embargo los estudios deben profundizarse mas, ya que
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existen muchos mecanismos de los microorganismos que ain no se han identificado, asi
mismo la ingenieria genética es una herramienta muy Util que podria ofrecer resultados
mucho més favorables.

Existe teoria relacionada al tema de investigacion; el suelo se define como la capa exterior
y visible de la tierra que provee las sustancias nutritivas para el crecimiento de los seresque
habitan en él. La importancia del suelo radica en que es un elemento natural en constante
variacion, es un recurso unico no sustituible, complejo y multifuncional, entre muchas de las
funciones que cumple podriamos citar que es fundamental para el crecimiento de las plantas
las cuales proporcionan los alimentos, asimismo es esencial para todos los organismos vivos,
incluyendo al hombre. (JIMENEZ & NAVARRO, 2017, p.11). Las propiedades fisicas del
suelo se definen segun la dimension y organizacion de sus particulas y estan ligadas a la
estructura y textura del mismo. (NAVARRO & NAVARRO, 2014). La estructura del suelo
estd conformada por la agrupacion de particulas como arena, limo y arcilla. Food and
Agriculture Organization (FAO) alega que el agua es el factor fundamental para la
precipitacién de minerales, que a su vez influye en la estructura, lo cual repercute en el
crecimiento de las plantas. Latextura es una caracteristica primordial, ya que es determinante
en la retencion de agua, aireacion, drenaje, productividad y contenido de materia organica y
esta definida por la cantidad de los componentes inorganicos, que se caracterizan por poseer
diversas formas y tamafio. En la tabla 1 se puede visualizar la clasificacion de las diversas
texturas de suelo segiin USDA (U.S. Department of Agriculture).

Tabla 1: Clases texturales del suelo

Nombre comun de los suelos Arenoso Limoso Arcilloso Clase textural
86-100 0-14 0-10 arenoso
suelos arenosos (textura gruesa)
70-86 0-30 0-15 franco arenoso
suelos francos (textura
moderadamente gruesa) 50-70 0-50 0-20 franco arenoso
23-52 28-50 7-27 franco
suelos francos (textura mediana) 20-50 74-88 0-27 franco limoso
0-20 88-100 0-12 limoso
20-45 15-52 27-40 franco arcilloso
suelos francos (te?<tura 45-80 0-28 20-35 franco arenoso arcilloso
moderadamente fina)
0-20 40-73 27-40 franco limoso arcilloso
45-65 0-20 35-55 arcilloso arenoso
suelos arcillosos (textura fina) 0-20 40-60 40-60 arcilloso limoso
0-45 0-40 40-100 arcilloso

Fuente: (FAO)
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La consistencia del suelo puede ser suave, dura y muy dura, ésta cualidad determina la
tolerancia a la manipulacion del suelo, la cantidad de humedad presente en el suelo sera
primordial. (FAO, s.f, parr.1). La porosidad es un factor muy importante, ya que la capacidad
para almacenar agua y permitir el intercambio fisicogquimico y biologico entre las diversas
fases del suelo se determinan por el tamafio, cantidad y distribucion de los poros que existen
en él, todos estos factores repercuten en la productividad bioldgica, es por esto que la calidad
del suelo esté ligada a las caracteristicas de almacenamiento que tengas los poros presentes
en el suelo. (GONZALES, J. et. al. 2011).

Las propiedades quimicas del suelo estan definidas principalmente por la desintegracion
de minerales y roca ocasionada por el agua (FAO, s.f, parr.1). El pH es un valor que indica
la acidez o basicidad en una solucién acuosa, los valores fluctian entre 0 (méas acido), 7
(neutro) y 14 (més basico). AGUILAR, B, (2011) afirma que los suelos acidos (los que tienen
un pH menor a 7) tienden a ser poco fructiferos, debido a las pocas reservas de nutrientes
necesarias para el dptimo crecimiento de las plantas, asi como también hay un deficiente
crecimiento bacteriano, esta acidez se suele modificar con productos que contienen calcio y
magnesio. Asimismo los suelos béasicos (los que tienen un pH superior a 7) tienendificultad
para la fijacion de ciertos componentes tales como el hierro, en estos casos la correccion se
obtiene con compuestos de azufre. La capacidad de intercambio catiénico mide el namero
de cargas negativas presentes en los componentes organicos del suelo, simboliza la cantidad
de cationes tales como Ca, Mg, Na, K, NH4, etc. que se conservan para luego ser cambiados
por otros cationes o iones. Es por esto que, un suelo con alta capacidad de intercambio
catiénico tiende a brindar mayor cantidad de nutrientes necesarios para las plantas. (FAO,
s.f, parr.1). La presencia de carbonatos en el suelo es primordial ya que tienen una accién
positiva sobre la estructura del suelo y sobre los microorganismos existentes, sin embargo,
la abundancia de estos elementos puede impactar el suelo de forma negativa, ya que altera
la nutricion de las plantas por discrepancia con otros elementos (ANDRADES &
MARTINEZ, 2014). La proporcion de materia organica esta determinada por el pH, material
vegetal y textura presente en suelo, la cantidad conveniente de materia organica protege al
suelo frente a la erosion, de igual forma favorece la aireacion y retencion de agua, asi como
también es reserva de elementos nutritivos. (ANDRADES & MARTINEZ, 2014). La
estimacion de la conductividad eléctrica depende de la concentracion y composicién de las

sales disueltas, cabe resaltar que la salinidad afecta sobremanera a las plantas y a mayor
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valor de conductividad eléctrica, mayor es la salinidad presente en el suelo, (REBOLLEDO,
2017).

El mercurio es un elemento quimico metalico, que en condiciones a temperatura ambiente
se encuentra en estado liquido, asimismo el mercurio innato de la naturaleza es procedente
de la desgasificacion de la corteza de la tierra, volcanes y evaporacion del agua de los
océanos. Existen tres formas en las que se puede encontrar el mercurio: metilmercurio,
mercurio elemental y mercurio orgénico e inorganico. Sin embargo el metil mercurio es el
que cobra mayor relevancia, puesto que también es la forma mas toxica. Asi mismo la
movilidad del mercurio de la fase acuosa a la solida dependera de la valencia en que se
encuentre el elemento, el nivel de pH del lugar y la concentracion del ion cloruro.
(MARTINEZ & URIBE, 2015). La toxicidad del mercurio va a depender de la fase quimica
en la que se encuentre. ElI metilmercurio es una de las formas con las tasas mas elevadas de
toxicidad, por otro lado suele incorporarse en la cadena alimenticia muy facilmente ytiende
a bio-acumularse en seres vivos tales como peces, mariscos, aves y mamiferos. Esta forma
del mercurio afecta principalmente al sistema nervioso y puede producir graves dafos en los
bebes de madres gestantes. De igual forma perjudica el sistema cardiovascular y puede ser
cancerigeno. REYES, Y. et. Al (2016). El ciclo del mercurio empieza con el vapor de
mercurio, el cual es estable en la atmosfera, lo que permite que se distribuya y se tornen en
formas hidrosolubles, para que puedan llegar a la tierra en el agua de las precipitaciones. En
esta fase el mercurio puede volver a reducirse para retornar a la atmosfera en forma de vapor
0 bien puede ser metilado. La metilacion es una reaccion quimica que ocurre en los sistemas
bioldgicos, luego de este proceso se obtienen compuestos de metilmercurio. La metilacion
puede darse gracias a los microorganismos propios del suelo y/o sedimentos del agua dulce
o salada. Los compuestos organicos del mercurio tienen la facilidad de ingresar a la cadena
tréfica, lo cual representa un serio problema a la salud. En la cadena alimentaria estos
compuestos organicos de mercurio logran la bioacumulacion, bioconcentracion y
biomagnificacion. PROYECTO BANHG (2007). Cabe resaltar que una de las principales
maneras en las que se contamina el hombre es a través de la alimentacion, pues la poblacion
suele consumir pescado contaminado con altos indices de mercurio. Recientemente se han
realizado estudios en donde mencionan que del total de las emisiones de mercurio a la
atmosfera que data desde 1890, casi el 95 % se encuentra asentado en suelo terrestre,

alrededor de 3% en aguas oceanicas y 2% en la atmosfera. Asi mismo se estima que entre el
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40y 75% del mercurio atmosférico actual tiene como origen la actividad antropogenica.
(GAONA, X. 2004). En la figura 1 se puede observar el ciclo biogeoquimico del mercurio.

CICLO BICGEOQUIMICO DEL MERCURIC

Hg™ - Npdee o) Hg* (vaper)

Hy® (vapor)

g Minena y metakrgly
Ao

Pardie facon

Hg? {metilico)

Sechonanon

Figura 1: Ciclo Biogeoguimico del mercurio
Fuente: LOPEZ, I. (2010)

HERNANDEZ et. al, 2012 menciona que la explotacion del mercurio data desde mucho
tiempo atras, es por esto que las diversas condiciones climaticas, la erosion y lixiviacion han
contribuido a que el sulfuro de mercurio (HgS) en forma de cinabrio y metacinabrio
producto de la explotacion por miles de afios, se asienten en las menas y restos de desechos
de las minas que se dedicaron a la extraccion de este metal, de igual forma se libera mercurio
elemental en estado gaseoso desde la superficie del suelo hacia la atmosfera y una parte de
esto se dispersa contaminando agua y flora aledafia. Los suelos tienden a ser depoésitos de
mercurio secundario Hg (I1) una vez que se encuentre en la superficie del suelo, el mercurio
es rapidamente absorbido por las plantas, la materia organica que se encuentra en el suelo y
luego por los minerales que constituyen el mismo. EI metilmercurio es una de las formas
mas toxicas del mercurio, sin embargo, no se conoce con precision cuales son los
mecanismos de metilacion, las dos posibles vias de metilacion del mercurio inorgénico son:
la metilacion bidtica; que es la méas cotidiana y esta relacionada con la actividad de las
bacterias sulforeductoras (microorganismos anaerobios) que se encuentran en cuerpos de
agua como rios, lagos, etc., y la metilacidn abidtica; que ocurre de manera mas frecuente por
transmetilacion por parte de especies organometalicas de otros metales como plomo,
arsénico o estaifio (GAONA, X. 2004).

Nuestro pais no es ajeno a esta problematica, puesto que los rios amazdnicos estan

contaminados por las toneladas de mercurio que han sido vertidas en el agua de los mismos,
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esto ocurre por la mineria informal que se practica en esta zona del territorio, asi mismo, hay
informacion que hace referencia a un estudio en donde mencionan la liberacion de una
sustancia por la explotacién del gas de Camisea, que es otro de los agentes de
contaminacion, también se dio a conocer que la poblacién de la comunidad indigena Nahua
de la region Ucayali ha sido afectada, ya que se le practicd examenes médicos a la poblacién
y presentaron altas concentraciones de mercurio en la sangre. Es importante mencionar que
el Centro de Innovacion Cientifica Amazonica (CINCIA) estd realizando un estudio
completo sobre la presencia de mercurio en Madre de Dios, ellos refieren que estan
realizando diversos andlisis para conocer los niveles de contaminacion a partir de un estudio
integral que abarca suelo, agua, plantas, peces y aire. Asi mismo estdn desarrollando
proyectos de remediacion y reforestacion en las zonas degradadas.

La region Huancavelica es una de las més afectadas por la contaminacion por mercurio,
esto es como resultado de que aqui funcion6 por mucho tiempo la mina Santa Barbara, que
se dedicaba a la extraccibn de este metal en la época de la colonia, THE
ENVIRONMENTAL HEALTH COUNCIL (2015), realiz6 una investigacion y tomo
muestras de suelo, agua del rio Ichu, polvo de los interiores de las casas de los distritos que
se encuentran en los alrededores del campamento de la mina mencionada y encontro valores
elevados de mercurio que sobrepasan los limites permisibles, es por esto que el campamento
de la mina Santa Béarbara, Huancavelica y zonas aledafas, el suelo, las viviendas construidas
en su mayoria de tierra, el aire al interior de las moradas, los sedimentos del rio, y los

alimentos, estan contaminados con mercurio.

El ser humano suele contaminarse con mercurio por la via aérea en casi un 80% de los
casos de exposicion a este metal, puesto que el vapor de HgP se absorbe rapidamente y se
distribuye por todo el organismo, por su gran liposolubilidad se difunde a los tejidos
atravesando facilmente la barrera hematoencefalica y la placenta, por la via intestinal la
absorcion es minima. El HgC se oxida a ion mercurico anulandose su capacidad de difusion,
luego se acumula en los glébulos rojos, sistema nervioso central, asi mismo dafia los
rifiones, causando sindrome nefrético y otras enfermedades como neumonitis quimica, etc.
asi manifiestan GAIOLI, M., AMOEDOA, D. & GONZALEZ, D. (2012). En el 2007, El
Programa de las Naciones Unidas por el Medio Ambiente (PNUMA) inst6 a tomar
acciones sobre el control del mercurio para disminuir las emisiones antropogénicas a la
atmosfera, acondicionando un plan de manejo de desechos hasta la disposicion final,
dando prioridad a la recuperacion de sitios contaminados, concientizando a la poblacion

sobre el impacto en la salud y en el ambiente que causa el uso de este metal pesado.
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Las bacterias del género Pseudomona son bacilos Gram negativo, corresponden a laclase
de gamma proteobacterias, sus principales caracteristicas son: su amplia variabilidad
metabdlica, son muy flexibles y adaptables a diversos medios, tales como suelo, agua e
incluso alimentos. De igual forma esta bacteria colabora en los ciclos ambientales de algunos
elementos, asi como también tiene una alta eficacia en la reduccion de ciertos contaminantes.
Dentro de este género la Pseudomona putida tiene mayor relevancia, dado que es un
microorganismo no patogeno, cuyo habitat es el suelo, rizosfera y agua dulce, esta especie
de Pseudomona es un prototipo de variabilidad metabdlica. (FERNANDEZ, 1, 2012).

Esta bacteria esta ligada a la asociacion suelo-planta. En el aspecto ambiental es de mucha
utilidad, ya que es una especie capaz de eliminar algunos de los agentes toxicos ambientales
mas peligrosos. (KAHLON, 2016, p.10).

En el contexto el problema general que se plante6 fue ¢Se reduce el nivel de mercurio
presente en el suelo del campamento de la mina Santa Barbara usando Pseudomona putida
en Huancavelica? Con los problemas especificos siguientes: ¢Las propiedades fisicas del
suelo del campamento minero varian después del tratamiento con Pseudomona putida? ¢Las
propiedades quimicas del suelo del campamento minero varian después del tratamiento con
Pseudomona putida? Y ¢Cudl es la concentracion de mercurio presente en el suelo del

campamento minero antes y después del tratamiento con la bacteria Pseudomona putida?

La investigacion se justifica ambientalmente porque los dep6sitos de mercurio en el suelo
hacen que los seres vivos estén mas expuestos a contaminarse, existen muchos sucesos
particulares a nivel mundial en donde el ecosistema ha sido alterado por vertidos
provenientes de las industrias. Este contaminante suele entrar a la cadena trofica causando
toxicidad en plantas; que suelen sufrir alteraciones en la fotosintesis y retardo en su
crecimiento, que a su vez son consumidas por animales y seres humanos, magnificandose el
riesgo a la contaminacion. PAISIO et.al (2012) argumentan que se han realizado numerosos
estudios para conocer a profundidad los dafos causados por el mercurio y sus diferentes
derivados en los seres humanos; cabe mencionar que el mercurio es un elemento liposoluble

lo que permite la facilidad para atravesar diversas membranas como la placentaria lo que
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desencadena en dafios al sistema nervioso, dafio renal e incluso la muerte. Estos son unos de
los motivos més relevantes para remediar los suelos contaminados por mercurio.

La justificacion econdmica se debe a que el uso de bacterias para reducir el nivel de
mercurio en el suelo es una técnica que no perjudica el medio ambiente y es ventajoso en el
aspecto economico, ya que algunas bacterias que se utilizan son especies indigenas del suelo,
tal es el caso de la Pseudomona putida; es por esto que COVARRUBIAS et.al (2015) refieren
que los métodos bioldgicos basados en el uso de las caracteristicas metabdlicas de las
bacterias para eliminar cualquier elemento contaminante son una alternativa bastante viable
y sobretodo econdmica, asimismo cabe resaltar que es recomendable ahondar las
investigaciones para conocer el habitat mas adecuado que permita el incremento de cepas
mejor acondicionadas que puedan reducir el nivel de metales pesados presentes en el suelo.

La justificacion tedrica radica en la trascendencia del uso de la cepa Pseudomona putida
ya que esta bacteria tiene una enzima llamada mercurio reductasa, ésta enzima es la que va
a reducir el metil mercurio a una forma menos nociva como el Hg (0), COVARRUBIAS
et.al (2015) argumenta que los metales metilados pueden ser reducidos por medio de
reacciones enzimaticas bacterianas. Esta investigacion se elabora con la intencion de
contribuir mas aportes sobre el uso de bacterias propias del suelo, ya que es una opcién muy
atil y mucho maés si propiciamos las condiciones necesarias para lograr el incremento de
cepas mas resistentes y que puedan reducir el nivel de mercurio.

La justificacion préctica de esta investigacion se fundamenta en brindar mayor aporte
sobre la reduccion de los niveles de mercurio en el suelo usando bacterias propias de éste,
por otro lado es importante mencionar que la metodologia que se va aplicar es sencilla. Asi
mismo las expectativas con el uso de esta técnica son bastante altas, sin embargo, el éxito es
condicional a las condiciones fisicas y quimicas del ambiente en donde se desarrolle el
microorganismo. La zona donde se tomaran las muestras es en una de las provincias de la

region Huancavelica, de facil y rapido acceso, por consiguiente el proyecto es viable.

En el desarrollo de la investigacion se planted el objetivo general: Reducir el nivel de
mercurio presente en el suelo del campamento de la mina Santa Barbara, Huancavelica
usando Pseudomona putida, con los objetivos especificos: determinar las propiedades fisicas
del suelo del campamento minero antes y después del tratamiento con Pseudomona putida,
determinar las propiedades quimicas del suelo del campamento minero antes y despues del

tratamiento con Pseudomona putida y determinar la concentracién de mercurio presente en
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el suelo del campamento minero antes y después del tratamiento con la bacteria Pseudomona
putida.

Para lo cual se planteé la hipotesis general: El uso de Pseudomona putida reduce el nivel
de mercurio presente en el suelo del campamento de la mina Santa Barbara en
Huancavelica y las siguientes hipétesis especificas: las propiedades fisicas del suelo del
campamento minero varian después del tratamiento con Pseudomona putida, las
propiedades quimicas del suelo del campamento minero varian después del tratamiento con
Pseudomona putida y la concentracion de mercurio presente en el suelo del campamento

minero varia después del tratamiento con la bacteria Pseudomona putida.

Il. METODO

2.1 Disefio de Investigacion

Tipo de la investigacion

El tipo de investigacion que se usé es aplicado, ya que se utilizaron estudios previos
(articulos cientificos, tesis, etc), que tenian la misma finalidad que era la de reducir o eliminar
contaminantes usando microrganismos, asi lo explica MAYA (2014) quien argumenta que
este tipo de investigacion necesita de los adelantos de la investigacion elemental para poder
ejecutar los resultados previamente obtenidos.

Nivel de la investigacion

El nivel de la investigacion es explicativo, ARIAS (2012) afirma que este nivel de estudio

investiga la causa de los hechos, es decir busca averiguar la correlaciéon causa — efecto.
Disefio de la investigacion

Es experimental, ya que se realiza manipulacion de la variable independiente, asi como
también existe grupo experimental y grupo de control, de igual forma se realizan analisis pre
test y pos test. ARIAS (2012)

Enfoque de la investigacion

Es cuantitativo, ya que emplean variados métodos estadisticos, perspectiva metddica y
asimismo los resultados obtenidos pueden ser adaptados a diversos &mbitos. ARIAS (2012)
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2.2 Variables, Operacionalizacion

Matriz operacional de la variable independiente

esto se utilizaron diluciones
y se hizo el recuento de
colonias en placa.

colonias en placa

Variable
Independiente Definicion conceptual Definicion operacional Dimensiones Indicadores Unidad
. - . 20 ml
Esta bacteria esta ligada | La bacteria Pseudomona
a la asociacion suelo- putida se administré en 30 ml
planta. En el aspecto diferentes dosificaciones con Dosificacion ml
ambiental es de mucha | el fin de determinar la 40 ml
utilidad, ya que es una | cantidad 6ptima utilizada en
Uso de Pseudomona es_pegie capaz de eI_ ensayo que Io_gre reducir el 50 ml
putida eliminar glgunos de los |nivel de mercurio presente
agentes toxicos en el suelo, asi mismo se
ambientales méas determino la cantidad de
peligrosos. (KAHLON, | bacterias (u.f.c.) por cada Cantidad de | Recuento de
2016, p.10). tratamiento aplicado, para bacterias uf.c.
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Matriz operacional de la variable dependiente

Variable Dependiente | Definicion conceptual Definicion operacional Dimensiones Indicadores Unidad
Propiedades Estructura -
La presencia de metales fisicas ddEI suello -
pesados en el suelo antes y despues Triangulo
: del tratamiento Textura
puede ser de forma El suelo contaminado con textural
natural (componente del | mercurio se envio al _
. pH 5.1-8.4
Suel inad suelo) o como resultado | laboratorio para conocer la
uelo contaminado con | 4 |4 polucion causada | concentracion inicial  del ) Carbonatos % CaCO3
Mercurio por el hombre. Uno de | contaminante, asi como las | Propiedades Materia oroamica %
los metales pesados que |propiedades ~ fisicas ~ y|dulMmicas del g
genera mayor toxicidad | quimicas iniciales, de igual ~ |SUel0 antes Y| conductividad d4s/m
es el mercurio, porsu  |forma después del | despues del eléctrica
lenta y compleja tratamiento se evaluaron la tratamiento Capacidad de 00 ad
recuperacion variacion de estas intercambio meq/ L0 g de
(MILLAN et.al.2007) | propiedades y de la catiénico suelos
concentracion del nivel de  Concentracion de | Nivel de mercurio
mercurio. mercurio en el pre y post
suelo antes y tratamiento con mg/Kg PS
después del Pseudomona
tratamiento putida
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2.3 Poblacion y muestra

b)

231 Poblacién

La poblacion es el suelo contaminado con mercurio del campamento de la mina Santa
Bérbara con un area total de 1600 m?, ubicada en la provincia de Huancavelica, region

Huancavelica, Peru.
232 Muestra

La muestra es probabilistica AVILA, H. (2006), los motivos tomados en cuenta fueron:
estudios previos sobre niveles de mercurio en el suelo que afectan tanto a la poblacion,
como a la flora, fauna y ecosistemas en general como rios y suelos aledafios al

campamento de la mina Santa Barbara, Huancavelica. Se tomaron 25 kg de suelo.

2.3.3. Muestreo

La técnica de muestreo a utilizar fue aleatoria simple superficial, en la figura 1 se
muestran los cuatro puntos del muestreo. Se procedio a recolectar las muestras desuelo
por medio de calicatas, segun la Guia para el Muestreo de Suelos en el Marco del
Decreto Supremo N° 002-2013-MINAM, Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para

Suelo.

@« o ®
0o ® o
g of

Figura 2: Muestreo aleatorio simple
Fuente: Ministerio del Ambiente (2014)

El procedimiento para la eleccion de la muestra consistio en extraer 4 sub-muestras para
obtener la cantidad original, éstas fueron tomadas en los 10 primeros centimetros de
profundidad del suelo, siguiendo la metodologia de la Guia para el muestreo de
suelossMINAM (ver tabla 2), para luego ser homogenizadas. De igual forma se
documentaron los datos basicos del muestreo (fecha y hora de toma de muestra, datos
climaticos, volumen de muestra, etc.), asi mismo la muestra que fue enviada al

laboratorio para la medicion de mercurio inicial fue transportada en bolsa negra y a
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temperatura de 4° C, es importante de cumplir con las indicaciones dadas por la Guia
para el Muestreo de Suelos del MINAM a fin de preservar la muestra y evitar

alteraciones de la misma.

Tabla 2: Profundidad de muestreo segun el tipo de suelo

Profundidad del muestreo
Usos del suelo /capas

0-30cm (1)
Suelo agricola 30-60cm
0-10cm(2)
Suelo residencial/parques 10-30cm (3)

Suelo comercial/industrial/extractivo 0-10cm (2)
Fuente: MINAM, 2014

* (1) Profundidad de aradura.
** (2) Capa de contacto oral o dermal de contaminantes.

*** (3) Profundidad méxima alcanzable por nifios.

¢ Asi mismo se aplico el método del cuarteo (ver figura 3), ya que de esa manera se obtuvo

una muestra mas representativa de la zona contaminada.

i

AR
4

a
<

Figura 3: Método del cuarteo
Fuente: Ministerio del Ambiente (2014)
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Localizacion de la zona de estudio
El area de estudio se encuentra en el yacimiento minero de Santa Bérbara, ubicado a 2.5 km

de la ciudad de Huancavelica, region Huancavelica, con las coordenadas UTM WGS84:

X: 502699.620 Y: 8583906.588 Zona: 18L
0 U A0.000 :J:?ll-r 24 0,000 74°30
o ~ N
T™m .
L#’“‘
x... TAYACAJA
u= e
i ,“—‘m‘ _ !‘I o »
e | \ i
CASTROVIRREYNA
g R e L g
- { 12
N
AN
5 \\ / :
o -8
g s 1=
‘ HUAYTARA - |
_=g/8 HUAYTARA MAPA POLITICO DE
430 1o EECARL HUANCAVELICA
A'_bnmmmu
R 6 o

= \ ¢ 5 40 1% %
x r.\ 1 &

- FIG1

h‘.nil' O 00 g ll:l!l‘ o
750 = i

Figura 4: Localizacion de las submuestras

Fuente: Elaboracion propia adaptado de ArcGis (2019)
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La ubicacion de las submuestras tomadas, fueron de cuatro puntos distintos, que se muestran

a continuacion en la tabla 3:

Tabla 3: Coordenadas de los puntos de muestreo

Puntos X (Este) Y (Norte)
1 502846.262 E 8583644.208 N
2 502827.305 E 8583635.677 N
3 502767.980 E 8583834.527 N
4 502674.768 E 8583900.480 N

Fuente: Elaboracion propia (2019)

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

. Observacién participante, ya que los datos obtenidos fueron registrados y descritos en

las fichas para la recoleccion de datos tal y como acontecieron.

. Experimentacion, ya que una vez que las muestras fueron recolectadas se enviaron para
su respectivo andlisis inicial y final, es decir antes y después del tratamiento con

Pseudomona putida.

24.2. Instrumentos:

- Ficha de recoleccion de datos (Anexo 4)
- Ficha de cadena de custodia (Anexo 5)

24.3. Materiales y equipos:

Para el desarrollo de la investigacion, se emplearon los siguientes materiales y equipos:

- 01 lampa - 01 pico
- 01 wincha - Mascarilla
- Guantes - Glicerol
- Medios de cultivo (agar sangre, caldo - Autoclave
TSB, agar MacConkey, caldo Luria). - Balanza de mano
- Incubadora

25



24.4. Descripcion del Procedimiento:

El presente trabajo tuvo una secuencia de acciones a seguir para lograr el objetivo
planteado, el cual fue la reduccion del nivel de mercurio en el suelo del campamento de
la mina Santa Béarbara — Huancavelica utilizando la cepa bacteria Pseudomona putida, los

pasos a seguir fueron los siguientes:

a. Obtencion de la muestra de suelo:

El campamento de la mina Santa Barbara tiene un area total de 1600 m?, esta ubicado en
la provincia de Huancavelica, region Huancavelica, Perd. La muestra de suelo
contaminada con mercurio se obtuvo de cuatro puntos diferentes del campamento
(entrada de la mina, plaza de armas de Santa Barbara y planta de procesos), para la toma
de muestra de suelo se utilizd la técnica de muestreo aleatoria simple superficial, segun
la Guia para el Muestreo de Suelos en el Marco del Decreto Supremo N° 002-2013-
MINAM, Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para Suelo. El procedimiento para la
eleccion de la muestra consistié en extraer 4 sub-muestras para obtener la cantidad
necesaria, estas fueron tomadas en los 10 primeros centimetros del suelo por medio de
calicatas, luego se homogenizo y de igual forma se aplico el método del cuarteo, ya que
de esa manera se obtuvo una muestra mas representativa de la zona contaminada. Se
extrajo un total de 25 Kg de suelo, de igual forma se documentd los datos basicos del
muestreo (fecha y hora de toma de muestra, datos climaticos, volumen de muestra, etc.),
asi mismo las muestras que se enviaron al laboratorio para la medicién de mercurio inicial
y parametros fisicos y quimicos (estructura, textura, pH, carbonatos, materia organica,
conductividad eléctrica y capacidad de intercambio catidnico), se trasladaron
manteniendo la cadena de frio para conservarlas en condiciones 6ptimas para los analisis
respectivos, teniendo un maximo de 24 horas para ello, el resto de la muestra se colocé
en bolsas herméticas impermeables para su respectivo traslado.

Las muestras fueron depositadas en 13 macetas, 1.5 kg de suelo en cada una (4

tratamientos por triplicado y 1 muestra control).

A continuacion se detalla el procedimiento (figura 5) para la obtencion de la muestra de
suelo, y las consideraciones que se tomaron para la conservacion de la misma y de esa

forma obtener resultados fidedignos.
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Figura 5: Descripcién de toma de muestra de suelo
Fuente: Elaboracion propia (2019)

b. Reactivacion y preservacion de la cepa bacteriana

La cepa bacteriana Pseudomona putida ATCC 49128 con poblacién bacteriana
aproximada de 1000 UFC por pellet se encontraba liofilizada, es por esto también que
cada dispositivo contenia un pellet o sedimento integrado con hisopo inoculador y vial
conteniendo fluido hidratante para la reactivacion.

- Caldo Luria (Luria Bertani LB); para su preparacion se mezcl6 20 g del medio en un
litro de agua destilada. Se dejo6 reposar 10 a 15 minutos, se distribuy6 en tubos de ensayo
(3 ml) y luego se esterilizé en autoclave a 121°C (15 Ib de presion) durante 15 a 30
minutos. Se conservo en refrigeracion de 2° a 8°C. Es importante mencionar que el caldo
Luria (Luria Bertani LB) sirve como medio de enriquecimiento ya que contiene peptona
de caseina y extracto de levadura, nutrientes necesarios para el desarrollo 6ptimo de los

microorganismos.

27



- Glicerol al 50 %; para su preparacion se diluyo en partes iguales en agua destilada en
un matraz Erlenmeyer, luego se esterilizd en autoclave a 121°C (15 Ib de presion).
Posteriormente a la hidratacion correspondiente de la cepa, se inoculd el hisopo en un
tubo de ensayo que contenian 3 ml del caldo Luria; después se incubd por 24 horas para
esperar el crecimiento, éste se constatd por medio de la turbidez, después en los viales
eppendorf se agregd 500 ul de la cepa que habia crecido en el caldo Luria y se le adicion6
500 ul de glicerol al 50% ,esto se realiz6 con el fin de preservar la cepa y evitar que se
formen cristales, ya que el tratamiento se aplicé por 6 semanas, luego los viales se
mantuvieron congelados a -20 ° C para su preservacion, y a la hora de su uso respectivo el
vial se descongel6 a temperatura ambiente.

- Preparacion de caldo TSB

El caldo TSB (Tryptic Soy Broth, medio de digerido de soja y caseina) es un medio
liquido para enriquecimiento y cultivo de microorganismos aerobios. Para su preparacion
se pesd 30 g del medio en un litro de agua destilada en un matraz Erlenmeyer, luego se
esterilizé en autoclave a 121°C (15 Ib de presion) durante 15 a 30 minutos. Se conservo

en refrigeracion de 2° a 8°C.
- Preparacion de agar MacConkey

El agar MacConkey es un medio selectivo, contiene sales biliares y cristal violeta que
inhiben el crecimiento de microorganismos Gram positivos, y que a su vez favorecen el
desarrollo de los bacilos Gram negativos que no son afectados por estas sustancias, para
su preparacion se pesd 50 g y se mezcld en un litro de agua destilada en un matraz
Erlenmeyer, luego se esterilizé en autoclave a 121°C (15 Ib de presidn) durante 15 a 30
minutos. Después se dejo enfriar hasta alcanzar una temperatura de 45°C, para
posteriormente servir en placas de Petri estériles dentro de una campana de flujo laminar

o frente al mechero de Bunsen. Se conservo en refrigeracion de 2° a 8°C.

c. Procedimiento experimental

Se dejo a temperatura ambiente el vial con caldo Luria més glicerol al 50% que contenia
la cepa de Pseudomona putida, luego se sembro en agar MacConkey y se incub6 a 37°C
por un periodo de 24 horas, después de este tiempo se observé el crecimiento de
colonias, en seguida en los tubos conicos se agrego el caldo TSB, 3 tubos con 20 ml, 3
tubos con 30 ml, 3 tubos con 40 ml y 3 tubos con 50 ml respectivamente y se dejo a
temperatura ambiente, posteriormente con un asa de siembra se tomaron colonias que

habian crecido en el agar MacConkey y se inocularon en los tubos cdnicos que
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contenian el caldo TSB, después se incub6 a 37° C por un periodo de 24 horas, pasado
este tiempo se pudo visualizar el crecimiento de la bacteria por medio de la turbidez.

Para el presente trabajo de investigacion, se usé el disefio en bloques completos
aleatorizados, con cuatro tratamientos y 3 repeticiones y una unidad de control, usando
macetas con capacidad de 1.5 Kg. Se puede visualizar el esquema de distribucion de

tratamientos en la figura 6.

A la maceta unidad de control no se le aplicé ningun tratamiento, y se mantuvo a
condicion del medio ambiente, solo se regdé con 300 ml de agua una vez por semana. Esta
unidad de control, se us6 ya que el tratamiento es ex situ, es por esto que se compararon
los resultados con los del grupo experimental para determinar si hay diferencias en el

nivel de mercurio.

Se coloco 1.5 kg de suelo en cada maceta, se le agreg6é 100g de humus de lombriz (como
fuente de nutrientes), de esta forma se acondiciond el suelo para el crecimiento 6ptimo de
la bacteria, se mezcl6 y se agregd la cepa de Pseudomona putida diluida en 300ml de
agua destilada.

Se trabajo con 4 dosis distintas (20 ml, 30 ml, 40 ml y 50 ml) previamente diluidas en
300ml de agua destilada, la proporcién de suelo y humus no varid, se reg6 una vez por
semana, es importante mencionar que la bacteria que se usé es Gram negativa, aerobica
y el pH 6ptimo para su crecimiento no debe ser menor a 4.5, asimismo la temperatura
debe oscilar entre 28 y 30°C (Becerra 2007).

Esta etapa experimental tuvo una duracién de seis semanas. Luego de las seis semanas
las muestras de suelo se enviaron a un laboratorio certificado para la medicion de las

propiedades fisicas, propiedades quimicas y nivel de mercurio (post tratamiento).
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Unidad de control

Tratamiento N° 01

1.5 kg de suelo

1.5 kg de suelo +
20 ml de

Pseudomona
putida

Tratamiento N° 03

1.5 kg de suelo +
40 ml de

Pseudomona
putida

Figura 6: Distribucion de tratamientos
Fuente: Elaboracion propia (2019)

d. Recuento bacteriano

Tratamiento N° 02

1.5 kg de suelo +
30 ml de

Pseudomona
putida

Tratamiento N° 04

1.5 kg de suelo
+ 50 ml de

Pseudomona
putida

Para poder determinar el nimero aproximado de unidades formadoras de colonias presentes

en 1 ml de muestra (u.f.c.) se utiliz6 el método de recuento de colonias en placa, para realizar

este procedimiento se trabajo con las mismas suspensiones que se usaron para los

tratamientos: cuatro tubos cénicos con caldo TSB que contenian 20 ml, 30 ml, 40 ml y 50

ml respectivamente, a los cuatro tubos se le agregd una asada de la colonia de la cepa

Pseudomona putida previamente aislada en agar McConkey, luego los tubos se incubaron

por un periodo de 24 horas, al cabo de ese tiempo se observo el crecimiento bacteriano por

medio de la turbidez, luego se prosiguio con las diluciones que consistié en agregar 9,9 ml
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de agua destilada a cuatro tubos, posteriormente del tubo que contenia la cepa en 20 ml de
caldo TSB se extrajo 100 ul y se agregd al primer tubo que contenia el agua destilada, se
mezcld y se volvid a extraer 100 ul de esta dilucion y se transfirié al segundo tubo, éste
procedimiento se repitié hasta el cuarto tubo, es decir que se hicieron cuatro diluciones de
1/100 (10?), de ésta Gltima dilucion se volvid a pipetear 100ul y se inocul6 en la placa de
agar MacConkey, y con ayuda de un asa de siembra se extendio por toda la placa, ésta técnica
de dilucion se repitié con los otros tres tubos que contenian 30 ml, 40 ml y 50 ml

respectivamente (ver figura 7).

100 ul 100 ul 100 ul

100 ul

100 ul 100 ul 100 ul
100 ul
100 ul

20 ml de T$B +
P. putida

|

|

30 mlde T$B +
P. putida

— — 100 ul 100 ul 100 ul
9.9 ml de
| H.0O E 3
40 ml de TSB + destilada en
P. putida cada tupo
— 100 ul 100 ul rlOOul\ rl()(;ul\
9.9 ml de 100 ul
H.O
50 ml _de TEB + destiladd en
P. putida cada tubo

Figura 7: Recuento bacteriano por tratamiento
Fuente: Elaboracion propia (2019)

Luego las cuatro placas se llevaron a la incubadora por un periodo de 24 horas, los resultados
obtenidos se muestran en la tabla 4, es importante mencionar que en el caso del primer
tratamiento (20 ml) el recuento de colonias se hizo de la tercera dilucion, debido a que con
la tltima dilucion no se observé crecimiento bacteriano, tanto las diluciones como la siembra

en placa se llevaron a cabo dentro del laboratorio, con material estéril y se utilizo un mechero
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durante todo el proceso. Asi mismo en la tabla 4 se puede observar los resultados obtenidos

del recuento de colonias por tratamiento.

Tabla 4: Cantidad de u.f.c. /ml por tratamiento

Nombre N° Factor de Cantidad de u.f.c./ml
Dilucion | Dilucion | caldo TSB (ml)

T1 3 1/100 20 12 x 10°

T2 4 1/100 30 9x108

T3 4 1/100 40 5x 108

T4 4 1/100 50 10 x 108

Fuente: Elaboracion propia (2019)

245. Validez

La validacion de los instrumentos se realizd6 mediante el juicio de tres expertos en el

tema de investigacion, ellos verificaron y realizaron las observaciones necesarias y con

su firma se concretd la validacion. Los instrumentos a evaluar fueron los siguientes:

- Ficha de propiedades fisicas del suelo (Anexo 1)

- Ficha de propiedades quimicas del suelo (Anexo 2)

- Ficha de dosificacion de uso de la bacteria Pseudomona putida (Anexo 3)

- Ficha de muestreo de suelo (Anexo 4)

Tabla 5: Lista de expertos que validaron los instrumentos de recoleccién de

informacion
Especialista | Nombres | Apellidos Especialidad Porcentaje

Benites Ingeniero

1 Elmer Alfaro Quimico 95%
Jiménez Ingeniero

2 Cesar Calderon Agrénomo 91%
Pillpa Ingeniero

3 Freddy Aliaga Agrénomo 85%
Promedio Total de valoracion | 90.3 %

Fuente: Elaboracion propia (2019)

2.4.6. Confiabilidad: Los resultados de los andlisis antes y después del tratamiento con

la cepa Pseudomona putida fueron obtenidos por laboratorios confiables y debidamente

certificados.
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2.5 Métodos de analisis de datos
Las estimaciones estadisticas (descriptiva e inferencial) se realizaron mediante el

programa estadistico SPSS 21

251 Metodo de recojo de datos

Las muestras de suelo pre tratamiento, muestra control y post tratamiento fueron
enviadas al laboratorio de agua, suelo, medio ambiente y fertirriego de la Universidad
Nacional Agraria La Molina (UNALM), asi mismo para la medicién de mercurio las
muestras fueron enviadas al Laboratorio CERTIMIN, con los resultados obtenidos se
pudo constatar que el tratamiento con Pseudomona putida utilizado en el ensayo si
reduce el nivel de mercurio en el suelo del campamento de la mina Santa Bérbara,

Huancavelica. Los datos también fueron procesados por los programas SPSS y Excel.

252 Meétodo de procesamiento de datos

Para procesar los resultados y aplicar la estadistica descriptiva, se realizaron cuadros y
gréficas de barra con ayuda del programa Excel con el promedio de cada parametro
obtenido (propiedades fisico-quimicas), de esa forma se pudo conocer la variacion de
las propiedades del suelo después del tratamiento con la cepa Pseudomona putida. De
igual forma se hizo una comparacion de los promedios de los resultados obtenidos de la
concentracion del mercurio en el suelo del campamento minero con el uso de la bacteria
con el nivel de ECA para suelo.

En cuanto a la estadistica inferencial, se us6 el programa SPSS 21 para verificar la
normalidad de las variables, la homogeneidad de las varianzas y se aplic6 ANOVA de

un factor para la contrastacion de hipétesis.

2.6 Aspectos éticos
El presente trabajo de investigacion se ha realizado con la compilacion de informacion
de diversas fuentes bibliograficas relacionadas al tema, siguiendo los lineamientos del
Caodigo de ética de la UCV, cabe resaltar que se encuentran citadas correctamente por
el autor correspondiente y el afio de publicacion. Asi mismo los resultados obtenidos de
la informacion en campo no han sido manipulados, puesto que las muestras de suelo se
enviaron al Laboratorio de agua, suelo, medio ambiente y fertirriego de la Universidad
Nacional Agraria La Molina (UNALM) y al Laboratorio CERTIMIN, quienes han

proporcionado un certificado de los resultados, los cuales han sido anexados, de igual
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forma se cuenta con registro fotografico del proceso de desarrollo del presente trabajo
de investigacion. Asi mismo, la presente investigacion fue sometida al software de

verificacion de similitud Turnitin, obteniendo 17 % de similitud.
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I1l. RESULTADOS

3.1 Resultados iniciales (pre tratamiento)
Las muestras de suelo antes del tratamiento fueron enviadas al Laboratorio CERTIMIN
para la medicion del nivel mercurio, los resultados que se obtuvieron se muestran en la
tabla 6.

Tabla 6: Resultados iniciales de analisis de mercurio de la muestra de suelo de la
mina Santa Barbara — Huancavelica

Parametro analizado Resultado

Mercurio (Hg mg/Kg PS*) 2255.41
Fuente: Certimin (2019)

*PS: Peso Seco
Para los analisis fisicoguimicos, las muestras se enviaron al Laboratorio de agua, suelo,
medio ambiente y fertirriego de la Universidad Nacional Agraria La Molina (UNALM),

los resultados se visualizan en la tabla 7

Tabla 7: Resultados iniciales de anélisis fisicoquimico de la muestra de suelo de la

mina Santa Barbara — Huancavelica

Parametros analizado Resultado
Textura Franco arenoso
Estructura Granular
Conductividad eléctrica (dS/m) 1.5

pH 6.72
Materia organica (%) 1.35
Carbonato de calcio (%) 15.91
Capacidad de intercambio cationico (meg/100 gr) 8.79

Fuente: UNALM (2019)

Los resultados iniciales obtenidos del nivel de mercurio de la muestra de suelo del
campamento de la mina Santa Barbara, Huancavelica sobrepasa sobremanera el nivel
permitido, ya que el Estandar de Calidad Ambiental (ECA) para suelo DS N° 011-2017-
MINAM indica que el valor de mercurio para suelo extractivo (caso particular de la
mina Santa Barbara) es hasta 24 mg/Kg PS. Asi mismo se pudo observar por los
resultados obtenidos que el porcentaje de materia organica era bajo, es decir un suelo

pobre en nutrientes y con el pH acido.

35



3.2 Resultados de la muestra control (M. Control)
En los resultados obtenidos de la muestra control se puede observar que hay una ligera

variacion del nivel de mercurio (ver tabla 8) comparado con el nivel de la muestra inicial.

Tabla 8: Resultados de analisis de mercurio de la muestra de control

Parametro analizado Resultado

Mercurio (Hg mg/Kg PS) 2117.67
Fuente: Certimin (2019)

Asi mismo con el transcurrir de las semanas el pH se acidificé, fue por este motivo que
no se realizo el examen de carbonatos de calcio en el suelo dentro de los pardametros

fisicoquimicos (ver tabla 9).

Tabla 9: Resultados de analisis fisicoquimicos de la muestra de control

Parametros analizado Resultado
Estructura Granular
Textura Franco arenoso
Conductividad eléctrica (dS/m) 2.58

pH 591
Materia organica (%) 1.36
Carbonato de calcio (%) -
Capacidad de intercambio catiénico (meq/100 gr) 10.69

Fuente: UNALM (2019)
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3.3 Resultados post tratamiento con Pseudomona putida
Con respecto a los resultados post tratamiento, es importante recalcar que se trabajo con
cuatro tratamientos, se puede visualizar que el nivel de mercurio disminuy6 a medida que
aumentd la dosificacion de la cepa Pseudomona putida, asi mismo también hubo una
variacion del pH, contenido de materia organica, asi como del nivel de carbonatos de

calcio.

3.3.1 Resultados del tratamiento N° 01 con Pseudomona putida
En las tablas 10 y 11 se muestran los resultados de mercurio y pardmetros quimicos, con

el tratamiento N° 01

Tabla 10: Resultados de niveles de mercurio con tratamiento N° 01

con Pseudomona putida (20 ml)

Parametro analizado Tratamiento 1 Promedio
M1.1 M1.2 M1.3
Mercurio (Hg mg/Kg PS) 1966.45 1960.33  1420.22 1782.33

Fuente: Certimin (2019)

Tabla 11: Resultados de andlisis quimico con tratamiento N° 01

con Pseudomona putida (20 ml)

Parametros analizado Tratamiento 1 Promedio
M1.1 M 1.2 M 1.3
Conductividad eléctrica (dS/m) 2.98 3.59 2.22 2.93
pH 7.36 7.14 7.39 7.30
Materia organica (%) 4.88 5.57 4.42 4.96
Carbonato de calcio (%) 17.92 5.19 37.68 20.26

Capacidad de intercambio catiénico (meq/100 gr) 21.71 1745  13.85 17.67
Fuente: UNALM (2019)
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3.3.2 Resultados del tratamiento N° 02 con Pseudomona putida
En las tablas 12 y 13 se muestran los resultados de mercurio y parametros quimicos, con
el tratamiento N° 02

Tabla 12: Resultados de niveles de mercurio con tratamiento N° 02

con Pseudomona putida (30 ml)

Parametro analizado Tratamiento 2 Promedio
M21 M 2.2 M 2.3
Mercurio (Hg mg/Kg PS) 1418.71 1354 1282.38 1351.70

Fuente: Certimin (2019)

Tabla 13: Resultados de andlisis quimico con tratamiento N° 02

con Pseudomona putida (30 ml)

Parédmetros analizado Tratamiento 2 Promedio
M 2.1 M 2.2 M 2.3
Conductividad eléctrica (dS/m) 1.42 2.36 4.7 2.827
pH 7.5 7.46 7.11 7.36
Materia organica (%) 3.62 2.72 4.81 3.72
Carbonato de calcio (%) 2651  24.84 6.53 19.29
Capacidad de intercambio cationico (meg/100 gr) 2217 2175 26.81 23.58

Fuente: UNALM (2019)

3.3.3 Resultados del tratamiento N° 03 con Pseudomona putida
En las tablas 14 y 15 se muestran los resultados de mercurio y parametros quimicos, con

el tratamiento N° 03

Tabla 14: Resultados de niveles de mercurio con tratamiento N° 03

con Pseudomona putida (40 ml)

Parametro analizado Tratamiento 3 Promedio
M 3.1 M 3.2 M 3.3
Mercurio (Hg mg/Kg PS) 1270.14  979.86 1222.08 1157.36

Fuente: Certimin (2019)
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Tabla 15: Resultados de andlisis quimico con tratamiento N° 03

con Pseudomona putida (40 ml)

Parametro analizado Tratamiento 3 Promedio
M 3.1 M32 M33
Conductividad eléctrica (dS/m) 2.8 3.29 2.62 2.90
pH 7.4 7.45 7.48 7.44
Materia organica (%) 4.04 3.62 3.55 3.74
Carbonato de calcio (%) 47.72 22.33 36.56 35.54

Capacidad de intercambio catiénico (meq/100 gr) 15.82 1452 | 12.87 14.40
Fuente: UNALM (2019)

3.3.4 Resultados del tratamiento N° 04 con Pseudomona putida

En las tablas 16 y 17 se muestran los resultados de mercurio y parametros quimicos, con

el tratamiento N° 04

Tabla 16: Resultados de niveles de mercurio con tratamiento N° 04

con Pseudomona putida (50 ml)

Parametro analizado Tratamiento 4 Promedio
M4.1 M4.2 M 4.3
Mercurio (Hg mg/Kg PS) 870.85 709.1 962.33 847.43

Fuente: Certimin (2019)

Tabla 17: Resultados de analisis quimico con tratamiento N° 04

con Pseudomona putida (50 ml)

Parametro analizado Tratamiento 4 Promedio
M 4.1 M 4.2 M 4.3
Conductividad eléctrica (dS/m) 2.12 2.8 3.37 2.76
pH 7.47 7.5 7.51 7.49
Materia organica (%) 4.18 3.8 4.08 4.02
Carbonato de calcio (%) 4465  34.88 35.16 38.23

Capacidad de intercambio cationico (meg/100 gr)  15.19 16.5 17.49 16.39
Fuente: UNALM (2019)

Los resultados obtenidos de la concentracion de mercurio varian después del tratamiento, se
puede observar que la relacion es inversamente proporcional, es decir que a mayor dosis
menor concentracion de mercurio en el suelo, cabe recalcar que el tratamiento se aplico por

un periodo de seis semanas, de igual forma se ve un aumento bastante notorio en el
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porcentaje de materia organica, asi como del nivel de carbonatos de calcio, esto es como
consecuencia del humus que se agrego al suelo, y también influye la presencia de la bacteria
con la que se trabajo, también se puede observar que el valor de pH se alcalinizo ligeramente.
El tratamiento N° 4 es el que logré mejores resultados, puesto que redujo mas el nivel de

mercurio en el suelo.

. Comparacion de nivel de mercurio inicial con ECA para suelo industrial/extractivo

Los valores de mercurio encontrados en la muestra de suelo antes del tratamiento, eran
bastante elevados, a continuacion se muestra en la figura 8 los valores de mercurio
comparados con el ECA para suelo extractivo, que es el caso particular del campamento de

la mina Santa Barbara — Huancavelica.

Comparacion de nivel de mercurio inicial con ECA para
suelo industrial/extractivo

2255.41 2117.67

it
ECA para suelo Concentracioninicial ~ Concentracion final
industrial /extractivo (Pre Tto.) (Muestra control)

Figura 8: Comparacion de nivel de mercurio inicial con ECA para
suelo industrial/extractivo
Fuente: Elaboracion propia (2019)

. Nivel de mercurio Post Tratamiento
La reduccion del nivel de mercurio se hizo evidente con el tratamiento de la cepa

Pseudomona putida, en la figura 9 se constata esa reduccién, asi mismo, el tratamiento N°04
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es el que logro reducir mas el nivel de mercurio presente en el suelo en comparacién con los

otros tres tratamientos, ya que logré un 62.4 % de reduccion de contaminante.

NIVEL DE MERCURIO POST TTO.
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Concentracion en mg/Kg PS

Tratamientos

Figura 9: Nivel de mercurio Post Tratamiento
Fuente: Elaboracion propia (2019)

. Nivel de pH

Los niveles de pH también variaron a raiz del tratamiento (ver figura 10); de ligeramente
acido a ligeramente alcalino, pues inicialmente el suelo tenia un pH de 6.72, el mayor
incremento se reportd después del tratamiento N°04, pues el pH varié a 7.49
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Figura 10: Nivel de pH Pre y Post Tratamiento
Fuente: Elaboracion propia (2019)
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. Concentracién de Materia Orgéanica

El porcentaje de materia organica es otro de los pardmetros quimicos que varié después del
tratamiento con la cepa, pues inicialmente el suelo tenia una concentracion de 1.35 %,
llegando a alcanzar un incremento de hasta 4.96%, después del tratamiento, lo que es
indicador de mejora en la calidad del suelo, esto se logré gracias a que también se le agrego
humus de lombriz (como fuente de nutrientes) para crear mejores condiciones para el

crecimiento de la bacteria. (Ver figura 11).
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Figura 11: Concentracién de materia organica Pre y Post Tratamiento
Fuente: Elaboracion propia (2019)

3.4 Contrastacion de hipotesis — estadistica inferencial:

Hipotesis general

Hi: El uso de Pseudomona putida reduce el nivel de mercurio presente en el suelo de la mina
de Santa Béarbara, Huancavelica.

Ho: El uso de Pseudomona putida no reduce el nivel de mercurio presente en el suelo de la
mina de Santa Béarbara, Huancavelica.

En la tabla 18 se observa la prueba de normalidad de variables de la concentracion de
mercurio después de los 04 tratamientos con Pseudomona putida, ésta se comprueba con el
test de Shapiro-Wilk porque la cantidad de muestras es menor a 30. La normalidad se

interpreta de acuerdo al valor de significancia (“Sig”) o “P” valor, el cual debe ser mayor a
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0,05 para distribucion normal y menor a 0,05 cuando la distribucién no es normal. Los datos
obtenidos que se muestran en la tabla son mayores a 0,05; por lo tanto la distribucién es

normal.

Tabla 18: Prueba de normalidad de la concentracion de mercurio después de los 04
tratamientos con Pseudomona putida

Prueba de normalidad

Concentraciéon ~ Tratamientos Kologorov-Smirnov Shapiro-Wilk
de mercurio Estadistico gl Sig Estadistico gl Sig
Tratamiento 1 0,372 3 . 0,781 3 0,071
Tratamiento 2 0,180 3 . 0,999 3 0,944
Tratamiento 3 0,328 3 . 0,870 3 0,296
Tratamiento 4 0,239 3 . 0,975 3 0,697

Fuente: Elaboracion propia, adaptado de SPSS 21 (2019)

La tabla 19 es sobre la prueba de homogeneidad de varianzas para la concentracion de
mercurio después de los 04 tratamientos con Pseudomona putida, ésta prueba se utiliza para
evaluar la igualdad de las varianzas, la homogeneidad de varianzas de los tratamientos se
verifica positivamente segun el test de Levene (“P” valor = Sig, el cual debe ser mayor a

0,05), por lo tanto, en esta tabla se puede visualizar que si existe homogeneidad de varianzas.

Tabla 19: Prueba de homogeneidad de varianzas para la concentracién de mercurio
después de los 04 tratamientos con Pseudomona putida

Prueba de homogeneidad de varianzas

Concentracion de mercurio después de Tratamiento con
Pseudomona putida

Estadistico de Levene gll gl2 Sig

3,361 4 10 0,055
Fuente: Elaboracion propia, adaptado de SPSS 21 (2019)

Cuando se confirmd que los datos son normales y homogéneos, se procedié a aplicar el
estadistico inferencial Anova para la contrastacion de la hipotesis.

En la tabla 20 de Anova de un factor para la concentracion de mercurio después de los 04
tratamientos con Pseudomona putida, si “P” valor = Sig es menor a 0,05; se rechaza la
hipétesis nula y se acepta la hipétesis alterna; por lo tanto podemos concluir que el uso de
Pseudomona putida si reduce el nivel de mercurio presente en el suelo de la mina de Santa

Barbara, Huancavelica.
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Tabla 20: Prueba de Anova de la concentracion de mercurio después de los 04

tratamientos con Pseudomona putida

Anova de un factor

Suma de cuadrados gl  Media F
cuadratica
Concentracion de Entre grupos 3351345, 252 4 837836, 313 80, 341
mercurio después de  Dentro de grupos 104284, 467 10 10428, 467
Tratamiento con Total 3455629, 953 14

Pseudomona putida
Fuente: Elaboracion propia, adaptado de SPSS 21 (2019)

Hipotesis especificas

Hi: La concentracion de mercurio presente en el suelo del campamento minero varia después
del tratamiento con la bacteria Pseudomona putida

Ho: La concentracion de mercurio presente en el suelo del campamento minero no varia
después del tratamiento con la bacteria Pseudomona putida

En la tabla 21 se observa la prueba de normalidad de la variacion de la concentracion de
mercurio después del tratamiento con la bacteria Pseudomona putida. Esta se comprueba
con el test de Shapiro—Wilk porque la cantidad de muestras es menor a 30. La normalidad
se interpreta de acuerdo al valor de significancia (“Sig”) o “P” valor, el cual debe ser mayor
a 0,05 para distribucion normal y menor a 0,05 cuando la distribucion no es normal. Los
datos obtenidos que se muestran en la tabla son mayores a 0,05; por lo tanto la distribucion

es normal.

Tabla 21: Prueba de normalidad de la variacion del nivel de mercurio después del

tratamiento con Pseudomona putida.

Prueba de normalidad

Variacion del Tratamientos Kologorov-Smirnov Shapiro-Wilk
nivel de Estadistico gl Sig Estadistico gl Sig
dg“s‘;ﬁ:é“s“doel Tratamiento 1 0,372 3 : 0781 3 0071
tratamiento 1 'atamiento 2 0,180 3 : 0,999 3 0944
con Tratamiento 3 0,328 3 . 0,870 3 0,296
Pseudomona  Tratamiento 4 0,239 3 0,975 3 0,697
putida.

Fuente: Elaboracion propia, adaptado de SPSS 21 (2019)
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La tabla 22 es sobre la prueba de homogeneidad de varianzas para la variacion del nivel de
mercurio después del tratamiento con Pseudomona putida, ésta prueba se utiliza para evaluar
la igualdad de las varianzas, la homogeneidad de varianzas de los tratamientos se verifica
positivamente segun el test de Levene (“P” valor = Sig, el cual debe ser mayor a 0,05), por

lo tanto, en esta tabla se puede visualizar que si existe homogeneidad de varianzas.

Tabla 22: Prueba de homogeneidad de varianzas para la variacion del nivel de mercurio

después del tratamiento con Pseudomona putida

Prueba de homogeneidad de varianzas
Variacion del nivel de mercurio después del tratamiento con Pseudomona putida

Estadistico de Levene gll gl 2 Sig
1,330 3 8 0,331

Fuente: Elaboracion propia, adaptado de SPSS 21 (2019)

En la tabla 23 de Anova de un factor para la variacion del nivel de mercurio después del
tratamiento con Pseudomona putida, si “P” valor = Sig es menor a 0,05; se rechaza la
hipdtesis nula y se acepta la hipétesis alterna; por lo tanto podemos concluir el nivel de

mercurio varia después del tratamiento con Pseudomona putida.

Tabla 23: Prueba de Anova de la variacion del nivel de mercurio después del tratamiento con

Pseudomona putida

Anova de un factor

Suma de gl  Media F Sig
cuadrados cuadratica
Variacion del nivel Entre grupos 1816756, 127 3 605585, 376 46, 0,0
de mercurio después 456
del tratamiento con Dentro de 104284, 671 8 13035, 584
Pseudomona putida  grupos
Total 1921040, 798 11

Fuente: Elaboracion propia, adaptado de SPSS 21 (2019)
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IV. DISCUSION

Para el desarrollo de la investigacion se uso la cepa de Pseudomona putida ATCC 49128
con 04 dosis distintas, con el tratamiento N° 01 (20ml) logré reducir el nivel de mercurio a
1782,33 mg/Kg PS; con el tratamiento N° 02 (30 ml) descendié a 1351,70 mg/Kg PS; con
el tratamiento N° 03 (40ml) descendié a 1157,36 mg/Kg PS y con el tratamiento N° 04
(50ml) el nivel de mercurio disminuy6 a 847,43 mg/Kg PS, es decir que la cepa logrd reducir
el nivel de mercurio en un periodo de seis semanas, lo cual corrobora lo descrito en su
articulo de investigacion por AZODDEIN, A. et al. (2016), pues ellos refieren que utilizaron
la cepa bacteriana Pseudomona putida ATCC 49128, para reducir el mercurio presente en
aguas residuales de una planta de la industria petrolera, luego de un periodo de 96 horas.

De acuerdo a los resultados obtenidos se pudo constatar que el tratamiento con la bacteria
Pseudomona putida logra reducir el nivel de mercurio hasta un 62.4 % con el tratamiento
N°04 (50 ml), los otros tres tratamientos también reducen el nivel del contaminante, pero es
el tratamiento con la dosis més alta el que logra resultados mas favorables, en forma similar
a lo descrito por CHEN, J et. Al (2018), ellos aislaron la cepa Pseudomona sp. de una
muestra de suelo contaminada con mercurio, inicialmente la cepa fue inoculada en
soluciones de cultivo con concentraciones de 5.1, 10.4 y 15.7 mg / L de mercurio (Il) y
comprobaron que volatiliz6 81.1%, 79.2% y 74.3% del mercurio (I1) respectivamente dentro
de las 24 horas.

De igual forma el mercurio también puede ser reducido hasta en un 100 % por cepas
bacterianas de Serratia, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca y Arthrobacter sp. Asi
lo refiere GIOVANELLA, P et. Al (2015), puesto que las bacterias antes mencionadas
utilizaron el glicerol residual de la industria de biodiesel como fuente de carbono y de esa
manera logran descontaminar el suelo.

Asi mismo con estos resultados se pudo comprobar lo planteado por GIOVANELLA, P et.
Al (2017) ellos argumentan que utilizaron cuatro cepas resistentes al mercurio para eliminar
mercurio solo y en presencia de otros metales como Cadmio, Niquel y Plomo. Demostraron
que las cuatro cepas eliminaron el mercurio presente en un medio de cultivo sin agregar los
otros tres metales contaminantes antes mencionados. Sin embargo, la cepa de Pseudomona
sp. B50D removi6 una mayor cantidad de mercurio en presencia de los otros metales,

logrando eliminar el 75% de Hg en presencia de Cd y el 91% en presencia de Ni y Pb.
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Con respecto al contenido de materia orgénica, se pudo visualizar un incremento importante
en los resultados post tratamiento, inicialmente la muestra de suelo contenia 1.35 % de
materia organica, es por esto que para asegurar una mejor proliferacion de la bacteria
Pseudomona putida se agregé 100 g de humus de lombriz a cada maceta previo al
tratamiento, los resultados de contenido de materia organica post tratamiento lograron
aumentar a 4.96 % , esto se hizo teniendo en cuenta lo realizado por ZAPATA, | et.al. (2017)
quienes mencionan que utilizaron la lombriz roja californiana para incrementar el
crecimiento poblacional de los microorganismos en suelos contaminados con mercurio, ellos
concluyeron que hubo una mejoria de las condiciones del suelo, sobre todo un incremento
de la materia orgéanica, pues las deyecciones de las lombrices permiten que las condiciones
fisicas y quimicas del suelo mejoren sobremanera lo que a su vez logra el incremento de la
flora microbiana que descontamina el suelo.

En cuanto a la metodologia usada en esta investigacion, para la reactivacion y preservacion
de la cepa bacteriana Pseudomona putida fue similar a la realizada por MAHBUB, K. et. Al
(2017) donde refieren que utilizaron la cepa bacteriana Sphingobium; para obtener una
disminucion de mercurio; para conservar esta cepa la inocularon en glicerol al 15% y para
activarla la incubaron en caldo Luria por 24 horas, ésta combinacion mejord sobremanera la
rapidez para disminuir el mercurio en aproximadamente 60% en 7 dias.

Sin embargo, no solo el tratamiento con bacterias suele ser eficaz para recuperar sitios
contaminados, puesto que la investigacion de ROMERO et al (2019) donde utilizaron cepas
del hongo Pleurotus para descontaminar el suelo con residuos de petréleo por un periodo de
15 dias, pudo degradar hidrocarburos saturados, resinas, grasas y aceites en casi un 45%.
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V. CONCLUSIONES

El nivel de mercurio en el suelo de la mina Santa Barbara — Huancavelica tiene
valores por encima de lo permitido, pues los resultados preliminares indican que tiene
2255.41 mg/Kg PS de mercurio, por lo que es necesario aplicar algun tratamiento
que permita reducir estos niveles.

El tratamiento con la cepa Pseudomona putida logro reducir el nivel de mercurio
presente en el suelo de la mina de Santa Barbara, Huancavelica en un periodo de seis
semanas, con el tratamiento N° 01 (20ml) el nivel de mercurio se redujo a 1782,33
mg/Kg PS; con el tratamiento N° 02 (30 ml) descendié a 1351,70 mg/Kg PS; con el
tratamiento N° 03 (40ml) descendié a 1157,36 mg/Kg PS y con el tratamiento N° 04
(50ml) el nivel de mercurio disminuy6 a 847,43 mg/Kg PS

Las propiedades quimicas del suelo de la mina de Santa Barbara, Huancavelica
variaron después del tratamiento con Pseudomona putida, pues hubo un incremento
de la materia organica, asi como del pH y de carbonato de calcio (CaCO3).

La concentracion del nivel de mercurio presente en el suelo de la mina de Santa
Barbara, Huancavelica varia luego de aplicarse los tratamientos con la cepa
Pseudomona putida, es importante recalcar que el tratamiento N° 04 con 50 ml fue
el que logro reducir mas el nivel de mercurio a un promedio de 847,43 mg/Kg PS, lo
que significa una reduccion de 62,4% del nivel de mercurio.
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VI. RECOMENDACIONES

Usar dosis mas altas de la bacteria Pseudomona putida para obtener mejores
resultados en la reduccidn de mercurio en posteriores investigaciones, puesto que con
los tratamientos usados en el presente ensayo se logré comprobar que a mayor dosis
mayor reduccién del contaminante, sin embargo se debe tomar en cuenta un limite
para la cantidad de la cepa, puesto que por el crecimiento exponencial propio de la
bacteria podria llegar un momento en el que ésta sobresature el medio a
descontaminar y disminuya su capacidad de reducir el contaminante.

Prolongar el tiempo del tratamiento con la cepa Pseudomona putida, ya que en la
presente investigacion los tratamientos solo se aplicaron por un periodo de seis
semanas, al extender el tiempo de tratamiento, la bacteria podria descontaminar méas
y por consiguiente reducir el nivel de mercurio en el suelo.

Este ensayo si bien es cierto se aplico en suelo, también puede aplicarse en otros
ambientes como agua, ya que existen estudios previos que confirman resultados
positivos en cuanto a reduccion de contaminantes.

Asi mismo el género Pseudomona ha demostrado resultados bastante prometedores
frente a otros contaminantes como hidrocarburos, derivados del petréleo, herbicidas,
etc.

El trabajo de investigacion logré obtener resultados positivos porque se trabajé en un
ambiente donde la temperatura oscilaba entre 24 a 30 grados Celsius, pues es
primordial para el crecimiento bacteriano, sin embargo, ya que la muestra de suelo
es de la region Huancavelica; donde la temperatura promedio en temporada templada
es de 15° C; y si se quiere aplicar el tratamiento in situ, lo ideal seria que el suelo a
descontaminar se encuentre en un ambiente donde se acondicione la temperatura
como en un invernadero, de esa forma se podria controlar este parametro que es de
vital importancia para que el tratamiento funcione, asi mismo este procedimiento se
puede aplicar en zonas de la selva como Madre de Dios que también tiene el
problema de contaminacion de suelos por mercurio, y donde la temperatura es ideal

para el crecimiento bacteriano.
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ANEXOS
INSTRUMENTOS DE RECOJO DE DATOS

Anexo 1: Propiedades Fisicas del suelo

Propiedades Fisicas del suelo

Estructura Textura

Inicial

Final Inicial Final

Observaciones

Nombres y Apellidos:

Pilar Paz Maza Facultad:

Fecha:

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Anexo 2: Propiedades Quimicas del suelo

Propiedades Quimicas del suelo

Conductividad Capacidad de intercambio
pH Carbonatos Materia organica eléctrica cationico
Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final Inicial Final
Observaciones
Nombresy |Pilar Paz Maza
Apellidos: Facultad: Ingenieria Ambiental
Fecha:

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Anexo 3: Dosificacion de uso de la bacteria Pseudomona putida

Nivel de mercurio en el
suelo

Pre tratamiento (inicial)

Dosificacion de uso de la bacteria Pseudomona putida

Post tratamiento (final)

20 ml

30 ml 40 ml

50 ml

R1

R2

R3

Observaciones

Nombres y Apellidos:

Pilar Paz Maza

Facultad:

Ingenieria Ambiental

Fecha:

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Anexo 4: Ficha de muestreo de suelo

Nombre del sitio en estudio

Departamento

Uso principal

Provincia

Direccién del predio

Nombre del punto de muestreo

Operador (empresa/persona)

Coordenadas (UTM, WGS 84)

Y: Descripcion de la superficie (asfalto, cemento,
vegetacion, etc.)

Temperatura ( C)

Precipitacion (si/no,
intensidad)

Técnica de muestreo (sondeo manual,
mecanico, etc.)

Instrumentos usados
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Profundidad final (en metros bajo la superficie)

| Napa freatica (si/no, profundidad en metros)

Clave de la
muestra

Fecha

Hora

Profundidad desde (en
metros bajo la
superficie)

Profundidad hasta (en
metros bajo la
superficie)

Caracteristicas organolépticas

Color

Olor

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Anexo 5: Cadena de custodia para muestra de suelo

NOMBRE DEL CLIENTE:

UBICACION DEL MUESTREO (DISTRITO/PROVINCIA/DEPARTAMENTO)

Identificacion
de la muestra

Fecha de toma
de muestra

Hora de toma
de muestra

Ubicacion Geogréfica
(UTM)

Profundidad del
muestreo (m)

Ensayos o
parametros
solicitados

Observaciones

N:

O:
Altitud:
(m.s.n.m.)

N:

O:
Altitud:
(m.s.n.m.)

N:

O:
Altitud:
(m.s.n.m.)

Temperatura al muestreo:

Responsable del
muestreo:

Firma:

Observaciones en la recepcion de muestra:

Recibido por:

Firma:

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Anexo 6: Ficha de control de aplicacion de tratamiento con Pseudomona putida

.......................................................................... FeCha
Tratamientos 17/02/2019 24/02/2019 | 3/03/2019 | 10/03/2019 | 17/03/2019 | 24/03/2019
Agua dest. (ml) 300 300 300 300 300 300
M. Control
P. putida (ml) 0 0 0 0 0 0
M 11 Agua dest. (ml) 300 300 300 300 300 300
P. putida (ml) 20 20 20 20 20 20
Agua dest. (ml) 300 300 300 300 300 300
Tto.1 | M 1.2
P. putida (ml) 20 20 20 20 20 20
M 13 Agua dest. (ml) 300 300 300 300 300 300
P. putida (ml) 20 20 20 20 20 20
M 2.1 Agua dest. (ml) 300 300 300 300 300 300
P. putida (ml) 30 30 30 30 30 30
A . (ml
Tto.2 | M 2.2 gua dest. (ml) 300 300 300 300 300 300
P. putida (ml) 30 30 30 30 30 30
M 2.3 Agua dest. (ml) 300 300 300 300 300 300
P. putida (ml) 30 30 30 30 30 30
M3.1 Agua dest. (ml) 300 300 300 300 300 300
Tto. 3 P. putida (ml) 40 40 40 40 40 40
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M 3.2 Agua dest. (ml) 300 300 300 300 300 300

P. putida (ml) 40 40 40 40 40 40

M3.3 Agua dest. (ml) 300 300 300 300 300 300

P. putida (ml) 40 40 40 40 40 40

M 4.1 Agua dest. (ml) 300 300 300 300 300 300

P. putida (ml) 50 50 50 50 50 50

Tto.4 | M 4.2 Agua dest. (ml) 300 300 300 300 300 300
P. putida (ml) 50 50 50 50 50 50

M 4.3 Agua dest. (ml) 300 300 300 300 300 300

P. putida (ml) 50 50 50 50 50 50

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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OTROS ANEXOS

Anexo 7: Matriz de consistencia

Reduccion de mercurio en suelos contaminados de la mina de Santa Barbara usando Pseudomona putida en Huancavelica

Instrumento de

Problema Objetivo Hipotesis Variables Dimensiones Indicadores L
medicion
ol 20 ml
PG: ¢Se reduce el QG' Reducir e HG: El uso de
. . nivel de mercurio i
nivel de mercurio resente en el suelo Pseudomona putida L 30 ml
presente en el suelo | P reduce el nivel de _ Dosificacion ml
del campamento de . VI: Uso de
del campamento de : mercurio presente 40 ml
: la mina Santa Pseudomona
la mina Santa . en el suelo del .
, Barbara, putida
Barbara usando . campamento de la 50 ml
. Huancavelica . .
Pseudomona putida mina Santa Barbara
) usando Pseudomona . )
en Huancavelica? putida en Huancavelica. Cantidad de Recuento de p
bacterias colonias en placa ut.c.
Determinar las Prppiedades Estructura -
¢Las  propiedades| propiedades fisicas |Las  propiedades fisicas del Trianguio
fisicas del suelo del del suelo del fisicas del suelo del _ suelo Textura
X . ; VD: Suelo textural
campamento minero| campamento minero | campamento minero :
. . . . . contaminado
varian después del| antesy despues del | varian despues del con mercurio ] pH 51-84
tratamiento con| tratamiento con | tratamiento con Propiedades
Pseudomona putida? | Pseudomona putida | Pseudomona putida quimicas del
suelo Carbonatos % CaCO3
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¢Las propiedades
quimicas del suelo
del campamento
minero varian
después del
tratamiento con
Pseudomona
putida?

Determinar las
propiedades
quimicas del suelo
del campamento
minero antes y
después del
tratamiento con
Pseudomona putida.

Las propiedades
quimicas del suelo
del campamento
minero varian
después del
tratamiento con
Pseudomona putida

¢Cual es la
concentracion de
mercurio presente en
el suelo del
campamento minero
antes y después del
tratamiento con la
bacteria Pseudomona
putida?

Determinar la
concentracion de
mercurio presente

en el suelo del

campamento minero
antes y después del
tratamiento con la
bacteria
Pseudomona putida.

La concentracion de
mercurio presente
en el suelo del
campamento minero
varia después del
tratamiento con la
bacteria
Pseudomona putida

Materia organica %
Cond}Jctl_V|dad das/m
eléctrica
C;apamdad .de meq/100 g de
intercambio
o suelos
cationico
Concentracion | . )
) Nivel de mercurio
de mercurio
en el suelo prey post
tratamiento con mg/Kg PS
antes 'y
. Pseudomona
después del .
putida

tratamiento

Fuente: Elaboracion propia (2019)
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Anexo 8: Area de estudio

Campamento de la mina Santa Barbara, Huancavelica
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Anexo 9: Toma de muestra
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Anexo 10: Reactivacion de cepa Pseudomona putida
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Anexo 11: Preparacion de medios y siembra de bacteria
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Anexo 12: Aplicacion de tratamiento
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Anexo 13: Validacion de instrumentos
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W UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

Anexo 4 Ficha de muestreo de suelo

Nombre del sitio en estudio

Departamento

Uso principal

Provincia

Direccion del predio

Nombre del punto de muestreo

Operador (empresa/persona)

X: P
Coordenadas (UTM, WGS 84)

Descripcion de la superficie (asfalto,
cemento, vegetacion, etc)

Temperatura ( C)

Precipitacion (si/no, intensidad)

Tecnica de muestreo
(sondeo manual,
mecanico, etc)

Instrumentos usados

Profundidad final (en metros bajo la superficie)

Napa freatica (si/no,profundidad en metros)

Clave de la
muestra

Fecha

Hora

Pofundidad
desde (en

Pofundidad
hasta (en

Caracteristicas organolepticas

Color

Olor

D
24
3

| et

rdo Jiménez Calderdn
IP. 42355
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VALIDACION DE INSTRUMENTO

I DATOS GENERALES
1.1. Apellidos y Nombres:..... | 6 W’VJV} ....... AIM%M ..............................................

1.2. Cargo e institucién donde labora:.. Demanida.. TC ABON ..o mnsommasmmmgssssmsmsRmss
1.3. Especialidad o linea de investigacion: If’ﬁ waj"?%) ...... C.en. ;’J‘:”) A"né \O)’ Z’r}j /Ifroéarya//

1.4. Nombre del instrumento motivo ?ﬂe evalua ion: W&(Jz /W&a/l O&j é—a—d/&f’ ..............
1.5. Autor(A) de Instrumento:........! 28 P@I’laaq ..................................................

I. ASPECTOS DE VALIDACION

MINIMAMENTE!
INACEPTABLE Al AB
CRITERIOS INDICADORES ACEPTABLE RLE

40 |45 [ 50 | 55 |60 | 65 |70 | 75 [ 80 | 85 | 90 | 95 (100

Esta formulado con lenguaje
1. CLARIDAD g
comprensible. /

Esta adecuado a las leyes
2. OBJETIVIDAD 2 3 /

principios cientificos.

Esta adecuado a los objetivos y las
3. ACTUALIDAD necesidades  reales de la /
investigacion.

4. ORGANIZACION | Existe una organizacién légica.

Toma en cuanta los aspectos

5. SUFICIENCIA % o 5
metodoldgicos esenciales

Esta adecuado para valorar las

6. INTENCIONALIDAD : B
variables de la Hipotesis.

Se respalda en fundamentos
7.CONSISTENCIA | , . w
técnicos y/o cientificos.

Existe coherencia entre los
8. COHERENCIA problemas objetivos, hipotesis,
variables e indicadores.

La estrategia responde una
9. METODOLOGIA | metodologia y disefio aplicados
para lograr probar las hipétesis.

El instrumento muestra la relacion
entre los componentes de la
investigacién y su adecuacién al
Método Cientifico.

10. PERTINENCIA

o e T

1. OPINION DE APLICABILIDAD
- El Instrumento cumple con
los Requisitos para su aplicacion /

- ElInstrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacion

IV. PROMEDIO DE VALORACION : Q5 %

.. del 2019




ﬁ' UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

VALIDACION DE INSTRUMENTO
L. DATOS GENERALES
Lk Apelhdos yNombres ...... 36 ........... A Al

1 4 Nombre del instrumento motivo de evaluacxo ........ "My)
1.5. Autor(A) de Instrumento:....... 1[#/7"44 252 .. M

II.  ASPECTOS DE VALIDACION

MINIMAMENTE

EPTABL : PTABLE
CRITERIOS INDICADORES Saslanlh ACEPTABLE | ACEPTABL
40 [45 50 [ 556065 |70 [75 |80 |85 9095 [100
Esta Joramlad Tengyiaj
L. CLARIDAD S ormulado con cngua_]e /

comprensible.

Esta adecuado a las leyes y

2. OBJETIVIDAD e et
principios cientificos.

Esta adecuado a los objetivos y las
3. ACTUALIDAD necesidades  reales de la
investigacion.

4. ORGANIZACION | Existe una organizacién légica.

Toma en cuanta los aspectos

5. SUFICIENCIA "y ,
metodoldgicos esenciales

Esta adecuado para valorar las
variables de la Hipotesis.

Se respalda en fundamentos
técnicos y/o cientificos.

6. INTENCIONALIDAD

7. CONSISTENCIA

Existe coherencia entre los
8. COHERENCIA problemas objetivos, hipdtesis,
variables e indicadores.

La estrategia responde una
9. METODOLOGIA | metodologia y disefio aplicados
para lograr probar las hipdtesis.

>R OIRIS R N

El instrumento muestra la relaciéon
entre los componentes de la
investigacion y su adecuacién al
Método Cientifico.

B

10. PERTINENCIA

IIl.  OPINION DE APLICABILIDAD
- El Instrumento cumple con
los Requisitos para su aplicacién
- El Instrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacién

IV. PROMEDIO DE VALORACION : a5




e
ﬁl UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

VALIDACION DE INSTRUMENTO
DATOS GENERALES /

1.1. Apellidos yNombres‘B&*J;/)A:zWW/wﬁm ....................................................

1.2. Cargo e institucién donde labora:. ... Qozemle.. e e

1.3. Especialidad o linea de investigacién:..d_:;rﬁ, Qg,u;wu«u)

1.4. Nombre del instrumento motivo de evaluacion:

1.5. Autor(A) de Instrumento:..... plla/lﬂl‘ﬂifuﬂ

Il. ASPECTOS DE VALIDACION

3 P"@M"ﬂl' ..........................................

MINIMAMENTE

INACEPTABLE ACEPTABLE
CRITERIOS INDICADORES ACEPTABLE
40 |45 |50 | 55|60 | 65|70 |75 |80 85|90 |95 100

Esta formulado con lenguaje

1. CLARIDAD . /
comprensible.
Esta adecuado a las leyes y

2. OBJETIVIDAD T /
principios cientificos.
Esta adecuado a los objetivos y las

3. ACTUALIDAD necesidades  reales de la /
investigacion.

4. ORGANIZACION | Existe una organizacion logica. P -
Toma en cuanta los aspectos

5. SUFICIENCIA el . v
metodoldgicos esenciales

— Esta adecuado para valorar las

. INTENC

i variables de la Hipdtesis. 4

Se respalda en fundamentos

7.CONSISTENCIA | , . L /
técnicos y/o cientificos.
Existe coherencia entre los

8. COHERENCIA problemas objetivos, hipOtesis, ‘/
variables e indicadores.
La estrategia responde una

9. METODOLOGIA | metodologia y disefio aplicados /
para lograr probar las hipétesis.
El instrumento muestra la relacion
entre los componentes de la ;/

10. PERTINENCIA | . P s
investigacion y su adecuacién al
Método Cientifico.

III. OPINION DE APLICABILIDAD

- El Instrumento cumple con /

los Requisitos para su aplicacion

- El Instrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacion

IV. PROMEDIO DE VALORACION :

95 =

Lima,......O.i..O.L.-?../.’).é.-’.'.".:./.(.....de12019
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W UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

VALIDACION DE INSTRUMENTO

L
A1 &g, ferobreend ol
1.4. Nombre del instrumento motivo de evaluac:on ..... EJ\LL %M AL T
1.5. Autor(A) de Instrumento:....... [ 1.las HL J...... %M%q ........................................
II.  ASPECTOS DE VALIDACION
MINIMAMENTE
CRITERIOS INDICADORES acE T ACEPTABLE ACLETABLE
40 [ 45|50 |55 (60 [65]70 |75 |80 |85][90 795100
| CLARIDAD Esta forjmulado con lenguaje Y
comprensible.
S Ao Es.ta . a.decu.ado’ a las leyes y /
principios cientificos.
Esta adecuado a los objetivos y las
3. ACTUALIDAD necesidades  reales de Ia /
investigacion.
4. ORGANIZACION | Existe una organizacién légica. P
Toma en cuanta los aspectos
5. SUFICIENCIA pesccs .
metodoldgicos esenciales /
—— Esta adecuado para valorar las /
variables de la Hipétesis.
Se respalda en fundamentos /
7. CONSISTENCIA 5o % B
técnicos y/o cientificos.
Existe coherencia entre los
8. COHERENCIA problemas  objetivos, hipétesis, l/
variables e indicadores.
La estrategia responde una
9. METODOLOGIA | metodologia y disefio aplicados /
para lograr probar las hipétesis.
El instrumento muestra la relacion
entre los componentes de la
10 PERTINENCIA investigacion y su adecuacién al l/
Método Cientifico.
IIIl. OPINION DE APLICABILIDAD
- ElInstrumento cumple con
los Requisitos para su aplicacion /
- ElInstrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacion
IV.  PROMEDIO DE VALORACION : Q5 %

Lima,...... o..i....d/a....\w del 2019
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N

UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

VALIDACION DE INSTRUMENTO

L DATOS GENERALES P ;
1.1. Apellidos y Nombres:........... :—E’ ""W"% ..................... C(/)’q/]
1.2. Cargo e institucion donde labora:.....: W ...... T o ol Cg, W iweomsmspemmmpsis s s sssssson
1.3. Especialidad o linea de investigacion:. . . 242447"g- Aﬁ.a—e/’/(#’")” ...............................
1.4. Nombre del instrumento motiva de evaluacmn sk ,WEMM . M .....
1.5. Autor(A) de Instrumento:..... lMM %Q ......................................
I. ASPECTOS DE VALIDACION
MINIMAMENTE
INACEPTABLE ACEPTABLE
CRITERIOS INDICADORES ACEPTABLE
40 |45 [ 50 [ 55|60 | 65|70 |75 |80 | 85 |90 | 95 (100
Esta formulado con lenguaje
1. CLARIDAD " e v/
comprensible.
Esta adecuado a las leyes y
2. OBJETIVIDAD f o i
principios cientificos.
Esta adecuado a los objetivos y las
3. ACTUALIDAD necesidades  reales de la /
investigacion.
4. ORGANIZACION | Existe una organizacién légica. v
Toma en cuanta los aspectos
5. SUFICIENCIA v i 2 /
metodoldgicos esenciales
. Esta adecuado para valorar las
: = variables de la Hip6tesis. '~/
Se respalda en fundamentos
7. CONSISTENCIA Einameel A
técnicos y/o cientificos.
Existe coherencia entre los
8. COHERENCIA problemas objetivos, hipdtesis, /
variables e indicadores.
La estrategia responde una
9. METODOLOGIA | metodologia y disefio aplicados
para lograr probar las hipétesis. l/
El instrumento muestra la relacion
entre los componentes de la /
10. PERTINENCIA » . - vip
investigacion y su adecuacion al
Método Cientifico.

III.

Iv.

OPINION DE APLICABILIDAD
- El Instrumento cumple con /

los Requisitos para su aplicacién

- El Instrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacion

PROMEDIO DE VALORACION : ﬂ | %

Lima,..... QL....J.@...A.A}«Q..delzow

FIRMA DEL EXPERTO INFORMANTE
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ﬁl UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

VALIDACION DE INSTRUMENTO
I DATOS GENERALES ’ P Cg;qn

1.4. Nombre del instrumento motivo de evaluacion:..... F g
1.5. Autor(A) de Instrumento:.... [7 a/lt[agy%ﬁ B X

I. ASPECTOS DE VALIDACION

MINIMAMENTE
ACEPTABLE ACEPTABLE
CRITERIOS INDICADORES T ACEPTABLE

40 | 45 [ 50 | 55 |60 | 65|70 [ 75|80 | 85 | 90 | 95 |100

Esta formulado con lenguaje
1. CLARIDAD 8 v
comprensible.

Esta adecuado a las leyes y
2. OBJETIVIDAD 5 oau g v
principios cientificos.

Esta adecuado a los objetivos y las
3. ACTUALIDAD necesidades  reales de la

investigacion. /

4. ORGANIZACION | Existe una organizacion logica. v
Toma en cuanta los aspectos

5. SUFICIENCIA s 5 /
metodologicos esenciales

Esta adecuado para valorar las

6. INTENCIONALIDAD : 0 I
variables de la Hipétesis.

b

Se respalda en fundamentos

7. CONSISTENCIA técnicos y/o cientificos. v/
Existe coherencia entre los
8. COHERENCIA problemas objetivos, hipdtesis,
variables e indicadores.
La estrategia responde una
9. METODOLOGIA | metodologia y disefio aplicados
para lograr probar las hipétesis. /
El instrumento muestra la relacién
entre los componentes de la
10. PERTINENCIA " . - -
investigacion y su adecuacion al /
Método Cientifico.
III.  OPINION DE APLICABILIDAD
- El Instrumento cumple con
los Requisitos para su aplicacion l/
- El Instrumento no cumple con - g J7/€
Los requisitos para su aplicacion ¥l
R 10/. César ﬂu,aldo Jiménez Calderdn
IV. PROMEDIO DE VALORACION : Ul % CIP. 42355

Lima,......04..... 4 ...ﬁé@j.delzol9

FIRMA DEL EXPERTO INFORMANTE
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ﬁ' UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

L DATOS GENERALES
1.1. Apellidos y Nombres:........
1.2. Cargo e institucion donde labora .....
1.3. Especialidad o linea de investigacion:...... % ..... da...
1.4. Nombre del instrumento motlvo de evaluacmn ..... . ;

VALIDACION DE INSTRUMENTO

..... Cﬁ«p Aﬁzwn&/‘m/l

A R

1.5. Autor(A) de Instrumento:........ l a/‘ aé'ywﬁ ......... %Maﬁz{

Il. ASPECTOS DE VALIDACION
MINIMAMENTE
INACEPTABLE ACEPTABLE
CRITERIOS INDICADORES ACEPTABLE
40 |45 |50 |55 |60 [ 65|70 |75 |80 |85]|90 |95 [100
Esta formulado con lenguaje
1. CLARIDAD 5 /
comprensible.
Esta adecuad las 1
2. OBJETIVIDAD s'a.a. cu.ao’ it ‘o 1 /
principios cientificos.
Esta adecuado a los objetivos y las
3. ACTUALIDAD | necesidades reales de la
investigacion.
4. ORGANIZACION | Existe una organizacion logica. 7

5. SUFICIENCIA

Toma en cuanta los aspectos
metodoldgicos esenciales

6. INTENCIONALIDAD

Esta adecuado para valorar las
variables de la Hipotesis.

N

7. CONSISTENCIA

Se respalda en fundamentos
técnicos y/o cientificos.

"

8. COHERENCIA

los
hipétesis,

Existe coherencia entre

problemas objetivos,

variables e indicadores.

9. METODOLOGIA

La estrategia responde
metodologia y disefio aplicados
para lograr probar las hipotesis.

una

10. PERTINENCIA

El instrumento muestra la relacién
entre los componentes de la
investigacion y su adecuacion al
Método Cientifico.

11

los Requisitos para su aplicacion
- El Instrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacién

Iv.

PROMEDIO DE VALORACION :

OPINION DE APLICABILIDAD
- El Instrumento cumple con

%
M
A\Dr. César #llﬂldo Jiménez Calderdn
/ CIP. 42355

9|
Lima,.......04..de.. Abrd. de1 2010

FIRMA DEL EXPERTO INFORMANTE
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ﬁ UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

L. DATOS GENERALES y
1.1. Apellidos y Nombres:.....
1.2. Cargo e institucién donde labora:.......
1.3. Especialidad o linea de investigacion:

VALIDACION DE INSTRUMENTO

1.4. Nombre del instrumento motivo de evz;l{uac:on ..... 5/6/14 CI-( ..... W dZe Swdo .

1.5. Autor(A) de Instrumento:.... 1. !

I. ASPECTOS DE VALIDACION

MINIMAMENTE
INACEPTABLE ACEPTABLE
CRITERIOS INDICADORES ACEPTABLE
40 | 45 (50 [ 55 |60 | 65|70 |75 | 80 | 85 | 90 | 95 (100
Esta fi lad 1 j L
i -— sta 0@ua o con lenguaje /
comprensible.

2. OBJETIVIDAD

Esta adecuado a las leyes y
principios cientificos.

/

Esta adecuado a los objetivos y las

3. ACTUALIDAD necesidades  reales  de la 7
investigacion.

4. ORGANIZACION | Existe una organizacion logica. A
Toma en cuanta los aspectos

5. SUFICIENCIA L g8 s
metodoldgicos esenciales /

6. INTENCIONALIDAD

Esta adecuado para valorar las
variables de la Hipétesis.

7. CONSISTENCIA

Se respalda en fundamentos
técnicos y/o cientificos.

9. METODOLOGIA

metodologia y diseno aplicados
para lograr probar las hipdtesis.

Existe coherencia entre los

8. COHERENCIA problemas objetivos, hipdtesis, /
variables e indicadores.
La estrategia responde una

10. PERTINENCIA

El instrumento muestra la relacién
componentes de la
investigacion y su adecuacion al
Método Cientifico.

entre los

OPINION DE APLICABILIDAD

- El Instrumento cumple con

los Requisitos para su aplicacion

- El Instrumento no cumple con

Los requisitos para su aplicacién

1v.

PROMEDIO DE VALORACION :

e

q1

%

rdo Jiménez Calderdn

@ Dr. César Ed jmé
/ CIP. 42355

Lima,....Q.i_..d.e...B.M ..... del 2019

FIRMA DEL EXPERTO INFORMANTE
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ﬁ‘ UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

VALIDACI(')N DE INSTRUMENTO

L DATOS GENERALES 4 F
1.1. Apellidos y Nombres:..... (’) Y‘? AZ(JJ ........................................
1.2. Cargo e institucién donde abora....&g)ﬂa& or.. f(J 0L . L /8
1.3. Especialidad o linea de investigacion:.. (% fc)m_ur /d W2 % 4. (V //M/ UjC’O j[ d‘
1.4. Nombre del instrumento mog;so de evaluacxon ......... 5 ............................
1.5. Autor(A) de Instrumento........@.’) ........................ 7“6»‘1 ..................................................
II. ASPECTOS DE VALIDACION
MINIMAMENTE|
INACEPTABLE ACEPTABLE
CRITERIOS INDICADORES ACEPTABLE
40 |45 |50 | 55 ({60 |65 (70 |75 | 80 | 85 [ 90 | 95 (100
Esta formulado con lenguaje
1. CLARIDAD 3
comprensible.
Esta ad d las 1
2. OBJETIVIDAD wbniipmailin i ol 4 7

principios cientificos.

3. ACTUALIDAD necesidades  reales de la

Esta adecuado a los objetivos y las

N

investigacion.

4. ORGANIZACION | Existe una organizacion logica.

N

5. SUFICIENCIA

Toma en cuanta los aspectos
metodoldgicos esenciales

6. INTENCIONALIDAD

Esta adecuado para valorar las
variables de la Hipotesis.

7. CONSISTENCIA

Se respalda en fundamentos
técnicos y/o cientificos.

e

8. COHERENCIA problemas objetivos, hipdtesis,

Existe coherencia entre los

%

variables e indicadores.

9. METODOLOGIA | metodologia y disefio aplicados

La estrategia responde una

!

para lograr probar las hipdtesis.

10.PERTINENCIA | ., .. . . P

El instrumento muestra la relacion
entre los componentes de la
investigacion y su adecuacién al
Método Cientifico.

111

OPINION DE APLICABILIDAD
- El Instrumento cumple con
los Requisitos para su aplicacion v

- ElInstrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacion

B
PROMEDIO DE VALORACION : PS D %
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ﬁ‘ UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

VALIDACION DE INSTRUMENTO

II. ASPECTOS DE VALIDACION

MINIMAMENTE

INACEPTABLE ACEPTABLE
CRITERIOS INDICADORES ACEPTABLE
40 [45 |50 [ 55|60 [ 65|70 |75 |80 |85 |90 |95 (100
Esta formulado con lenguaje
1. CLARIDAD 4 ’/
comprensible.

2. OBJETIVIDAD

Esta adecuado a las leyes y
principios cientificos.

X

3. ACTUALIDAD

Esta adecuado a los objetivos y las
necesidades  reales de la
investigacion.

4. ORGANIZACION

Existe una organizacion logica.

5. SUFICIENCIA

Toma en cuanta los aspectos
metodoldgicos esenciales

6. INTENCIONALIDAD

Esta adecuado para valorar las
variables de la Hip6tesis.

% IS s RS

9. METODOLOGIA

Se respalda en fundamentos
7. CONSISTENCIA g PR

técnicos y/o cientificos.

Existe coherencia entre los
8. COHERENCIA problemas objetivos, hipdtesis,

variables e indicadores.

La estrategia responde una

metodologia y disefio aplicados
para lograr probar las hipétesis.

N

10. PERTINENCIA

El instrumento muestra la relacion
entre los componentes de la
investigacion y su adecuacion al

Método Cientifico.

II1.

OPINION DE APLICABILIDAD

- El Instrumento cumple con

los Requisitos para su aplicacion

- El Instrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacion

Iv.

PROMEDIO DE VALORACION :

88



o
ﬁ' UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

VALIDACION DE INSTRUMENTO
L DATOS GENERALES ? l l I
1.1. Apellidos y Nombres:.... 1.t BXAI
1.2. Cargo e institucién donde labora:. (61
1.3. Especialidad o linea de investigacion:..
1.4. Nombre del instrumento motivo de evaluacmn g,ﬁ’:m

1.5. Autor(A) de Instrumento:...... PI[a/J '1 Jlfy//zlﬁ - ).703

II.  ASPECTOS DE VALIDACION

MINIMAMENTE
CRITERIOS INDICADORES INACHRAnLE aceerABLE, | ACEETABLE

40 | 45|50 | 55 | 60 |65 |70 | 75 | 80 | 85 | 90 | 95 |100

Esta formulado con lenguaje

1. CLARIDAD 5
comprensible.

Esta adecuado a las leyes y

2. OBJETIVIDAD A i
principios cientificos.

Esta adecuado a los objetivos y las
3. ACTUALIDAD necesidades  reales de la
investigacion.

4. ORGANIZACION | Existe una organizacion logica.

Toma en cuanta los aspectos

5. SUFICIENCIA . .
metodolégicos esenciales

Esta adecuado para valorar las

6. INTENCIONALIDAD . L
variables de la Hipdtesis.

Se respalda en fundamentos
7.CONSISTENCIA | , . i s
técnicos y/o cientificos.

Existe coherencia entre los
8. COHERENCIA problemas objetivos, hipétesis,
variables e indicadores.

La estrategia responde una
9. METODOLOGIA | metodologia y disefio aplicados
para lograr probar las hipétesis.

El instrumento muestra la relacion
entre los componentes de la
investigacion y su adecuacion al
Método Cientifico.

10. PERTINENCIA

III. OPINION DE APLICABILIDAD
- El Instrumento cumple con
los Requisitos para su aplicacion 1/
- El Instrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacién

IV. PROMEDIO DE VALORACION : (f()’ 5 %

Liivia, .. 0 otz >\ Ao . del 2019
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ﬁ' UNIVERSIDAD CESAR VALLEJO

I DATOS GENERALES
1.1 ApellidosyNombres:....Pl ] PO\ ﬁ

VALIDACION DE INSTRUMENTO

II. ASPECTOS DE VALIDACION

MINIMAMENTE

PTABLE ACEPTABLE
CRITERIOS INDICADORES T ACEPTABLE
40 [ 45 | 50 | 55|60 65|70 |75 | 80 | 85 [ 90 | 95 (100
Esta formulado con lenguaje
1. CLARIDAD "
comprensible.

2. OBJETIVIDAD

Esta adecuado a las leyes y
principios cientificos.

3. ACTUALIDAD

Esta adecuado a los objetivos y las

necesidades reales de la

investigacion.

4. ORGANIZACION

Existe una organizacion logica.

5. SUFICIENCIA

Toma en cuanta
metodologicos esenciales

los aspectos

6. INTENCIONALIDAD

Esta adecuado para valorar las
variables de la Hipétesis.

7. CONSISTENCIA

Se respalda en fundamentos

técnicos y/o cientificos.

9. METODOLOGIA

Existe coherencia entre los
8. COHERENCIA problemas objetivos, hipotesis,

variables e indicadores.

La estrategia responde una

metodologia y disefio aplicados
para lograr probar las hipotesis.

10. PERTINENCIA

El instrumento muestra la relaciéon
componentes de la
investigacion y su adecuacion al
Meétodo Cientifico.

entre los

II1.

los Requisitos para su aplicaciéon
- El Instrumento no cumple con
Los requisitos para su aplicacion

PROMEDIO DE VALORACION :

OPINION DE APLICABILIDAD
- El Instrumento cumple con

90



Informe del ensayo de mercurio pre tratamiento

Anexo 14
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tra control y post tratamiento

10 mues

Informe del ensayo de mercuri

Anexo 15
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Anexo 17: Informe del andlisis fisicoquimico de la muestra pre tratamiento
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Anexo 18: Informe del anlisis fisicoquimico de la muestra control
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Anexo 19: Informe del andlisis fisicoquimico de M 1.1
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Anexo 20: Informe del andlisis fisicoquimico de M 1.2
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Anexo 21: Informe del andlisis fisicoquimico de M 1.3
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Anexo 22: Informe del andlisis fisicoquimico de M 2.1
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Anexo 23: Informe del andlisis fisicoquimico de M 2.2
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Anexo 24: Informe del andlisis fisicoquimico de M 2.3
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Anexo 25: Informe del andlisis fisicoquimico de M 3.1
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Anexo 26: Informe del andlisis fisicoquimico de M 3.2
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Anexo 28: Informe del andlisis fisicoquimico de M 4.1
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Anexo 29: Informe del andlisis fisicoquimico de M 4.2
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Anexo 30: Informe del andlisis fisicoquimico de M 4.3
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