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Resumen

Con la aplicacion de técnicas biol6gicas de remediacion, la investigacion fue realizada con
la finalidad de evaluar la capacidad de biorremediacion de metales aplicando herramientas
biotecnol6gicas como el empleo de bacterias como Bacillus sp. y Pseudomonas sp.,
aisladas de suelos impactados en Yauli — Junin. Se realiz6 el analisis fisicoquimico de las
muestras de suelo en un laboratorio acreditado, ademas, utilizando medios de cultivos
diferenciales se aislaron las bacterias de Pseudomonas sp. y Bacillus sp. Estas cepas
fueron cultivadas y la biomasa bacteriana obtenida fue utilizada para el tratamiento de las
muestras de suelo. Dicho tratamiento se desarrollé durante 30 dias en dos periodos de
aplicacion de microorganismo, es decir, cada 15 dias. Posterior al tratamiento se realizo el
analisis fisicoquimico del suelo tratado para evaluar la capacidad de biorremediacion de
metales mediante Bacillus sp. y Pseudomonas sp. En la investigacion se realizaron tres
tipos de tratamiento uno solamente considerando cepas de Bacillus sp., el segundo
considerando solamente cepas de Pseudomonas sp. y el tercero utilizando la combinacion
de cepas de Bacillus sp. y Pseudomonas sp.

Se obtuvieron 12 cepas de Bacillus sp y Pseudomonas sp, y las especies identificadas
mediante pruebas bioquimicas son B. Subtilis, B. Megaterium, B. Fastidiosus, B. Cereus y
P. Aeruginosa.

Los tratamientos con Bacillus sp. fueron eficientes para la biorremediacion de los metales
cadmio, cobre y zinc; las eficiencias de remediacion fueron desde 12% a 21% de cadmio,

de 8% a 19% de cobre y de 9% a 23% de zinc.

Los tratamientos con Pseudomonas sp. fueron eficientes para la biorremediacion de
metales plata, cadmio y zinc; las eficiencias de remediacion fueron desde 5% a 15% de

plata, de 2% a 17% de cadmio y de 11% a 21% de zinc.

Los tratamientos con Bacillus sp. y Pseudomonas sp., fueron eficientes para la

biorremediacion de los metales plata, arsénico, cadmio y zinc; las eficiencias de



remediacién fueron desde 5% a 15% de plata, de 7% a 13% de arsénico, de 5% a 18% de
cadmio y de 9% a 20% de zinc
En conclusién, las bacterias de Bacillus sp. y Pseudomonas sp. mostraron capacidad de

biorremediacion de metales en suelo.

Palabras claves: Metales, biorremediacion, Bacillus sp., Pseudomonas sp.



Abstract

The present research work was developed with the purpose to evaluate the bioremediation
capacity of metals by means of Bacillus sp. and Pseudomonas sp. isolated from impacted
soils in Yauli — Junin. Soil samples were taken for the respective analysis of
physicochemical parameters in an accredited laboratory, in addition, using differential
culture media, the bacterial strains Bacillus sp. and Pseudomonas sp. were isolated. These
strains were cultivated and the bacterial biomass obtained was used for the treatment of
soil samples. Treatments were developed for 30 days in two periods of microorganism
application, that is, every 15 days. After the treatment physicochemical analysis were
carried out and the bioremediation capacity of metals by Bacillus sp. and Pseudomonas sp.
was evaluated. The experimental treatment process in the investigation consisted of three
types of treatment, one considering only strains of Bacillus sp., the second considering only
strains of Pseudomonas sp. and in the third treatment, both Bacillus sp. and Pseudomonas
sp. were used.

Strains 12 of Bacillus sp. and Pseudomonas sp. were obtained, and the species identified
by biochemical tests are B. Subtilis, B. Megaterium, B. Fastidiosus, B. Cereus and P.
Aeruginosa.

Bacillus sp. treatments were efficient for the bioremediation of the following metals
cadmium, copper and zinc. Remediation efficiencies were from 12% to 21% for cadmium,
8% to 19% for copper, and 9% to 23% for zinc.

Pseudomonas sp. treatments were efficient for the bioremediation of the following metals
silver, cadmium and zinc. Remediation efficiencies were from 5% to 15% for silver, 2% to
17% for cadmium and 11% to 21% for zinc.

Treatments using both Bacillus sp. and Pseudomonas sp., were efficient for the

bioremediation of silver, arsenic, cadmium and zinc. Remediation efficiencies ranged from

vi



5% to 15% for silver, 7% to 13% for arsenic, 5% to 18% for cadmium, and 9% to 20% for
zinc.
In conclusion, the Bacillus sp. and Pseudomonas sp. showed capacity for bioremediation

of metals in soil.

Keywords: Metals, bioremediation, Bacillus sp., Pseudomonas sp.
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Introduccion

El Peru es un pais minero ancestralmente, actualmente ocupa el segundo lugar en
produccién de cobre en Latinoamérica y el mundo, el tercero en produccion de plata en el
mundo y el segundo en Latinoamérica, el segundo en productor de zinc en el mundo y el
primero en Latinoamérica, la cuarta posicion en producciéon de plomo en el mundo y el

primero en Latinoamérica (Servicios Geoldgico de Estados Unidos [USGS], 2022).

En el Peru la mineria se desarrolla por mas de 100 afios particularmente en la zona
central del Peru, el desarrollo de la mineria fue dejando diferentes pasivos ambientales y
que actualmente vienen ocasionando contaminacién de los diferentes componentes

ambientales (suelo, aire y agua).

El tanel Kingsmill fue construido entre 1929 y 1934 por la empresa Cerro de Pasco
Corporation, para drenar las aguas de las labores mineras subterraneas; posteriormente
pasando a ser administrado por el estado peruano mediante la denominacion de
CENTROMIN PERU S.A., teniendo a la Mina Morococha bajo su administracion. El tdnel
Kingsmill tiene 11 km de longitud hasta su descarga en el rio Yauli. A través de este tanel
se descargaba efluentes mineros sin tratamiento a razén de 1100 litros por segundo

aproximadamente.

En el 2008 se inici6 la construccion de la planta de tratamiento de aguas acidas del
tunel Kingsmill como parte de un compromiso social de la empresa minera Chinalco, la
cual tiene como finalidad captar y tratar las aguas del tinel Kingsmill, el 2010 inicio el
funcionamiento de la planta de tratamiento, logrando un tratamiento que cumple el D.S.

010-2010-MINAM en su vertimiento autorizado.

Durante todos los afios de vertido de efluentes mineros sin tratamiento se generé

diversos pasivos ambientales mineros en el distrito de Yauli, region Junin.

viii



El Ministerio de Energia y Minas actualiza anualmente el inventario de pasivos
ambientales mineros, mediante la Resolucién Ministerial N° 335 - 2022 - MINEM/DM,
siendo que para la region Junin se determinaron 607 pasivos ambientales mineros lo cual
es menor al recuento del 2020 en el cual se contaba con 669 pasivos ambientales. De
acuerdo a la informacion actualizada la provincia de Yauli cuenta con 200 pasivos
ambientales y el distrito de Yauli cuenta con 13 pasivos ambientales dentro del inventario
se pueden identificar a los generadores de los 13 pasivos ambientales mineros, tales como
la ex — Unidad Minera (EUM) San Cristobal, EUM Condenados, EUM Dos Naciones y EUM

Arapa X, dentro de los cuales estan los residuos mineros y el desmonte de mina.

Actualmente la region Junin cuenta con 33 unidades mineras en produccion segun
el Ministerio de Energia y Minas (Minem, 2022), en la cual 11 unidades mineras se ubican
en la provincia de Yauli, y solo 2 vienen desarrollandose en el distrito de Yauli que vienen
a ser Unidad Minera San Cristébal cuyo titular es Volcan Compafia Minera S.AA., y
Unidad Tunshuruco cuyo titular es Minera Chinalco Pert S.A, ambos son productores de

Cu, Pb, Zny Ag.

Las técnicas de remediacién de suelo varian segln su tipo de tratamiento como
vienen a ser los tratamientos bioldgicos, tratamientos térmicos y tratamientos fisico-

quimicos (Fundacién Chile, 2015).
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Capitulo I. Parte introductoria del trabajo

1.1. Descripcién del problema de investigacion

Actualmente las empresas globales estan creando grandes proyectos de
exploracion en Perq, continuando un legado que se remonta desde la antigliedad. A partir
del siglo XX, las operaciones mineras se expandieron por la region central del pais,
particularmente en las zonas de Yauli, Ticlio, Morococha y La Oroya. Las labores mineras
subterraneas en el distrito de Morococha se inundaron en 1934, lo que llevé a Cerro de
Pasco Copper Corporation a construir el tinel Kingsmill. A través de este tlnel, que tiene
unos 11 kildmetros de largo y 500 metros de profundidad, el efluente minero desembocaba
en el rio Yauli, lo cual generaba contaminacion de diversos componentes ambientales

como vienen a ser el suelo, agua y aire.

Los efluentes mineros eran aguas acidas provenientes de las operaciones mineras
subterraneas y llegaban al rio Yauli. La interaccion de los efluentes industriales mineros
con otros componentes ambientales como son el agua y el suelo, pueden tener graves
consecuencias para el ecosistema. La Resolucién Ministerial N° 335-2022-MINEM/DM

actualiza el inventario de Pasivos Ambientales Mineros.

Una amplia gama de caracteristicas y repercusiones ambientales se han producido
alo largo de la evolucion de las actividades antropogénicas para satisfacer las necesidades
humanas, como por ejemplo podemos rescatar los aspectos ambientales como son
drenaje acido de minas, relaves mineros y como impactos ambientales podemos describir
la alteracion a la calidad de suelo y agua. Actualmente se puede observar diversas areas

de potencial interés que fueron impactados por las actividades mineras del distrito de Yauli.

1.2. Descripcién del problema de investigacion
¢Bacillus sp. y Pseudomonas sp. aislados de los suelos impactados en Yauli —

Junin tendran la capacidad de biorremediacién de metales pesados?



1.3. Objetivos del estudio

1.3.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad de biorremediacion de metales mediante Bacillus sp. y

Pseudomonas sp. aislados de los suelos impactados en Yauli — Junin.

1.3.2. Objetivos especificos
e Aislar en medios de cultivos selectivos y diferenciales a Bacillus sp. y Pseudomonas

sp. de los suelos impactados en Yauli — Junin.

e Identificar mediante pruebas de coloracion y bioquimicas a Bacillus sp. y

Pseudomonas sp. aislados de los suelos impactados en Yauli - Junin.

e Determinar los parametros fisicos (pH, humedad y conductividad) de las muestras

de suelo.

e Determinar los niveles de concentracion de metales de los suelos impactados en

Yauli — Junin.
1.4. Hipotesis

1.4.1. Hipdtesis general
Bacillus sp. y Pseudomonas sp. aislados de los suelos impactados en Yauli — Junin

tienen la capacidad de biorremediacion de metales.
1.5. Justificacion

1.5.1. Justificacion legal

Los Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para Suelo fueron determinados
mediante el Decreto Supremo N° 011 — 2017 — MINAM, la regulacion ambiental peruana
se refiere a la vigilancia de mudltiples parametros en la implementacion de diversas
actividades industriales, extractivas, productivas o de servicios. El citado decreto aborda
especificamente las concentraciones de parametros establecidos en los Estandares de

Calidad Ambiental (ECA) asociados a actividades industriales, productivas, extractivas o



de servicios que no causan un efecto a la salud de las personas ni al ambiente. Las
entidades involucradas en un contexto determinado pueden clasificarse en dos categorias
amplias: personas naturales y personas juridicas quienes requieren evaluar areas de
potencial interés y, de ser necesatrio, realizar operaciones de recuperacion o remediacion

para salvaguardar la salud humana y la calidad ambiental.

1.5.2. Justificacion ambiental

Existen diversos pasivos ambientales generados por diversas actividades
antropogénicas desarrolladas ancestralmente ya que anteriormente no existia normativa
ambiental que regule las actividades industriales, se tiene la necesidad de buscar técnicas
de remediacion para la recuperacion de suelos contaminados con metales. Existen
evidencias cientificas que usando microorganismos se pueden recuperar suelos
impactados por actividades antropogénicas y serian de gran utilidad para poder aplicarlos

a diversos pasivos ambientales mineros existentes en el Pera.

El estudio se enfoca en determinar el porcentaje de eficiencia de remocion de
metales en suelos impactados utilizando bacterias aisladas propias del suelo; lo cual

constituye un gran aporte a la investigacion cientifica.

1.5.3. Justificacién social

La aplicacién de diversas técnicas de remediacion permitira recuperar sitios
contaminados para el desarrollo de servicios ecosistémicos o diversas actividades sociales
ya sean turisticas, agricolas o comerciales, es por ello de la necesidad social de cerrar

brechas ambientales en el tratamiento de sitios impactados y contaminados.
1.6. Antecedentes

1.6.1. A nivel nacional
Asuncién y Rondo (2021) realizaron su investigacion con el objetivo de comparar y
analizar las diversas estrategias para remediar suelos contaminados con metales pesados

utilizando técnicas bioldgicas segun lo documentado en revistas cientificas de acceso



abierto. Este estudio empled un enfoque de revisidn sistematica no experimental sin
metaanalisis. Se us6 Scielo, Redalyc, Sciencedirect, Eric y Research Gate para encontrar
articulos relevantes, después de aplicar las palabras claves y los criterios de inclusion, se
eligieron 35 articulos para su posterior analisis. De acuerdo con los hallazgos, la
micorremediacion fue la técnica mas eficiente para la biorremediacién de Cd, Cu, Zn, Pby
As con porcentajes de 28%, 52.7%, 53.5%, 72.3% y 85% respectivamente. En términos de
eliminacion de metales pesados, se demostrd que las siguientes familias microbianas se
encuentran entre las mas efectivas: 85% de arsénico en Trichocomaceae, 88% de cadmio
en Mucoraceae, 70% de cromo en Trichocomaceae, 75% de cobre en Mucoraceae, 80%
de zinc en Bacillaceae, 80% de zinc en Flavobacteriaceae y 90% de plomo en
Mucoraceas, 90% de mercurio en Flavobacteriaceae, 90% de mercurio en Pseudomonas,
90% de mercurio en Staphylococcaceae y 90% de niquel en Enterobacteriaceae. Las
concentraciones de metales pesados en suelos contaminados se pueden reducir con la
ayuda de microorganismos, aunque la cantidad exacta reducida dependera del enfoque de

biorremediacion y del tipo de suelo que se esté tratando.

Mufioz et al. (2019) investigaron el potencial de hongos y bacterias del suelo cony
sin rizosfera para su uso en la biorremediacion mediante la medicién de su tolerancia a los
metales pesados. Se prepard un medio salino enriquecido con 1 mM de cobre (1), plomo
(11, zinc (1) o niquel (I1) y 0.1 mM de cromo (VI), plata (I) o cadmio (ll) para determinar el

nivel de tolerancia a los metales pesados.

Hubo un total de 23 aislamientos fungicos y 18 aislados bacterianos. Las cepas de
hongos con los indices de tolerancia fueron: Fusarium temperatum CTLMO8 (Zn*?),
Fusarium oxysporum CTLM18 (Ni*? y Cd*?), Fusarium temperatum CTLMO05 (Pb*?),
Fusarium oxysporum CTLM12 (Ag*!), Fusarium inflexum CTLM22 (Cu*?) y Penicillium
vanluykii CTLM11 (Cr*®). Estas bacterias tienen mayor indice de tolerancia: Serratia sp.
SSR15 (Cu*?), Bacillus cereus SSR01 (Cr*°), Bacillus subtilis SSR3 (Pb*?) y Bacillus sp.

SSR13 (Ag™) y Bacillus licheniformis SSR18 (Cd*?, Ni*? y Zn*?). Se observé un mayor



indice de tolerancia para los hongos en comparacién con las bacterias. Por ultimo, pero no
menos importante, los suelos de responsabilidad ambiental minera de Santa Rosa de
Jangas contienen una microflora importante que puede resultar Gtil en el avance de los
procesos biotecnolégicos y de biorremediacion debido a los mecanismos de adaptacién,

crecimiento y desarrollo de estos organismos en presencia de metales pesados.

Otiniano (2018) determind que los efluentes del procesamiento de minerales suelen
poseer un alto contenido de metales pesados toxicos como cadmio, mercurio, hierro,
cromo, arsénico, cianuro y plomo debido a los compuestos quimicos utilizados en el
proceso. Estos metales pueden causar una amplia variedad de inconvenientes de salud,
algunos de los cuales incluso pueden provocar cancer al ingresar al cuerpo a través de
mdltiples rutas de absorcién y luego acumularse en diferentes érganos y en el tejido
adiposo. Se pueden usar varios tipos de microorganismos para la biorremediacion de
metales; al usar un proceso llamado biosorcién, los materiales organicos de diferentes
origenes pueden inmovilizar pasivamente los metales. Los fundamentos bioldgicos de este
enfoque residen en la interaccién entre los grupos funcionales y los metales presentes en
las membranas celulares de muchos organismos, incluidos algas, hongos, bacterias y
polisacaridos como la celulosa y el quitosano. Hasta el 95 % de los metales, incluidos Cu,
Pb, Cr, As, Zn, etc., se han eliminado con este método, lo que lo convierte en un método
extremadamente eficaz. Ademas, existe la bioacumulacion, por la que los metales entran
en el citoplasma y se acumulan hasta el punto de que ya no son accesibles. Los metales
pueden sufrir biotransformacion a través de procesos de oxidacion-reduccion, lo que puede
hacerlos menos solubles y precipitar, reduciendo su absorcion por los organismos vivos, o
hacerlos mas solubles y eliminables a través de la permeabilidad. De manera similar, la
volatilizacién atémica puede resultar de la biomineralizacion, un proceso en el que el
metabolismo celular juega un papel clave. La mayor parte de la biorremediacién es que no
produce sustancias quimicas secundarias peligrosas y tiene muchos otros beneficios,

como la capacidad de reutilizar el material de biosorcion y costos operativos minimos.



Como resultado, se promociona como una tecnologia limpia prometedora para

descontaminar areas contaminadas con metales.

Mena y Rafael (2017) realizaron un estudio en Hualgayoc de la region Cajamarca
del Peru, para investigar la eficiencia de los microorganismos para biorremediar metales
pesados del agua y pasivos ambientales mineros. Su objetivo era demostrar que las areas
contaminadas se podian limpiar usando microbios. Se recolectaron 20 muestras de agua
de rio y desechos de mina para mejorar las bacterias resistentes a Pb, Cu y Zn, luego,
entre las diversas concentraciones de metales pesados ensayadas, se seleccionaron
cepas bacterianas que podian producir mas biomasa y al mismo tiempo soportar las
mayores concentraciones de su entorno, posteriormente después de calcular la eficacia de
la biorremediacién, se descubrié que se habia eliminado una cantidad significativa de los
metales antes mencionados, el plomo mostré resultados particularmente impresionantes
en 88.8 %, zinc 49.2% y cobre 79.7%. Las cepas que se identificaron fueron Pseudomonas

sp, Corynebacterium sp y Bacillus sp.

1.6.2. A nivel internacional

Anusha y Natarajan (2020) estudiaron qué también las bacterias locales pueden
remover los metales especificamente se utilizd Bacillus cereus para tal fin. El aislado
mostrd una concentracion inhibitoria muy baja para los iones de plomo y para todos los
demas metales probados; también mostré una concentracion inhibitoria muy alta para
varios antibiéticos. Se conocio el pH 6ptimo (pH = 7) y condiciones éptimas de crecimiento
(alrededor de 35 °C). Los investigadores determinaron que el método de cultivo por lotes
de cepa, es mas efectivo para la biorremediacion 97.17 % para plomo, 91.98 % para cobre,
81.6% para hierro, 79.9 % para cromo, 77.44 % para zinc, 62.8% para manganeso y
60.92% para magnesio. En este estudio, los investigadores descubrieron un método
sencillo para usar bacterias tolerantes a mdultiples metales para disminuir el nivel de
contaminacioén del suelo en las minas de bauxita. Con sus impresionantes capacidades de

remediacion para todos los metales, especialmente el plomo, B. cereus se muestra



prometedora como una cepa de biorremediacion basada en el campo que puede
emplearse para futuras recuperaciones, conforme lo muestran los hallazgos de este

estudio.

Njoku et al. (2020) analizaron el potencial de los microorganismos para
biorremediar metales pesados. Se utilizaron Bacillus megaterium y Rhizopus stolonifer, se
aislaron e identificaron cepas tolerantes a plomo, cadmio y niquel. Las concentraciones de
PbCl;, NiSO4 y CdCl, se incrementaron todas a 3200 mg/l, y se dio tiempo a Bacillus
megaterium para crecer en cada una. El Rhizopus stolonifer se sometié a 800 mg/l de
CdCl, y 3200 mg/l de PbCl,, NiSOa4. Finalmente, ambos microorganismos fueron expuestos
a un total de 1500 mg/l de los tres metales (cada metal pesado a 500 mg/l) durante 96
horas adicionales a 30°C, después de terminar la investigacion, el crecimiento sinérgico de
Bacillus megaterium y Rhizopus stolonifer absorbié la mayor cantidad de plomo (541.50
mg). La absorcion de niquel (501.05 mg) y cadmio (479.10 mg) fue maxima en B.
megaterium y R. stolonifer cuando se cultivaron por separado. B. megaterium tuvo la mayor
absorcién del total de metales pesados. El crecimiento microbiano sinérgico condujo a la
mayor pérdida de Pb (25.24 %), entre los metales contaminados, y la menor pérdida de Ni
(40.41 %). Con la combinacién de metales, el crecimiento microbiano sinérgico anulé por
completo el rendimiento de la biorremediacién de B. megaterium mientras aumentaba el
de R. stolonifer. Los hallazgos demostraron que los organismos eran eficientes en la
biorremediacion de metales pesados, lo que indica que podrian usarse como agentes de
biorremediacién en contextos de crecimiento tanto aislados como sinérgicos, siendo esta
dltima la forma preferida de biorremediacion debido a su dependencia de la

bioacumulacion.

Ojuederie y Babalola (2017) analizaron las consecuencias toxicas de la
contaminacién de metales pesados en los procesos utilizados por microorganismos y
plantas para la limpieza ambiental. Ademas, destacé la importancia de los métodos y

estrategias biotecnoldgicos actuales para mejorar la eficiencia de las enzimas microbianas



en la remocién de metales pesados, mostrando ademas las posibles aplicaciones futuras
y las limitaciones actuales de la biorremediacién microbiana y la fitorremediacion para la
eliminacion de metales pesados. Sin embargo, las reglas de bioseguridad deben cumplirse
estrictamente al utilizar procedimientos biotecnolédgicos para garantizar la seguridad en el

medio ambiente.



Capitulo Il. Marco Tedrico

2.1. Suelo

El suelo es producto de la transformacion mediante procesos de erosion, procesos
fisico — quimicos y biolégicos de la capa superior para la corteza terrestre. Estd compuesto
de particulas minerales, materia organica, agua, aire organismos vivientes organizados en

horizontes genéticos de suelo (Organizacion Internacional de Normalizacion [ISO], 2015).

Hay sdlidos, liquidos y gases, todos entremezclados en la composicion del suelo.
Tanto las sustancias organicas como las inorganicas pueden descomponerse Yy
desintegrarse. Los compuestos organicos a menudo se derivan de materia descompuesta

(Jhonson, 2009).

La fase liquida, también llamada solucién del suelo, es una matriz increiblemente
importante cuya composicion es necesaria en la actividad bioldégica ya que muchos
microorganismos solo pueden existir en suelos con un alto contenido de agua (Maier et. al,

2009).

En ausencia de agua, los intersticios entre las particulas se llenan de una mezcla
gaseosa que incluye diferentes gases como son el diéxido de carbono, oxigeno, metano,
nitrégeno, entre otros. La cantidad de gases presentes en el suelo es inversamente

proporcional a la cantidad de agua presente (Conklin, 2005).

Cabe destacar que el mas relevante de estos componentes del suelo es la materia
organica, que mantiene la salud de este ecosistema. El fésforo, el nitrégeno y el azufre son

solo algunos de los ingredientes esenciales que lo hacen tan util (Paul, 2007).

El carbono esta presente en todas las especies vivas, organismos muertos y
compuestos himicos (que se encuentran en la materia organica en descomposicion)
(Maier et. al, 2009). Estos ultimos son mezclas heterogéneas de elementos orgénicos

naturales generados a través de la humificacion que consiste en la descomposicién de los



seres vivos (Nieder y Benbi, 2008). Su cantidad va a depender del equilibrio entre la

productividad primaria y la descomposicion (Paul, 2007).

Tanto las capas superiores como las inferiores del suelo contienen grandes
cantidades de carbono organico. Los primeros se han definido arbitrariamente como todo,
desde la superficie hasta los 25 centimetros, y los segundos como algo mas profundo que
es0. Los horizontes subsuperficiales normalmente tienen cantidades méas bajas de carbono
organico que los horizontes superficiales, pero los horizontes subsuperficiales contienen
un mayor volumen de suelo en general. Por lo tanto, en los perfiles de suelo hasta una
profundidad de un metro, las capas del subsuelo representan mas del 50% del contenido

de carbono organico (Fierer et al., 2003).

Es importante preservar la poblacién microbiana del suelo debido al papel crucial
gue desempeiria en el ciclo de nutrientes del suelo y al hecho de que es el principal impulsor

de los cambios en la estructura y composicion guimica del suelo (Rousk et al, 2009).

2.2. Calidad del suelo

Las actividades ecoldgicas, agricolas, economicas, culturales, arqueoldgicas y
recreativas estan todas dentro de las capacidades del suelo. La calidad del suelo es
caracterizada por sus propiedades biol6gicas, quimicas y fisicas, que hacen que el suelo
tenga un potencial ecosistémico natural y antropogénica (Ministerio del Ambiente [Minam],

2014).

Existen varios indicadores de la calidad del suelo, y uno de ellos es la cantidad de
materia organica presente (carbono organico). La capacidad en el suelo para almacenar
humedad, crear nutrientes, liberar gases, transformar sustancias quimicas contaminantes
y resistir la degradacion fisica estd profundamente influenciada por la cantidad y calidad

de su materia organica (Rees et al., 2001).

Esta idea se ha enfatizado en la capacidad de operacion del suelo. Abarca

caracteristicas que incluyen fertilidad, calidad del ambiente, sostenibilidad y productividad
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potencial. El estado del suelo puede proporcionar una gran cantidad de informacién sobre
el entorno que lo circunda.

La comprension de las funciones del suelo ha llevado al desarrollo de una definicion
de calidad del suelo: (1) mejorar la produccién del sistema sin comprometer la integridad
fisica, quimica o biol6gica (productividad bioldégica sostenible); (2) disminuir la
concentracién de contaminantes y enfermedades en el ambiente (mejorar la calidad
ambiental); y (3) mejorar la salud vegetal, animal y humana (Doran y Parkin, 1994) (Ver
Figura 1).

En consecuencia, este concepto refleja la capacidad del suelo para funcionar
dentro de los limites del ecosistema del cual forma parte y con el que interactia (Parr et

al., 1992).

Figura 1

Principales componentes de la calidad del suelo.

Productividad biologica

Salud de plantas, animales y humanos

Calidad ambiental

Nota: Fuente Doran y Parkin, 1994.
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2.3. Area de potencial interés

Son é&reas seleccionadas en la fase de identificacion en la cual existe alguna
evidencia e indicio para creer que el suelo podria estar contaminado, en esta regién se
realizan trabajos de muestreo para evaluar la calidad del suelo (Ministerio del Ambiente,

2021).

2.4. Sitio contaminado

Es el lugar donde la contaminacion del suelo causada por el hombre supera tanto
el nivel de fondo como los requisitos de calidad ambiental (ECA) para suelos, asi como los
requisitos internacionales establecidos por el Ministerio del Ambiente (MINAM). Las aguas
subterraneas, los sedimentos y otros componentes ambientales del subsuelo debajo de un
sitio contaminado también pueden verse afectados por la contaminacion del suelo

(Ministerio del Ambiente, 2021).

2.5. Contaminante
Cualquier sustancia quimica creada por el hombre que represente una amenaza

para la salud humana o ambiental (Ministerio del Ambiente, 2021).

También se define como substancia o agente presente en el suelo como resultado

de la actividad humana (ISO, 2015).

2.6. Impacto
Cualquier alteracion del estado natural del medio ambiente. No hace diferencia
alguna si son favorables o perjudiciales, significativos o no significativos. Lo que importa

es gue sean producidos por los productos, servicios o actividad de la empresa (ISO, 2015).

2.7. Fuentes antropogénicas de contaminacion

Siglos de actividades antropogénicas han resultado en un problema generalizado
de contaminacion del suelo en todo el mundo. Las principales fuentes antropogénicas de
contaminacioén del suelo son los productos quimicos usados o producidos como derivados

de actividades industriales, desechos domésticos y municipales, incluyendo las aguas
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residuales, los agroquimicos y los productos derivados del petréleo (Figura2). La liberacién
de sustancias quimicas al medio ambiente puede ser deliberada, como en el caso de
fertilizantes y pesticidas, o no intencionada, como en el caso de accidentes con materiales
peligrosos o el uso de aguas residuales no tratadas en operaciones agricolas o la

eliminacion final inadecuada de lodos de depuradora (Luo et al., 2017).

Figura 2
Rutas potenciales interrelacionadas en la contaminacién quimica subsuperficial.

Nota:

RESIDUOS —u\

INDUSTRIALES
hakgtiand ELIMINACION DE
efluentes) RESIDUOS
(por ej.: desechos
AGROQUIMICOS radioactivos, lodos, <
(por ej.: plaguicidas, \ aguas residuales) \
herbicidas, . / /
fertilizantes) A .
( IRRIGACIN
» . (por ej. agua salina,
\ / SUELOY \ agua residual

o SUBSUELD

tratada)

I(ﬂMflSFERA X )
rej. lluvi N
i i v | A

contaminado) / P
47 N\ K AGUA MARINA
- YSUPERFICIAL

(por ej., intrusion

o RESIDUOS salina, contaminantes
DOMESTICOS/ quimicos disueltos,
MUNICIPALES aerosol salino marino)

{por ej.- surfactantes,
farmaceuticos,
fosfatos, sales) '//

Fuente. Fao, 2019.

2.8. Actividades industriales mineras

La mineria ha tenido un gran impacto en el suelo, el agua y la biota desde la
antigiiedad. Pueden encontrarse muchos ejemplos documentados de suelos fuertemente
contaminados por las actividades mineras en todo el mundo (Alloway, 2013). Muchos
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contaminantes se han introducido en el suelo como resultado de la fundicién de metales
en la separacion de minerales. Las instalaciones mineras y de fundicién liberan enormes
cantidades de metales pesados y otros elementos toxicos al medio ambiente; éstos
persisten durante periodos prolongados, mucho después del término de estas actividades
(Ogundele et al., 2017). Los relaves son un depésito de desechos mineros téxicos, que en
Su mayoria consisten en pequefias particulas que pueden contener cantidades variables
de metales pesados. La erosién del agua y el viento puede esparcir estas particulas
contaminadas e introducirlas en suelos agricolas. Por ejemplo, Mileusni'c et al. (2014),
encontraron altos niveles de plomo y cobre en campos agricolas ubicados cerca de una
presa de relaves en Namibia. Las concentraciones téxicas de cromo y niquel también
fueron encontradas en suelos agricolas cerca de los residuos de una mina abandonada de
cromita y asbesto en la India y en las cosechas cultivadas en esos suelos, lo que resulté

en un alto riesgo para la salud de humanos y ganado (Kumar y Maiti, 2015).

2.9. Principales contaminantes en el suelo

La contaminacion de los componentes ambientales suele ser causadas por
procesos antropogénicos. Aungque algunos elementos y productos quimicos se encuentran
naturalmente en los suelos, la contaminacién por actividades humanas es mucho mas
comun. Los contaminantes se han clasificado de acuerdo con sus propiedades quimicas,
pero algunas de las categorias que se presentan a continuacion se superponen (Swartjes,

2011).

Swartjes (2011) propuso una categorizacion sistematica de los contaminantes (Ver

Figura 3) que puede ser util para una mejor comprension.
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Figura 3

Categorizacion sistematica de los principales contaminantes en el suelo.

INORGANICO ORGANICO
METAL / NO CLORADO NO
METALOIDE METALES ‘ CLORADOD
ALQUENOS | | ALIFATICOS

ALQUENOS | | ALIFATICOS
2 cadmio cianuros dioxinas HAP  etano benceno
'é plomo amonio 0oT etil benceno
= cobre azufre PCB xileno

zinc

tolueno

arsenico

Nota: Fuente Swartjes, 2011.

2.10. Metales pesados

La terminologia “metales pesados" hace referencia a metaloides y metales con una

masa relativamente alta (> 4.5 CL), como Cd, Cu, Ph, Sn, Zn y Hg, pueden conducir a

m3
problemas de toxicidad. El antimonio (Sb) y el selenio (Se) son otros no metales que se
estudian con frecuencia junto con los metales pesados (Kemp, 1998). Los suelos contienen
trazas de estos elementos. La exposicion a grandes cantidades de varios micronutrientes
puede causar fitotoxicidad y representar una amenaza para la salud humana, a pesar de
que estos nutrientes son esenciales para la supervivencia de personas, plantas y animales,

debido a que no se pueden descomponer en el medio ambiente y da como resultado una

rapida acumulacioén en los tejidos y los seres vivos.
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Los metales pesados, causados por actividades antropogénicas, se encuentran en
los relaves de minas, en desechos con alto contenido de metales, en la gasolina, en
pinturas con plomo, en ciertos fertilizantes, estiércol, lodos de aguas residuales,
plaguicidas, la irrigaciéon con aguas residuales, los residuos de combustion de carbén, los
derrames de petroquimicos y la deposicion atmosférica de diferentes fuentes (Alloway,

2013).

Cuando se trata de restaurar areas contaminadas, en términos de contaminacion
ambiental, los metales pesados se encuentran entre los mas dificiles y dificiles de
erradicar. Ponen en peligro la vida humana y animal al contaminar elementos esenciales
como el agua, el aire y los alimentos. Los metales no se degradan metabdélicamente como
la mayoria de las moléculas organicas, por lo que se acumulan en los tejidos bioldgicos.
Entre los metales pesados, Zn, Ni, Co y Cu son mas peligrosos para las plantas, mientras

que As, Cd, Pb, Cry Hg lo son para los animales superiores (McBride, 1994).

Cd, Hg, Pb, As y Se son los contaminantes mas importantes de la cadena
alimentaria. La afectacion al suelo con As puede ser originada no solo por agroquimicos y
operaciones de mineria / fundicién, sino también por estiércol de ganado que recibe
aditivos ricos en As en su alimentacion. Ciertos minerales del suelo son ricos en As que
mediante procesos geolbgicos pueden generar altas concentraciones de As (McLaughlin

et. al, 1994).

Los metales trazas en pesticidas inorganicos (a base de Cu) y organicos plantean
una preocupacion ambiental y toxicolégica significativa (Komarek et al., 2010). La materia
organica del suelo (MOS) asi como los (hidro)éxidos de Fe— y Mn— inmovilizan facilmente
el Cu, manteniéndolo en concentraciones relativamente altas en las capas superiores en
el suelo. EI Cu derivado de fungicidas, por otro lado, se ha detectado en altas

concentraciones en la parte teéricamente accesible del suelo (Pietrzak y McPhail, 2004).
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2.11. Metales en el suelo

Los metales en el suelo han provenido primero de la meteorizacion de las rocas,
pero luego las actividades humanas agregaron mucho mas. Metales como el As, Pb, Cd y
Hg no son necesarios para los seres vivos, pero otros, incluidos Mo, Mn, Ca, Mg, K, Na,
Cu, Fe, Co, Zn, Sc, V, Ni, Sny Cr, son elementos esenciales para las funciones biol6gicas.
Sin embargo, algunos niveles de concentracién generan consecuencias negativas en los
seres Vvivos; este es el caso cuando los seres humanos entran en contacto con los metales
al respirar particulas del suelo o ingerir alimentos contaminados. Ademas, las elevadas

concentraciones de metales tienen un efecto sobre la calidad del suelo (Reyez, 2010).

Debido a la dificultad de eliminar los metales del medio ambiente y la variedad de
formas quimicas que pueden adoptar, es importante comprender no solo la concentracion
general de metales, sino también las formas quimicas que pueden adoptar (especiacion)
y su biodisponibilidad debido a que determinan la toxicidad para el sistema biol6gico

(Fuentes, 2012).

2.12. Diversidad microbiana en el suelo

El suelo es un lugar donde los microorganismos pueden prosperar y formar
microcolonias en las particulas del suelo. El suelo a menudo tiene una concentracion
significativamente mayor de microorganismos que ambientes marinos (Atlas y Bartha,

2002).

Los nutrientes, la textura y la estructura del suelo tienen un impacto directo en los
tipos y abundancias de arqueas, bacterias, hongos, algas y protozoos que se encuentran
en un lugar especifico. Las bacterias y los hongos constituyen la mayor parte de la
abundante vida del suelo. Los microorganismos del suelo descomponen la materia
organica y juegan un papel fundamental en el ciclo biogeoquimico por su capacidad de
degradar contaminantes (principalmente actinomicetos) (Atlas y Bartha, 2002; Six et al.,
2006; Lal, 2007; Maier et al., 2009; Liu et al., 2020). Dado que los microorganismos del

suelo reaccionan rapidamente a los cambios en las circunstancias externas, la riqgueza de
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la comunidad microbiana del suelo suele utilizarse como indicador de su calidad (Rees et

al., 2001).

La vasta poblacion de microorganismos del suelo esta sujeta a una variedad de
condiciones que afectan su actividad y, como resultado, deben evolucionar para sobrevivir
en ambientes hostiles. Como resultado, las poblaciones de microbios del suelo estan en

constante evolucién y son dinamicas (Lavelle y Spain, 2021).

Los microorganismos tienen la capacidad Unica de mantener un suministro de
nutrientes de manera frecuente en los nutrientes a través del intercambio mutuo con su
entorno inmediato. Para que los microorganismos se reproduzcan, se deben cumplir
ciertos requisitos nutricionales. Estos parametros incluyen la disponibilidad de elementos
nutritivos a partir de los cuales los organismos pueden fabricar los componentes de su

cuerpo y recibir la energia que necesitan, a través de la oxidacién quimica (Castillo, 2012).

La disponibilidad de energia y de carbono, la composicién idnica y la interaccion
genética entre los microorganismos son solo algunos de los factores que pueden influir en
la actividad y la dindmica de las comunidades microbianas del suelo (Nannipieri et al.,

2003).

En gran medida, los microorganismos del suelo son responsables del reciclaje de
carbono, nitr6geno, azufre, fésforo y otros elementos al descomponer los desechos
organicos (Ros et al., 2002). En la ecologia del suelo, estas bacterias juegan un papel
crucial en la conversién de materiales organicos en energia (Nielsen y Winding, 2002;
Pepper y Gerba, 2005). Cabe mencionar que, pequefios y grandes agregados de suelo se

mantienen unidos por polisacéridos secretados por bacterias (Voroney, 2007).

2.13. Género Bacillus sp.
La capacidad de producir endosporas ha permitido que las especies de Bacillus se

dispersen globalmente, rasgo que les permite sobrevivir y prosperar en una amplia gama
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de ecosistemas, tanto humedos como secos, y en una variedad de situaciones climéticas

y ambientales (Tejera-Hernandez et al., 2011).

La gran mayoria de las especies de Bacillus son sapréfitas, lo que significa que
pueden prosperar a partir de la amplia variedad de sustratos organicos que se encuentran
en el suelo, lo que las convierte en principal reservorio de este grupo bacteriano, en este
entorno intrincado, una amplia variedad de microorganismos puede desarrollarse y

multiplicarse (McSpadden, 2004).

Bacillus, cuyo tamafio varia entre 0.5y 10 um, se caracteriza por su positividad a
la tincibon Gram, morfologia bacilar, motilidad flagelar y su capacidad para crecer
aerobicamente o en condiciones anaerdbicas facultativas. La variedad metabdlica de este
organismo puede atribuirse a sus condiciones éptimas de desarrollo a pH neutro y su
capacidad para prosperar en un amplio rango de temperaturas. Sin embargo, cabe sefalar
que la mayoria de las especies de este organismo sélo pueden vivir en un rango de

temperatura de 30 a 45°C.

Las endosporas de Bacillus, que ocurren durante la etapa de crecimiento vegetativo
y antes de la etapa de esporulacién, son importantes para la capacidad de la especie de

propagarse y volverse comun en los ambientes.

Primero, la bacteria prospera en un entorno propicio para su crecimiento y se
expande rapidamente por fisién binaria. La segunda etapa se inicia como medio de
proteccién ante peligros (crecimiento significativo de la poblacién, fuentes de alimento
insuficientes, condiciones ambientales adversas, incluidos niveles de salinidad,
temperatura y pH), Como resultado, la célula madre y una pre-espora surgida son
productos de la division celular asimétrica, esta comienza con la célula vegetativa cuando
forma la endospora. Después de esto, la pre-espora se ingiere y se transforma en una
nueva célula, rodeada de membrana externa e interna, en la célula madre. Mas tarde, la
pre-espora desarrolla una corteza (péptidoglucano modificado) para mantenerla segura.
Luego, la pre-espora se seca y completa su desarrollo. La endospora se libera de la célula
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madre cuando la muerte celular programada la ha lisado. Si las circunstancias ambientales
son adecuadas, la endospora puede comenzar sus operaciones metabdlicas y producir
una célula vegetativa (Errington, 2003; Tejera et al., 2011; College of Agriculture and Life
Sciences [Cals], 2016). Por lo cual, las cepas de esta especie bacteriana, que son capaces
de producir endosporas resistentes al calor y la humedad, son ideales para su uso en la

creacion de productos biotecnolégicos (Pérez et al., 2011).

2.14. Género Pseudomonas sp.

La familia Pseudomonadaceae incluye el género Pseudomonas. Los bacilos de
esta familia pueden ser perfectamente rectos o tener una curvatura muy pequefia y se
desarrollan en un ambiente aerdbico. Son bacterias flageladas polares gramnegativas,
incapaz de formar esporas y son quimioorganotréficos (Schelegel, 1997). Tienen una alta
concentracion de oxidasas y catalasas, una tolerancia acida limitada y poca capacidad
para desarrollarse a niveles de pH inferiores a 4.5. El rango metabdlico, la amplitud
ecoldgica y la adaptabilidad ambiental de este género se reflejan en su rica diversidad de
especies. Las propiedades biodegradables de este género lo hacen util para la eliminacién
de desechos de carbono, y también se puede utilizar para descomponer otros
contaminantes ambientales dafiinos y materiales de desechos organicos peligrosos,

incluidos el petrdleo y los hidrocarburos aromaticos (Batt y Tortorello, 2014).

Estos microbios pueden soportar una amplia variedad de condiciones ambientales,
incluidas temperaturas y humedad extremas. La amplia variedad de enzimas y rutas
metabdlicas a su disposicion y su extrema resiliencia les permiten prosperar en una amplia
gama de condiciones ambientales. Se han identificado méas de 200 especies de
Pseudomonas, y estas bacterias se pueden encontrar en una amplia gama de entornos

(incluidos, entre otros, lodo, agua de mar, vegetacion y fauna) (Bush, 2022).

2.15. Movilidad y biodisponibilidad de metales en el suelo
Los mecanismos de sorcion modifican la biodisponibilidad y movilidad de los

metales del suelo (Uchimiya et al., 2010); Es importante comprender la dinamica
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involucrada cuando los metales migran de una fase liquida mévil a la superficie de una
fase solida (Bradl, 2004). Los procedimientos de sorcion de contaminantes estan
influenciados por muchas variables mas all4 de la afinidad y la cinética de la sorcién del
suelo (Saeedi et al., 2018), la forma fisicoquimica en la que se encuentra el metal
(especiacioén) tiene un mayor impacto en la dindmica y toxicidad de los metales que la

concentracion total de metales (Segovia, 2014).

En cambio, su biodisponibilidad se refiere al porcentaje del metal que puede ser
absorbido y asimilado por los receptores en el suelo, mientras que su movilidad describe
qué tan rapido puede moverse un metal de un medio a otro (Pérez, 2005). Esto significa

que el metal no puede acumularse sin su forma biodisponible (Xiao et al., 2017).

2.16. Parametros del suelo y movilidad de metales

El potencial de iones de hidrogeno (pH), la textura del suelo, la conductividad
eléctrica (EC), el potencial redox y la biodisponibilidad de los metales son ejemplos de
caracteristicas fisicoquimicas del suelo, asi como, éxidos de hierro, manganeso y aluminio,
asi como la presencia de materia organica. Debido a que la mayoria de los metales no se
adsorben mucho a pH acido, con la excepcién de As, Mo, Se y Cr, la mayoria de los
metales son bastante méviles en este ambiente (Segovia, 2014). A diferencia de los suelos
arenosos, los suelos ricos en arcilla pueden retener metales debido a un mecanismo de

adsorcién en el complejo de intercambio (Larios, 2014).

Los metales reaccionan con la materia organica para generar complejos solubles,
asi el Cu, el Pb y el Zn pueden formar complejos organometalicos, haciéndolos mas
moviles. Sin embargo, los suelos cristalinos ricos en hierro y manganeso (6xidos e

hidroxidos) pueden fijar metales, especificamente As, Cuy Pb (Segovia, 2014).
2.17. Medios de cultivo

Los microorganismos se pueden cultivar en un laboratorio dandoles un entorno

cuidadosamente gestionado con la temperatura, la humedad y los nutrientes adecuados.
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Los cultivos se pueden clasificar como discontinuos (donde los nutrientes se agregan a
intervalos regulares) o continuos (donde los nutrientes se agregan continuamente) segun
el medio en el que crecen. Podemos clasificarlos como no selectivos, selectivos,

diferenciales o selectivos-diferenciales.

— Los no selectivos son ricos en nutrientes y a menudo se emplean para recuentos

totales de microflora o para transferir y conservar microorganismos puros.

— Eldesarrollo de microorganismos competidores se inhibe en un medio selectivo, lo que
permite que se desarrolle el microbio de interés. Los quimicos selectivos apropiados

son cruciales para el éxito de este medio.

— Medios diferenciales, en los que las colonias de un determinado microbio pueden ser
identificadas por uno de los componentes del medio, permitiendo tanto la identificacion
general de los cultivos como la erradicacion de cultivos sospechosos falsos (Yousef,

2006).

— Cuando estas dos ultimas cualidades se combinan, las llamamos medios diferenciales

selectivos.

Figura 4

Tipos de medios de cultivo.

MEDIOS

| ' |
7 \7 W 7

No selectivos Selectivos Diferenciales Selectivos-diferenciales

Nota: Fuente: Castillo, 2012.
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2.18. Microorganismos resistentes y tolerantes a metales pesados

Los metales pesados son muy dafiinos, por lo que los suelos contaminados con
estos metales sustentan una escasa poblacion de microbios; de ello se deduce que las
especies de microorganismos que pueden sobrevivir en entornos de alto riesgo deben ser
tolerantes o resistentes a los metales. Las frases "resistencia" y "tolerancia” se han usado
indistintamente. Una definicion de "resistencia” es la capacidad de un microorganismo para
someterse a procesos de desintoxicacion que le permitan resistir a los efectos toxicos de
los metales. La “tolerancia” es la cualidad inherente del microorganismo o el ajuste
ambiental de la toxicidad del elemento que le permiten persistir a pesar del impacto adverso

(Dhal et al., 2013).

La capacidad de estas bacterias para prosperar depende de una serie de variables
ambientales, que incluyen, entre otras, la nutricion, el pH y, lo que es mas importante, la
humedad y la temperatura (Zilli et al., 2003). También es bien conocido que factores como
las tasas de aireacion, la presencia de cultivos, la época del afio y la profundidad del suelo
pueden tener un efecto sobre los microorganismos presentes en el suelo (Kavaruma y

Espoésito, 2010).

En la Tabla 1 se aprecian alginas especies de bacterias que pueden remover y

transformar ciertos metales pesados.
Tabla 1

Especies de Bacillus y Pseudomonas utilizados para la biorremediacion.

METAL
MICROORGANISMO REFERENCIA
PESADO
Bacillus lichenifomis, Pseudomonas Cd Ammer et al. (2014)
fluorescens
Pseudomonas sp, Bacillus sp. Cr (V1) Dhal et al. (2013)

Nota: Fuente: Beltran y Gémez, 2016.
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2.19. Tecnologias de remediacion

Se define como cualquier accion utilizada para alterar las propiedades quimicas o
fisicas de un contaminante en el suelo, asi como en las aguas subterrdneas a fin de reducir
su toxicidad, movilidad o concentracion en el medio ambiente se considera un tratamiento
reparador. Existe diversos métodos fisicos, quimicos o biologicos destinados a aislar o
destruir contaminantes de los componentes ambientales que ahora estan disponibles para
la rehabilitacion de &reas contaminadas. La decision entre ellos estd determinada por
factores que incluyen las propiedades inherentes del medio y del contaminante, la
efectividad esperada de los tratamientos, la factibilidad técnico-econdmica de los

tratamientos y el tiempo proyectado para llevarlos a cabo (Fundacién Chile, 2015).

El uso de enfoques biotecnoldgicos en biorremediacién tiene varias ventajas sobre
los enfoques fisicoquimicos ya que se basan en la actividad natural de microorganismos y
puede lograr la degradacion completa del contaminante. EI desarrollo de sondas y
biosensores y la biorremediacion mediada por biosurfactantes se pueden aplicar con éxito
para aumentar la lenta tasa de biodegradacion de remediacion de desechos mediada por
microorganismos Yy, por lo tanto, puede mejorar la eficacia de las técnicas de

biorremediacion en el tratamiento de desechos. (Vineet Kumar et.al; 2021)

2.20. Tratamiento bioldgico

Los organismos vivos (plantas, bacterias, hongos, etc.) se utilizan en procesos de
biorremediacion con el propdsito de degradar, transformar y/o eliminar sustancias quimicas
peligrosas, los organismos tienen la capacidad de catabolizar productos de desecho y
convertirlos en nutrientes y energia utilizable. Las vias de degradacion de los
contaminantes orgéanicos, como los procesos de oxidacion-reduccién, pueden diferir de un
contaminante a otro y de una especie microbiana a otra, los procesos de sorcion, el
intercambio i6nico, la formacion de complejos y la quelacion son solo algunas de las
reacciones que pueden utilizarse para inmovilizar metales. Los métodos de

biorremediaciéon varian en términos del tipo de organismos utilizados propios del sitio
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contaminado (nativos) o externos (exdgenos), si se llevan a cabo in situ 0 ex situ, y si hay

oxigeno presente (aerdbico) o ausente (anaerdbico) (Fundacion Chile, 2015).

La frase "biorremediacion” se refiere al empleo de organismos para descomponer
productos quimicos y, como concepto amplio, abarca todos los procedimientos y
actividades utilizados para restaurar un medio ambiente contaminado. El término
"biorremediacién” se refiere al proceso de eliminacién o reduccién de toxinas ambientales
mediante el empleo de microorganismos o procesos microbianos (Garbisu y Alkorta, 2003).
Las capacidades catabdlicas de las bacterias que emplean los contaminantes para su

crecimiento son esenciales para estos procesos (Soto et al., 2010).

2.21. Biotransformacién de metales

Como resultado, los tratamientos de biorremediacién pueden controlar si los
metales en los suelos se movilizan o inmovilizan a través de estos procesos. El adsorcion,
la quelaciéon por metabolitos siderdforos (quimicos quelantes de hierro liberados por
microorganismos), las transformaciones bajo potenciales especializados de reduccion-
oxidacion (redox), la metilacion y la posterior volatilizacion son formas en que los microbios
pueden movilizar metales. Los metales pesados pueden inmovilizarse mediante su
conversién a un estado metalico menos bioactivo. Al reducir los metales y vincular este
proceso con la oxidacion de acidos organicos, alcoholes, H, 0 compuestos aromaticos, las
bacterias pueden ayudar en la biodegradacion de sustancias quimicas organicas

peligrosas (Emenike et al., 2018).
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Figura5

Esquema de operacion de los microorganismos.

Bioacurmulacion

Biosorcion
Biomineralizacion
v JH % AA
Microorganismo g
Quimiosorcidn mediada

Biotransformacion J

por mMicroorganismos
=M. PO,

= M,PO,

Nota: Fuente: Fundacién Chile, 2015.

2.22 Estandar de Calidad Ambiental (ECA)

Es el punto de referencia por el cual determinamos si la concentraciéon de un elemento,
sustancia o parametros biol6gicos, fisicos y quimicos, presentes en los diferentes
componentes ambientales (cuerpos de aire, agua 0 suelo en sus estados receptivos) no
representan riesgo significativo para el medio ambiente y la salud humana. Se pueden
expresar en valores maximos, minimos y rangos para indicar la concentracion o el grado,

segun el tipo de parametro que se utilice (Ministerio del Ambiente, 2014).

2.23. Normativa nacional e internacional para calidad de suelo
Los Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para suelos fueron ordenados
mediante Decreto Supremo N° 011-2017-MINAM, que es la base de la ley ambiental

peruana. Las concentraciones de los compuestos metalicos se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2

Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para suelo.

Parametros en Usos del Suelo
mg/kg Suelo Agricola Suelo Residencial / Suelo Comercial /
Parques Extractivo /
Industrial

Arsénico 50 50 140

Bario 750 500 2000
Cadmio 14 10 22

Cromo * 400 1000

Plomo 70 140 800

Nota: Fuente: Ministerio del ambiente (2017).

Para los parametros que no estadn considerados en la Tabla 2, Las "Norma
canadiense para la calidad del suelo" para la "Proteccion de la salud humana y ambiental”
se utilizardn como norma rectora como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3

Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para suelo.

Parametros en Usos del Suelo
mg/kg Suelo Agricola Suelo Parque / Suelo Comercial /
Residencial Industrial
Talio 1 1 1
Vanadio 130 130 130
Selenio 1 1 2.9
Cobalto 300 300 300
Berilio 4 4 8
Niquel 45 45 89
Molibdeno 40 40 40
Antimonio 40 40 40
Estafio 300 300 300

Nota: Fuente: Norma Canadiense de Calidad de Suelos (2022).

Para el caso de los parametros que no estan considerados en las Tablas 2 y 3 se
utilizar& el limite que fue impuesto por la normativa establecida por el Comision Nacional

del Medio Ambiente (CONAMA) de Brasil, como se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4

Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para suelo

Parametros en Usos del Suelo
mg/kg Suelo Industrial /
Comercial
Plata 100
Cobre 600
Zinc 2000

Nota: Fuente: Consejo Nacional del Ambiente (2010).
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Capitulo Ill. Desarrollo del trabajo de investigacion

3.1. Ubicacién geogréfica del area de estudio

El area para la investigacion se encuentra ubicado en el distrito de Yauli, provincia
de La Oroya, region Junin. En la Tabla 5 se georreferencia las coordenadas en UTM
(Universal Transverse Mercator) y en WGS84 (World Geodetic System 1984) del area de
estudio las que fueron determinadas mediante el sistema GPS. El area total de estudio es

de aproximadamente 0.60 ha.

Tabla b

Coordenadas Geogréaficas del Area de Estudio

Punto Zona Norte Este
Vi 8714725 0386645
V2 8714737 0386752
V3 8714751 0386815

B 18L
V4 8714787 0386842
V5 8714806 0386856
V6 8714818 0386855

Nota: Fuente: Elaboracion propia.

3.2. Toma de muestras de suelo

Se recolecté las muestras de suelo segun la Guia Para el Muestreo de Suelos
(Ministerio del Ambiente, 2014) y los procedimientos establecidos por CERTIMIN. Se
determiné un nimero de puntos de muestreo de acuerdo a lo indicado por la guia del

Ministerio del Ambiente. Ver Tabla 6.
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Tabla 6

Numero minimo de puntos de muestreo para el Muestreo de Identificacion.

AREA DE POTENCIAL INTERES PUNTOS DE MUESTREO EN

(HA) TOTAL
0.1 4
0.5 6

1 9
2 15
3 19
4 21
5 23
10 30
15 33
20 36
25 38
30 40
40 42
50 44
100 50

Nota: Fuente: Ministerio del Ambiente (2014).
3.3. Lugar de ejecucidn
Los ensayos del proyecto de investigacion fueron desarrollados en el Laboratorio
de Parasitologia (LA79) de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la Universidad Ricardo
Palma ubicado en Av. Benavides 5440, en el distrito de Santiago de Surco, Lima, donde a
partir de muestras de suelo se aislaron las bacterias del género Bacillus sp. vy
Pseudomonas sp. La biomasa generada de los microorganismos se aplicé para el

tratamiento las muestras de suelo tomadas del area de estudio.

3.4. Tipo de investigacion

El estudio es de caracter experimental, debido a que se busca con un tratamiento
biologico (biorremediacion) reducir los niveles de contaminacion de metales en suelos a
escala de laboratorio para el aislamiento de bacterias propias del mismo suelo como son

Bacillus sp. y Pseudomonas sp.
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3.5. Variables

Las variables son:
3.5.1. Variable dependiente: Capacidad de biorremediacién de metales pesados.
3.5.2. Variable independiente: Presencia de Bacillus sp. y Pseudomonas sp.
3.5.3. Variables ambientales: Humedad, Conductividad eléctrica, Temperatura y pH.

3.6. Muestreo

Las muestras de suelo fueron recolectadas el 17 de Julio del 2022 segun lo
establecido en la Guia Para el Muestreo de Suelos del Ministerio del Ambiente (Ministerio
del Ambiente, 2014) y el procedimiento de CERTIMIN, para el Muestreo de Identificacion.
El &rea de estudio fue aproximadamente de 0.6 ha, le correspondié un minimo de 6 puntos
los cuales fueron tomadas de forma aleatoria segun lo indicado en la Guia del Ministerio
del Ambiente, considerando que las 6 muestras tomadas abarquen la totalidad del Area de
Estudio y sean muestras representativas. Las coordenadas UTM (Universal Transverse
Mercator) y en WGS84 (World Geodetic System 1984) de los puntos de muestreo se

enumeran en la Tabla 7.
Tabla 7

Coordenadas Geograficas de Los Puntos de Muestreo

PUNTO ZONA NORTE ESTE

SU-01 8714741 0386699
© SU-02 8714762 0386746
© SU-03 8714756 0386779
- SU-04 1ot 8714773 0386819
~ SU-05 8714797 0386825
~ SU-06 8714814 0386851

Nota: Fuente: Elaboracion propia.

3.7. Método de presencia/ausencia de bacterias en el suelo
Se preparo6 el Caldo Nutritivo de la marca HIMEDIA que permite el crecimiento de
microorganismos mediante esta prueba inicial evidenciaremos la presencia, asi como

ausencia de microorganismos en las muestras de suelo. Se prepar6 Caldo Nutritivo en la
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concentracion de 8 gramos en 1 L de agua destilada, en total se prepararon 2 L de Caldo
Nutritivo, posteriormente el Caldo Nutritivo se ha distribuido en 12 frascos de vidrio un
volumen de 150 mL. Posteriormente se colocaron en autoclave para su esterilizacion a
121°C durante 15 minutos. Después de enfriar a temperatura ambiente, se agregé 50 g

de suelo a cada frasco y fueron colocados en la estufa durante 24 a 48 horas a 35°C.

La fermentacién del caldo nutritivo al final del periodo de incubacion demostr6 de
manera concluyente que las bacterias se habian multiplicado. (Turbidez, precipitado y

formacion de burbujas en el Caldo Nutritivo).

3.8. Preparacion de medios de cultivo
Fueron preparados medios de cultivo diferenciado en este caso el Agar Nutritivo y

Agar Cetrimide para Bacillus sp. y Pseudomonas sp. respectivamente.

El agar se disolvié en agua destilada a razén de 28 g por 1 L para el Agar Nutritivo
y 45 g por 1 L para el Agar Cetrimide. Luego, los dos medios de cultivo fueron esterilizados

en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Para evitar la contaminacion secundaria del medio de cultivo, se roci6 el espacio
de trabajo del Laboratorio de Parasitologia con un aerosol de la marca Lysol y se limpi6 la

mesa de trabajo con toallas de papel y alcohol de 70°.

Después de esterilizar el lugar de trabajo y el entorno circundante con un mechero
Bunsen, el medio de cultivo se ha distribuido en 60 placas Petri de 100 x 15 mm, de las
cuales 30 fueron destinadas para cada medio de cultivo diferenciado, de esas 30 placas,
18 eran para el recuento del nUmero de bacterias y 12 para el ensayo presencia y ausencia

de bacterias.

3.9. Preparacion de diluciones
En un matraz de 500 mL, se agregaron 25 g de muestra de suelo a 225 mL de agua
peptonada y se agitdé hasta que la mezcla fue uniforme. Luego, utilizando una pipeta de

10 mL y una pipeta mecanica, se pipetearon 9 mL de agua peptonada en doce tubos de
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ensayo de 16 x 100 mm. Después de eso, se utilizaron tapones de rosca de plastico de
baquelita para sellar herméticamente los tubos antes de esterilizarlos en autoclave a

121 °C durante 15 minutos.

Luego se desinfectd el area de trabajo del Laboratorio de Parasitologia con un
aerosol de la marca Lysol y la mesa de trabajo con papel toalla y alcohol de 70° para evitar
contaminacién secundaria en los medios de cultivo, se realizaron las diluciones frente al

mechero Bunsen.

Las diluciones necesarias se escribieron en las etiquetas de los tubos de ensayo
para facilitar este proceso (10?1, 102y 10%), se tom6 una muestra de 1000 pL o 1 mL de la
mezcla de suelo previamente preparada con agua peptonada utilizando una micropipeta,
y se transfirié al tubo de ensayo asignado para la dilucién 102, después de poner la tapa,
se homogeneiz6 en el mezclador vortex durante 1 minuto. Luego de eso, se transfirio 1000
uL o 1 mL, de la diluciéon 102 al tubo de ensayo que contenia el contenido de la dilucién

102y la mezcla se homogenizé en el agitador vortex durante 1 minuto.

Se prepararon muestras de suelo en varias concentraciones (10, 102, 10®) antes
de sembrarlas mediante la técnica de diseminacion sobre una superficie de agar en un

volumen de 100 pL equivalente a 0.1 mL.

3.10. Siembra de muestras

Previamente a la técnica de siembra de las muestras obtenidas de la dilucién 1073,
se desinfect6 el area de trabajo del Laboratorio de Parasitologia con un aerosol de la marca
Lysol y la mesa de trabajo con papel toalla y alcohol de 70° para evitar contaminaciones
secundarias en los medios de cultivo. Luego, las placas Petri con Agar Nutritivo y Agar
Cetrimide fueron utilizadas para la siembra. El asa de Drigalsky se esterilizé con el mechero
Bunsen y luego se abrié con cuidado una placa de Petri por un extremo. Posteriormente,
se introdujeron en ella 100 L de la dilucién 107 con la ayuda de una micropipeta, utilizando
un asa de Drigalsky que habia pasado por el proceso de esterilizacion, la diluciéon se

distribuy6 uniformemente sobre la superficie del Agar Nutritivo y del Agar Cetrimide, y la
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placa se sell6 rapidamente para evitar la contaminacion, este proceso de hizo por triplicado
para el recuento de bacterias de Bacillus sp. y Pseudomonas sp. respectivamente. Se
siguié el mismo paso con las diluciones 10 para todas las muestras de suelo realizando
por triplicado para cada dilucién de muestras de suelo obteniendo 18 placas Petri en total
para cada especie de bacterias. Luego, las placas de Petri fueron colocados en la estufa

a 37 °C durante 24 horas.

Posteriormente se esterilizé el asa de Kolle para hacer la siembra para el ensayo
presencia y/o ausencia de Bacillus sp. y Pseudomonas sp. en las muestras, este proceso
se hizo por duplicado para cada dilucién 10 de cada muestra de suelo. En total se obtuvo

12 placas Petri en total para cada especie de bacteria.

Posteriormente se ha observado el crecimiento de las colonias en las Placas Petri
sembradas y se document6 una descripcién morfolégica detallada de cada colonia. Esta
descripcion incluyé parametros como color, forma, tamafio, textura, entre otros, y también

se generaron registros fotogréaficos de las colonias observadas.

3.11. Aislamiento de microorganismos
Luego de la siembra de muestras, los microorganismos que crecieron en los medios
de cultivos diferenciales fueron seleccionados para realizar la evaluacién macroscépica

para analizar si pertenecen al género Bacillus sp. o al género Pseudomonas sp.

Para el aislamiento de microorganismos de las muestras de suelo, se escogen las
cepas que correspondian a los géneros Bacillus sp. y Pseudomonas sp., para generar la

biomasa de las cepas de Bacillus sp. y Pseudomonas sp.

Se desinfecto el area de trabajo del Laboratorio de Parasitologia con un aerosol de
la marca Lysol y la mesa de trabajo con papel toalla y alcohol de 70° para evitar
contaminaciones secundarias en los medios de cultivo. Luego, se coloco las placas Petri
contenidas de Agar Nutritivo y Agar Cetrimide frente al mechero Bunsen. A cada placa de

Petri se le asigné un codigo Unico. Se utilizo un asa bacterioldgica circular de 5 mm de
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didmetro y esterilizada en mechero Bunsen, se dejo enfriar durante aproximadamente 5
segundos y se abrid cuidadosamente una placa Petri para sembrar la cepa.
Posteriormente, el asa bacteriolégica se sometidé nuevamente a esterilizacion. Las
colonias adicionales se trataron de la misma manera. Las placas de Petri fueron colocadas

en una estufa a 37°C durante 24 horas para el crecimiento de los microorganismos.

3.12. Siembra de Bacillus sp. y Pseudomonas sp. de las colonias de cepas

Los medios de cultivo diferenciales de Agar Cetrimide y Agar Nutritivo se utilizaron
para Pseudomonas sp. y Bacillus sp. respectivamente, para cada medio de cultivo en la
proporcion de 22.5 g de Agar Cetrimide en 500 mL de agua destilada y de 14 g de Agar
Nutritivo en 500 mL de agua destilada. Ambos medios fueron agitados lentamente vy
calentados parcialmente para lograr una homogenizacién de los medios de cultivo,
posteriormente se llevé a esterilizar los medios de cultivo en autoclave a 120 °C durante

15 minutos.

Para evitar la contaminacion secundaria del medio de cultivo, se rocié el espacio
de trabajo del Laboratorio de Parasitologia con un aerosol desinfectante de marca Lysol y
se limpi6 la superficie de trabajo con toallas de papel y alcohol de 70°. Luego se vertieron
aproximadamente 20 mL de cada medio en cada placa de Petri logrando obtener 25 placas
para cada medio de cultivo. A continuacién, se empleé la Técnica de Puncién, que consistié
en perforar cuidadosamente el centro de la placa para extraer una pequefia muestra de las
colonias obtenidas (apartado 3.11). El mango recto se esteriliz6 en un mechero Bunsen,
antes de transferir la muestra a una placa Petri que contenia medio de cultivo diferencial.
Luego las placas Petri fueron colocados en estufa a 37°C durante 24 h para el desarrollo

de las colonias de las cepas elegidas.

Mediante este método de siembra se logr6 observar las -caracteristicas
macroscopicas de colonias y mediante tincion diferencial de Gram las caracteristicas

microscépicas de las cepas seleccionadas de las muestras de suelo.
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3.13. Observacion macroscépica de Bacillus sp. y Pseudomonas sp.

Las colonias crecidas en los medios de cultivo de Agar Nutritivo y Agar Cetrimide para
Bacillus sp. y Pseudomonas sp. respectivamente fueron evaluadas segun las
caracteristicas morfoldégicas como diametro, consistencia, forma, bordes, superficie, color,
presencia o ausencia de brillo; se realizé la clasificacion de las colonias hasta el taxén
género segun los criterios establecidos morfolégicamente de la colonia contrastados con
el Manual de Bergey de Bacteriologia Sistemética, volumen 2 (Brenner et al., 2005) y
volumen 3 (Vos et al., 2009). Se evidenciaron con registro fotografico correspondiente para

cada colonia de las cepas.

3.14. Observacion microscOpica de Bacillus sp. y Pseudomonas sp.

Las cepas aisladas del suelo contaminado, Bacillus sp. y Pseudomonas sp. se
sometieron a caracterizaciéon microscOpica empleando la técnica de tincion diferencial de
Gram, que es un tipo de tincién diferencial cominmente empleada para visualizar

bacterias. Este método implica el uso de Cristal Violeta, Safranina, Lugol y un Decolorante.

Previamente se desinfecto el laboratorio de Parasitologia con Lysol y la mesa de
trabajo con papel toalla y alcohol de 70°, esta técnica consiste en sembrar con un asa de
Kolle esterilizada a fuego directo sobre un mechero Bunsen una cantidad 6ptima de la
colonia obtenidas (inciso 3.12) sobre la lamina portaobjetos con una gota en agua
destilada. Luego se dej6o secar la lamina portaobjetos al fuego del mechero
cuidadosamente durante aproximadamente 5 minutos evidenciandose luego del secado la
existencia de una mancha sobre la lamina portaobjetos. Posteriormente se agregaron con
la ayuda de goteros los colorantes de tincion Gram de la siguiente manera; una gota de
Cristal de Violeta encima de la muestra ya fijada al calor durante 1 minuto, después de
lavar con agua destilada, se agreg6é una gota de Lugol durante 1 minuto antes de
enjuagarla nuevamente y se agreg6 unas gotas de decolorante. Finalmente, se agregd una

gota de Safranina, se volvié a enjuagar con agua destilada. Luego se dejé secar la ldmina

36



con la muestra durante 5 minutos sobre el mechero. Posteriormente, se coloco en el

microscopio la ldmina coloreada para su observacion en objetivo de 100x.
3.15. Pruebas bioguimicas para Bacillus sp.

3.15.1. Hidrdlisis de almidén en placa

Colocar en un frasco 250 mL de agua destilada, luego agregar 7.5 g de agar
Nutritivoy 7.5 g de almidén (maicena). Luego homogenizar por agitacion el medio de cultivo
formado. Después de eso, se esterilizé en autoclave los medios de cultivo a 121 grados

Celsius durante 15 minutos.

Se desinfecto6 el Laboratorio de Parasitologia con Lysol y la mesa de trabajo con
papel toalla y alcohol de 70°, para que posteriormente se vierta el medio de cultivo de agar
almidén un volumen de aproximadamente 20 mL de medio en cada placa de Petri.
Después con la ayuda de un asa de Kolle esterilizada a fuego directo en un mechero
Bunsen se tomé una pequefia muestra de las colonias de cepas obtenidas (inciso 3.12)
para sembrar utilizando la técnica de estria simple que consiste en hacer un rayado suave
en forma de zigzag en la placa de Petri conteniendo los medios de cultivo de agar Almidon.
Las colonias de cepas fueron colocadas en la estufa durante 24 horas a 37 grados Celsius.
El propésito de esta prueba es determinar la producciéon de la exoenzima a-amilasa. Se
agrego6 con la ayuda de un gotero de 2 a 3 gotas de lugol para que cubran el cultivo; el
resultado ser& positivo si se produce un area clara alrededor del cultivo y seréa negativo si

se produce un color azul oscuro alrededor del cultivo.

3.15.2. Prueba de lecitinasa

Se coloc6 en un frasco 250 mL de agua destilada, luego se agreg6 7.5 g de agar
Nutritivo. Una vez preparado el medio de cultivo, se agité para asegurar la uniformidad.
Luego se coloco el medio de cultivo en autoclave a 121 ° C durante 15 minutos. Después
de que el agar nutritivo se hubiera enfriado a 48 °C después de haber sido esterilizado en

una autoclave, se afiadi6é la emulsion de yema de huevo estéril.
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Posteriormente se desinfecto el Laboratorio de Parasitologia con Lysol y la mesa
de trabajo con papel toalla y alcohol de 70°, para que posteriormente se vierta el medio de
cultivo de agar almidén un volumen de aproximadamente 20 mL de medio en cada placa
de Petri. Luego con la ayuda de un asa de Kolle esterilizada a fuego directo en un mechero
Bunsen se tom6 una pequefia muestra de las colonias de cepas obtenidas (inciso 3.12)
para sembrar utilizando la técnica de estria simple que consiste en hacer un rayado suave
en forma de zigzag en la placa de Petri conteniendo los medios de cultivo de agar Nutritivo
mas yema de huevo. Las colonias de la cepa fueron colocadas en la estufa durante 24
horas a una temperatura de 37°C. El objetivo de este experimento es determinar la
produccion de esta enzima por microorganismos especificos, que poseen la capacidad de
actuar sobre la lecitina, un compuesto organico que se encuentra principalmente en la
yema del huevo y que contiene nitrégeno y fosfato. Se logra un resultado positivo cuando
el crecimiento microbiano da como resultado la formacién de una zona opaca alrededor de

la lecitina de yema de huevo hidrolizada.

3.15.3. Hidrdlisis de gelatina

Se puso en un frasco 250 mL de agua destilada, luego se agregé 7.5 g de agar
Nutritivo y luego se agreg6 10 g de gelatina. Luego se homogenizé por agitacion el medio
de cultivo agar Nutritivo con gelatina. Luego, el medio se esterilizé en autoclave a 121 °C

durante 15 minutos.

Posteriormente se desinfect6 el Laboratorio de Parasitologia con Lysol y la mesa
de trabajo con papel toalla y alcohol de 70°, para que luego se vierta el medio de cultivo
de agar Nutritivo con gelatina un volumen de aproximadamente 20 mL de medio en cada
placa Petri. Después con la ayuda de un asa de Kolle esterilizada a fuego directo en un
mechero se tomé una pequefia muestra de las colonias de cepas obtenidas (inciso 3.12)
para sembrar utilizando la técnica de estria simple que consiste en hacer un rayado lineal
suave en la placa de Petri conteniendo el medio de cultivo de agar Nutritivo con gelatina.

Las colonias de cepas fueron colocadas en estufa durante 24 horas a 37 °C. Luego post-
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incubacion se colocaron las placas en la nevera durante 30 minutos. El propésito de esta
prueba es la produccion de la exoenzima gelatinasa. El resultado sera positivo si la gelatina

se mantiene liquida al sacarla de la nevera y negativa si se solidifica.

3.15.4. Prueba del citrato

Esta prueba bioguimica se cre6 utilizando agar citrato Simmons, que revelara si las
colonias de cepas utilizan citrato como fuente de carbono. Durante 15 minutos a 121 °C,
se esterilizé en autoclave agar citrato de Simmons. Después con la ayuda de una pipeta
se coloc6é 3 mL de agar de citrato de Simmons en tubos de ensayo, luego se dejé enfriar
los tubos con un ligero angulo de inclinacién. Luego con la ayuda de un asa de Kolle
esterilizada a fuego directo en un mechero Bunsen se tomé una pequefia muestra de las
colonias de cepas obtenidas (inciso 3.12) para sembrar utilizando la técnica de estria
simple de cultivos de las cepas en los tubos conteniendo el medio de agar de citrato de
Simmons. Luego, los tubos de ensayo de cada cepa fueron colocadas en la estufa a
37 °C durante 24 horas. El resultado sera positivo cuando se torne de color azul que indica
condiciones alcalinas cuando el acido citrico se metaboliza, se produce amonio y Na* y el

resultado es negativo de color verde.

3.15.5. Crecimiento a diferente concentracién de NaCl

Se puso en un frasco 500 mL de agua destilada, luego se agregé 14 g de agar
Nutritivo. Luego se homogeniz6 por agitacion el medio de cultivo agar Nutritivo. Después,
se le coloc6 en cuatros frasco de 150 mL un volumen de 100 Ml de agar nutritivo preparado
anteriormente, luego se agregé NacCl al 2%, 7%, 10% y 15%, posteriormente se colocd con
una pipeta un volumen de 5 mL a 12 tubos de ensayo para las 4 concentraciones de agar
nutritivo con NaCl. Luego se colocé los tubos de ensayo en autoclave a 121°C durante 15

minutos.

Después, con la ayuda de un asa recta, esterilizada a fuego directo en un mechero,
se tomO una pequefia muestra de las colonias de cepas obtenidas (inciso 3.12) para

sembrar utilizando la técnica de Puncién que consiste en introducir una muestra
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representativa en el medio liquido. Los tubos de ensayo que contenian las distintas cepas
en cada concentracion fueron colocados en la estufa a 37°C durante 24 horas para permitir
que se desarrollaran las colonias de cepas. El resultado es positivo si se torna turbia el

medio de cultivo liquido y sera negativa si se mantiene el color inicial del medio liquido.

3.15.6. Crecimiento de cepas a diferentes pH

Se coloc6 en un frasco 500 mL de agua destilada, luego se agregd 14 g de agar
Nutritivo, homogenizé por agitacion el medio de cultivo. Luego, se distribuy6 en cuatros
frasco de 150 MI un volumen de 100 mL de agar nutritivo preparado anteriormente.
Posteriormente se le agregd vinagre al medio de cultivo de agar nutritivo un volumen para
obtener un pH de 3 y 5 respectivamente; y se agreg6 hidroxido de sodio al medio de agar
nutritivo para obtener un pH de 10. Se coloc6 con una pipeta un volumen de 5 mL a 12
tubos de ensayo para las 3 concentraciones de pH. Después, se colocaron los tubos de

ensayo en autoclave a 121°C durante 15 minutos.

Posteriormente, con la ayuda de un asa recta esterilizada a fuego directo en un
mechero Bunsen se tomé una pequefia muestra de las colonias de cepas obtenidas (inciso
3.12) para sembrar utilizando la técnica de Puncién que consiste en introducir una muestra
representativa en el medio liquido. Posteriormente, los tubos de ensayo que contenian las
distintas cepas en cada concentracion fueron colocadas en la estufa a 37 °C durante 24
horas. El resultado es positivo si se torna turbia el medio de cultivo liquido y sera negativa

si se mantiene el color inicial del medio liquido.
3.16. Pruebas bioquimicas para Pseudomonas sp.

3.16.1. Prueba de oxidasa

Con la ayuda de tiras de oxidasa, se procedio a realizar la prueba de oxidasa para
cada colonia de cepa obtenida para las Pseudomonas sp., con este método podemos
determinar si la enzima oxidasa esté presente o no. Se tomd una muestra representativa
de las cepas de colonias obtenidas con la ayuda de un asa de Kolle esterilizada a fuego
directo en un mechero Bunsen dicha muestra fue colocada en la tira de oxidasa cubriendo
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toda la parte que contiene el medio de evaluacion de oxidasa. El resultado es positivo si

se torna un color azul/parpura el cambio es notable en aproximadamente 15 segundo y

sera negativo si permanece del mismo color.

3.17. Disefio experimental de tratamiento

Para este procedimiento, se seleccionaron doce cepas de Bacillus sp. y tres cepas

de Pseudomonas sp., las cepas enumeradas en la Tabla 8 se seleccionaron en funcién de

sus diversos atributos, que abarcan factores como tamafno (pequefio, mediano, grande),

color (blanco, amarillo, marrén, verdoso), brillo de la superficie, textura (seca, mucoide),

apariencia del borde. (lisa, ondulada, estriada, filamentosa) y elevacion (plana, convexa,

elevada, umbeliforme, etc.).

Tabla 8

Bacillus sp. y Pseudomonas sp. utilizados en la biorremediacion.

N° DE CEPA CLASIFICACION TRATAMIENTO A SER MUESTRA DE
AISLADA TAXONOMICA INCORPORADO SUELO
CepaN° 1 Bacillus sp. Tratamiento N° 1 SuU-01
Cepa N° 2 Bacillus sp. Tratamiento N° 1 SU-01
Cepa N° 3 Bacillus sp. Tratamiento N° 1 SU-01
Cepa N° 4 Bacillus sp. Tratamiento N° 2 SuU-04
Cepa N° 5 Bacillus sp. Tratamiento N° 2 SuU-04
Cepa N° 6 Bacillus sp. Tratamiento N° 2 SU-04
Cepa N° 7 Bacillus sp. Tratamiento N° 4 SU-03
Cepa N° 8 Bacillus sp. Tratamiento N° 4 SU-03
Cepa N° 9 Bacillus sp. Tratamiento N° 4 SU-03
Cepa N° 10 Bacillus sp. Tratamiento N° 3 SU-06
Cepa N° 11 Bacillus sp. Tratamiento N° 3 SU-06
Cepa N° 12 Bacillus sp. Tratamiento N° 3 SU-06
Cepa N° 13 Pseudomonas sp.

Cepa N° 14 Pseudomonas sp. Tratamiento N° 1, N° 2, SU-03, SU-06, SU-

N°3y N° 4 04, SU-01

Cepa N° 15 Pseudomonas sp.

Nota: Fuente: Elaboracion propia.
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3.18. Realizacion de tratamientos
Muestras de suelo de Yauli, La Oroya, que estaban contaminadas con metales, se
almacenaron en 12 recipientes de plastico transparente, cada uno de los cuales media 35

cm de largo, 12 cm de alto y 20 cm de ancho, y contenian un total de 6 L.

De cada muestra de suelo obtenida durante la fase de identificacion del sitio que
fueron SU-01, SU-02, SU-03, SU-04, SU-05 y SU-06, se colocaron aproximadamente 3 kg
de suelo en los envases de recipientes plasticos de capacidad de 6 L obteniendo 12 sub
muestras de las 6 muestras generales, asignandoles los siguientes rétulos SU-01), SU-
01¢), SU-02(1y, SU-022), SU-03(1), SU-03(2), SU-04(1), SU-04(2), SU-05(1), SU-05¢2), SU-06(3)
y SU-06(;), de esta manera, se adquirieron doce contenedores de plastico para su uso en

la implementacion del tratamiento.

Posteriormente, se le aplic6 600 mL del Tratamiento N° 1, que viene siendo la
combinacién de 200 mL de las cepa N° 1, cepa N° 2, cepa N° 3, Tratamiento N° 2 que
viene siendo la combinacién de 200 mL de las cepa N° 4, cepa N° 5, cepa N° 6, Tratamiento
N° 3 que viene siendo la combinacion de 200 mL de las cepa N° 10, cepa N° 11, cepa N°
12 y Tratamiento N° 4 que viene siendo la combinacion de 200 mL de las cepa N° 7, cepa
N° 8 y cepa N° 9, esta distribucion de tratamientos se desarroll6é para las con las cepas de

Bacillus sp.

De manera posterior, se le aplico 600 mL del Tratamiento N° 1, que viene siendo la
combinacién de 200 mL de las cepa N° 13, cepa N° 14, cepa N° 15, Tratamiento N° 2 que
viene siendo la combinacién de 200 mL de las cepa N° 13, cepa N° 14, cepa N° 15,
Tratamiento N° 3 que viene siendo la combinaciéon de 200 mL de las cepa N° 13, cepa N°
14, cepa N° 15y Tratamiento N° 4 que viene siendo la combinacién de 200 mL de las cepa
N° 13, cepa N° 14 y cepa N° 15, esta distribucion de tratamientos se desarroll6 para las

con las cepas de Pseudomonas sp.

Después, se le aplico 600 mL del Tratamiento N° 1, que viene siendo la
combinacion de 100 mL de las cepa N° 1, cepa N° 2, cepa N° 3, cepa N° 13, cepa N° 14y
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cepa N° 15 Tratamiento N° 2 que viene siendo la combinacién de 100 mL de las cepa N°
4, cepa N° 5, cepa N° 6, cepa N° 13, cepa N° 14, cepa N° 15, Tratamiento N° 3 que viene
siendo la combinacién de 100 mL de las cepa N° 10, cepa N° 11, cepa N° 12, cepa N° 13,
cepa N° 14, cepa N° 15y Tratamiento N° 4 que viene siendo la combinacién de 100 mL de
las cepa N° 7, cepa N° 8, cepa N° 9, cepa N° 13, cepa N° 14 y cepa N° 15, esta distribucion
de tratamientos se desarrollé para el tratamiento combinado con las cepas de Bacillus sp.

y Pseudomonas sp.

La evaluacion de los tratamientos tuvo una duraciéon de un mes, dentro de este
tiempo se aplicé la biomasa quincenalmente es decir en dos periodos: al inicio del
tratamiento y a mitad del tiempo de tratamiento, con un periodo de aireacién del tratamiento
de cada tres dias con la ayuda de un tenedor de madera, se us6 este material de madera
para evitar la contaminacion cruzada con metales. Posteriormente, las muestras de suelo
procesadas se dividieron en bolsas de polietileno herméticas, se marcaron adecuadamente
y luego se transportaron al laboratorio de CERTIMIN segun el protocolo de muestreo de
suelo. Las muestras se encerraron en bolsas de polietileno de 1 kg, se sellaron con cinta
adhesiva y se almacenaron en una hielera aséptica esterilizada y limpiada con algodén y
alcohol al 70%. De igual forma, en CERTIMIN, luego de la implementacion de los
tratamientos bacterianos, se realizaron analisis del nivel de concentracion final de metales
utilizando el Método EPA 9045 D Rev.4. 2004. La evaluacion del pH del suelo y los residuos
se realiz6 empleando métodos EPA 3050B Rev.2.1996, 6010D Rev.5.2018, and 6020 B
Rev.2.2014. Adicionalmente, el analisis implicé el uso de espectrometria de masas de
plasma acoplado inductivamente y espectrometria de emisién 6ptica de plasma acoplado
inductivamente para la digestion acida de sedimentos, lodos y suelos, método aprobado
por INACAL (Instituto Nacional de la Calidad). Sin embargo, el equipo de laboratorio
utilizado en este estudio se lavé con agua y jabon antes de esterilizarlo a 121°C durante
15 minutos para eliminar cualquier microbio con el que pudieran haber entrado en contacto

residuos bioldgicos peligrosos.
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3.19. Obtencidén de biomasa bacteriana
Se prepar6 7.5 L de caldo nutritivo el cual se dispuso en 15 frascos un volumen de

500 mL para luego ser esterilizados en autoclave a 121°C por 15 min.

Luego a las 15 cepas, se les asignaron numeros de identificacién Unicos y se
desinfect6 el Laboratorio de Parasitologia con Lysol, toallas de papel y alcohol de 70°. Con
la ayuda de un asa Kolle esterilizada a fuego directo en un mechero Bunsen se tomé una
pequefia muestra de las colonias de cepas obtenidas (inciso 3.12) para sembrar utilizando
la técnica de Puncién que consiste en introducir una muestra representativa en el medio
liquido. Repitiendo este proceso con las otras 14 cepas, las cepas de las bacterias fueron

colocadas en la estufa durante 24 horas a 37°C en matraces que contenian las 15 cepas.

3.20. Célculo del Factor de contaminacion
El factor de contaminacién (C}), es ampliamente utilizado para evaluar la
contaminacioén a través de la relacion de la concentracion de un analito del suelo frente a

los valores de referencia o control. El indice de Factor de contaminaciéon se calcula

conforme a la ecuacion 1:

Cq= 5 1)
Donde:
., . . mg
C,: Concentracion medida del metal contaminante n (E)

B,,: Es el valor de referencia del contaminante n (T:—j). En este caso se empleara el

nivel de referencia sefialada en la normativa peruana D.S — 011 — 2017 — MINAM, para
suelos industriales — extractivos para los metales que hacen referencia, CCME de Canada

y del CONAMA 2010 para los metales en la normativa nacional no contempla.
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Tabla 9

Clasificacion de niveles de contaminacién de suelos de acuerdo al calculo del C}.

VALOR ]
; NIVEL DE CONTAMINACION
Cr
<15 Nula a baja contaminacion

15-2.0 Baja Contaminacion

2.0-40 Moderada Contaminacion

4.0-8.0 Alta contaminacién

8.0-16.0 Muy alta contaminacion

16.0 —32.0 Extremadamente alta contaminacion

>32.0 Ultra alta contaminacion

Nota: Fuente Abraham y Parker (2008).

3.21. Determinacion de riesgo ecolégico

Los factores de riesgo ecolégico (Eri) fueron introducidos por primera vez por
Hakanson en 1980 como un medio para cuantificar el dafio potencial que una determinada
concentracion de contaminantes puede causar a los ecosistemas bioticos y abibticos

circundantes.
Por consiguiente, la siguiente ecuacion 2, para calcular dicho factor es:

Eri=Tri*Cfi 2)

Donde:
Tri = Factor de respuesta toxica

Cfi = Factor de contaminacion
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Tabla 10

Niveles de riesgo ecoldgico.

RANGO DEL

CRITERIO
FACTOR
<150 Bajo riesgo ecoldgico potencial.
150 — 300 Moderado riesgo ecoldgico potencial.
300 - 600 Considerable riesgo ecol6gico potencial.
> 600 Muy alto riesgo ecolégico potencial.

Nota: Fuente Saeedi y Zanjani (2015).
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Capitulo IV. Andlisis y discusion de resultados

4.1. Caracterizacién fisicoquimica del suelo

Los informes de ensayo del analisis de caracterizacion fisicoquimica realizados en
el laboratorio acreditado “CERTIMIN” para analisis de muestras ambientales sobre el pH,
conductividad, humedad y barrido de metales; las concentraciones se aprecian en la Tabla

11.

Tabla 11

Caracteristicas fisicoquimicas de las muestras de suelo de nuestra area de estudio.

PARAMETRO Su-01  SU-02  SU-03  SU-04  SU-05  SU-06  MEDIA
pH 2.63 2.65 2.78 2.81 2.70 2.68 2.71
Conductividad 436 420 395 398 413 419 413.50
Humedad 15.53 20.35 17.11 15.92 15.80 14.12 16.47
Ag 59.2 57.2 58.7 61.0 55.4 57.6 58.18
Al 1361 1594 1866 2129 1461 1701 1685.33
As 814.3 880.3 906.5 980.3 883.8 926.3 898.58
B* 26.5 16.0 29.0 28.1 25.4 205 24.25
Ba 210 198 219 15 203 261 184.33
Be <0.4 <0.4 <04 <0.4 <0.4 <0.4 <0.4
Bi* 78 77 72 73 74 75 74.83
Ca 8453 9775 8635 9813 8932 9554 9193.67
cd 16.19 13.83 15.55 16.02 13.27 12.51 14.56
Co 4.18 4.14 3.84 4.40 3.48 3.25 3.88

Cr 22 2.4 2.9 2.9 23 25 2.53

cu 2030 1710 1820 1950 1730 1630 1811.67
Fe 64267 63999 65486 72853 59187 59387  64196.50
K 2281 2549 2381 2423 2392 2530 2426
Mg 1640 1855 2210 2575 1727 2022 2004.83
Mn 180 206 227 250 186 193 207

Mb 26.47 28.54 26.66 29.92 28.82 35.47 29.31
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Na 204 206 198 188 198 198 198.67
Ni <1 <1 <1 <1 <1 <1 <1

pP* 269 277 320 323 278 288 292.50
Pb 2518.7 2539.8 2374.8 2264.2 2456.4 23735 2421.23
Se 34 3.6 3.6 3.7 3.6 3.3 3.53

Sh 72 68 75 58 75 85 72.17
Sn* <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
Sr* 23.7 25.7 25.0 21.6 25.1 25.7 24.47
Ti* <100 <100 103 102 <100 102 102.33
T 0.84 0.85 0.85 0.81 0.87 0.90 0.85

\% 7 8 9 10 7 8 8.17

Zn 5014.1 4099.2 4594.5 5068.6 4322.1 3854.8 4492.22

Nota: Fuente: Informe de Ensayo N° JUL 1179.R22.

4.2. Determinacién del Factor de contaminacion.

Calculando del indice del Factor de contaminacion (C;) para los metales donde

existe normativa ambiental en el ambito nacional, asi como internacional se obtiene la

Tabla 12.
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Tabla 12

Grado de Factor de contaminacion

CONCENTRACION NORMATIVA .
METAL Ck
mg/kg

Plata (Ag) 58.18 100 0.582
Arsénico (As) 898.58 140 6.418
Bario (Ba) 184.33 2000 0.092
Cadmio (Cd) 14.56 22 0.662
Cobalto (Co) 3.88 300 0.013
Cromo (Cr) 2.53 1000 0.003
Cobre (Cu) 1811.67 600 3.019
Molibdeno (Mo) 29.31 40 0.733
Plomo (Pb) 2421.23 800 3.027
Selenio (Se) 3.53 2.9 1.218
Antimonio (Sb) 72.17 40 1.804
Talio (TI) 0.85 1 0.853
Vanadio (V) 8.17 130 0.063
Zinc (zn) 4492.22 410 10.957

Nota: Fuente: Elaboracion propia.
Luego de determinar el Factor de Contaminacion (C;) y comparandolo con la Tabla

9, se obtiene que los metales presentan los siguientes niveles de contaminacion, se

determina en la Tabla 13.
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Tabla 13

Niveles de contaminacién del suelo por metales.

METAL Cfi NIVEL DE CONTAMINACION DEL SUELO POR METALES
Plata (Aqg) 0.582 Nula a baja contaminacién por Plata
Arsénico (As) 6.418 Alta contaminacién por Arsénico
Bario (Ba) 0.092 Nula a baja contaminacion por Bario
Cadmio (Cd) 0.662 Nula a baja contaminacion por Cadmio
Cobalto (Co) 0.013 Nula a baja contaminacién por Cobalto
Cromo (Cr) 0.003 Nula a baja contaminacion por Cromo
Cobre (Cu) 3.019 Moderada contaminacion por Cobre
Molibdeno (Mo) 0.733 Nula a baja contaminacion por Molibdeno
Plomo (Pb) 3.027 Moderada contaminacion por Plomo
Selenio (Se) 1.218 Nula a baja contaminacion por Selenio.
Antimonio (Sb) 1.804 Baja contaminacion por Antimonio.
Talio (TI) 0.853 Nula a baja contaminacion por Talio.
Vanadio (V) 0.063 Nula a baja contaminacion por Vanadio.
Zinc (Zn) 10.957 Muy alta contaminacién por Zinc.

Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Después de realizar los diferentes niveles de contaminacion para cada metal, se
trabajo con los metales que generan ultra alta, extremadamente alta, muy alta, alta y
moderada contaminacion, los cuales son el arsénico, cobre, plomo y zinc que vienen a
ser metales pesados, adicionalmente a estos metales se agregaron plata y cadmio por

ser metales pesados de gran interés.

4.3. Rangos del riesgo ecolbgico potencial

En el célculo de los rangos del riesgo ecoldgico potencial se debe tener en
consideracion los factores de respuesta toxica para metales. En la Tabla 14 se calcula el
riesgo ecolégico potencial para los metales que presentan nivel de contaminacién
moderado, alto y muy alto, adicionalmente los metales pesados de interés que son plata y

cadmio.
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Tabla 14

Determinacion del riesgo ecoldgico potencial.

. FACTOR DE RIESGO ECOLOGICO
METAL Gt RESPUESTA TOXICA POTENCIAL
Tri RI = Cif xTri
Arsénico (As) 6.418 10 64.18
Cobre (Cu) 3.019 5 15.10
Plomo (Pb) 3.027 5 15.14
Zinc (Zn) 10.957 1 10.96
RIESGO ECOLOGICO POTENCIAL 105.38

Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Luego de calcular el riesgo ecoldgico potencial de metales pesados de que
presentan un grado de contaminacion mencionados anteriormente y comparandolo con la
Tabla 10, se obtiene un nivel de bajo riesgo ecolédgico potencial lo cual nos indica que no
es impedimento para desarrollar la fauna y flora en nuestra area de estudio, esto se puede
evidenciar que en nuestra area de estudio muestra una vegetacion que viene a ser Stipa

Ichu.

Adicionalmente la fuente de contaminacion de aguas acidas fue eliminado con la
construccion de la Planta de Tratamiento del Tunel Kingsmill la cual empezé a operar a
partir del 2010 captando y tratando todas las aguas acidas de labores subterraneas y

vertiendo agua tratada cumpliendo el D.S. 010-2010-MINAM.

4.4. Interpretacion de los resultados

Con relacion al pH, se ha observado un valor maximo de 2.81 unidades de pH
correspondiente al SU-04 y un valor minimo de 2.63 unidades de pH correspondiente al
SU-01, el valor promedio del pH para las muestras de suelo es de 2.71 unidades de pH,

esto nos indica que nuestra area de estudio tiene un pH acido. Se detalla en Figura 6.
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Figura 6

Niveles de pH en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con relaciéon a la conductividad, se ha observado un valor maximo de 436 ms/m.
correspondiente al SU-01 y un valor minimo de 395 ms/m correspondiente al SU-03, el
valor promedio de la conductividad para las muestras de suelo es de 413.50 ms/m. Se

detalla en Figura 7. Es un suelo con una alta concentracion de sales solubles.

Figura 7

Conductividad en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.
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Con relacion a la humedad, se ha observado un valor maximo de 20.35 %
correspondiente al SU-02 y un valor minimo de 14.12 % correspondiente al SU-06, el valor
promedio de la humedad para las muestras de suelo es de 16.47 %. Se detalla en

Figura 8.
Figura 8

Humedad de las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con relacién a la Plata, se ha observado un valor maximo de 61 mg/kg
correspondiente al SU-04 mg/kg y un valor minimo de 55.4 correspondiente al SU-05, el
valor promedio de concentracion de Plata para las muestras de suelo es de 58.18 mg/kg,
para todas las muestras la concentracion esta por debajo del limite que fue impuesto en la

normativa del CONAMA. Se detalla en Figura 9.
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Figura 9

Concentracion de Plata en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con relacion al Arsénico, se ha observado un valor maximo de 980.3 mg/kg
correspondiente al SU-04 y un valor minimo de 814.3 mg/kg correspondiente al SU-01, el
valor promedio de la concentracién de Arsénico para las muestras de suelo es de 898.58
mg/kg, para todas las muestras superan el limite que fue impuesto por la normativa

peruana. Se detalla en Figura 10.
Figura 10

Concentraciéon de Arsénico en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.
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Con relacion al Bario, se ha observado un valor maximo de 261 mg/kg

correspondiente al SU-06 y un valor minimo de 15 mg/kg correspondiente al SU-04, el

valor promedio de la concentracion de Bario para las muestras de suelo es de 184.33

mg/kg, para todas las muestras estan debajo del limite que fue impuesto por la normativa

peruana. Se detalla en la Figura 11.

Figura 11

Concentracion de Bario en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con relacion al Berilio, los niveles encontrados en las muestras de suelo son mucho

mas bajos que el limite de deteccion de 0,4 mg/kg (limite cuantificable); que es tomado en

base al Limite de Cuantificacion del Método LCM. Para todas las muestras estan debajo

del limite que fue impuesto por la normativa canadiense. Se detalle en Figura 12.
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Figura 12

Concentraciéon de Berilio en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con relacion al Cadmio, se ha observado un valor maximo de 16.19 mg/kg

correspondiente al SU-01 y un valor minimo de 12.51 mg/kg correspondiente al SU-06, el

valor promedio de concentracion de Cadmio para las muestras de suelo es de 14.56

mg/kg, para todas las muestras estan debajo del limite que fue impuesto por la normativa

peruana. Se detalla en Figura 13.

Figura 13

Concentracién de Cadmio en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.
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Con relacion al Cobalto, se ha observado un valor maximo de 4.4 mg/kg
correspondiente al SU-04 y un valor minimo de 3.25 mg/kg correspondiente al SU-06, el
valor promedio de la concentracion de Cobalto para las muestras en suelo es de 3.88
mg/kg, para todas las muestras estan debajo del limite que fue impuesto por la normativa

canadiense. Se detalla en Figura 14.

Figura 14

Concentracion de Cobalto en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con relaciéon al Cromo, se ha observado un valor maximo de 2.9 mg/kg
correspondiente a SU-03, SU-04 y un valor minimo de 2.2 mg/kg correspondiente al SU-
01, el valor promedio de la concentracion de Cromo para las muestras de suelo es de 2.53
mg/kg, para todas las muestras estan debajo del limite que fue impuesto por la normativa

peruana. Se detalla en Figura 15.
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Figura 15

Concentracion de Cromo en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con relacion al Cobre, se ha observado un valor maximo de 2030 mg/kg

correspondiente al SU-01 y un valor minimo de 1630 mg/kg correspondiente al SU-06, el

valor promedio de la concentracién de Cobre para las muestras en suelo es de 1811.67

mg/kg, para todas las muestras superan el limite que fue impuesto por la normativa del

CONAMA. Se detalla en Figura 16.

Figura 16

Concentracion de Cobre en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.
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Con relacion al Molibdeno, se ha observado un valor maximo de 35.47 mg/kg
correspondiente al SU-06 y un valor minimo de 26.47 mg/kg correspondiente al SU-01, el
valor promedio de la concentracion de Molibdeno para las muestras de suelo es de 29.31
mg/kg, para todas las muestras estan debajo del limite que fue impuesto por la normativa

canadiense. Se detalla en Figura 17.

Figura 17

Concentracion de Molibdeno en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con relacion al Niquel, las cantidades encontradas en las muestras de suelo son
mucho mas bajas que el Limite de Deteccién (Limite cuantificable), que es 1 mg/kg; que
es tomado en base al Limite de Cuantificacién del Método LCM. Para todas las muestras
estan debajo del limite que fue impuesto por la normativa canadiense. Se detalla en Figura

18.
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Figura 18

Concentracién de Niquel en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con relacién al Plomo, se ha observado un valor maximo de 2539.8 mg/kg
correspondiente al SU-02 y un valor minimo de 2264.2 mg/kg correspondiente al SU-04,
el valor promedio de la concentracibn de Plomo para las muestras de suelo es de
2421.23 mg/kg, para todas las muestras estan por encima del limite que fue impuesto por

la normativa peruana. Se detalla en Figura 19.

Figura 19

Concentraciéon de Plomo en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.
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Con relacién al Antimonio, se ha observado un valor maximo de 85 mg/kg
correspondiente al SU-06 y un valor minimo de 58 mg/kg correspondiente al SU-04, el
valor promedio de la concentracién de Antimonio para las muestras en suelo es de 72.17
mg/kg, para todas las muestras estan por encima del limite que fue impuesto por la

normativa canadiense. Se detalla en Figura 20.

Figura 20

Concentracion de Antimonio en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con relacion al Selenio, se ha observado un valor maximo de 3.7 mg/kg
correspondiente al SU-04 y un valor minimo de 3.3 mg/kg correspondiente al SU-06, el
valor promedio de la concentracion de Selenio para las muestras de suelo es de 3.53
mg/kg, para todas las muestras estan por encima del limite que fue impuesto por la

normativa canadiense. Se detalla en Figura 21.
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Figura 21

Concentracion de Selenio en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con relacion al Talio, se ha observado un valor maximo de 0.9 mg/kg
correspondiente al SU-06 y un valor minimo de 0.81 mg/kg correspondiente al SU-04, el
valor promedio de la concentracion de Talio para las muestras en suelo es de 0.85 mg/kg,
para todas las muestras estan por debajo del limite que fue impuesto por la normativa

canadiense. Se detalla en Figura 22.

Figura 22

Concentracion de Talio en las muestras de suelo.

Talio (TI)
Tl ECA
1.2
1
1 0.9
0.84 0.85 0.85 0.81 0.87

0.8
0.6
0.4
0.2

0

SuU-01 SU-02 SU-03 SU-04 SU-05 SU-06

Nota: Fuente: Elaboracion propia.
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Con relacion al Vanadio, se ha observado un valor maximo de 10 mg/kg
correspondiente al SU-04 y un valor minimo de 7 mg/kg correspondiente al SU-01
y SU-05, el valor promedio de la concentracion de Vanadio para las muestras de suelo es
de 8.17 mg/kg, para todas las muestras estan por debajo del limite que fue impuesto por

la normativa canadiense. Se detalla en Figura 23.

Figura 23

Concentracion de Vanadio en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con relacion al Zinc, se ha observado un valor maximo de 5068.6 mg/kg
correspondiente al SU-04 y un valor minimo de 3854.8 mg/kg correspondiente al SU-06,
el valor promedio de la concentracion de Zinc para las muestras de suelo es de
4492.22 mg/kg, para todas las muestras estan por encima del valor impuesto por la

normativa del CONAMA. Se detalla en Figura 24.
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Figura 24

Concentracién de Zinc en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

4.5. Tratamiento con Bacillus sp

Con relacién al pH, el tratamiento con Bacillus sp. logr6 incrementar los niveles de
pH para todas las muestras de suelo obteniendo un valor maximo de 4.36 unidades de pH
para el SU-04 y un minimo de 3.62 unidades de pH para el SU-06. Se observa que todas
las muestras aumentaron los niveles de pH, lo cual estadisticamente es significativo
obteniendo el valor de p igual a 0.0021 lo cual es inferior al nivel se significancia (a = 0.05),

por lo cual es aceptada la hip6tesis alterna (H1). Se detalla en Figura 25.
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Figura 25

Niveles de pH en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la concentracion de Plata, el tratamiento con Bacillus sp. logré

disminuir la concentracién de la Plata en todas las muestras de suelo siendo las de mayor

disminucion: 7.6 mg/kg para SU-04y 6.8 mg/kg para SU-06; obteniéndose un 12.5 %y

11.8 % de eficiencia de biorremediacién respectivamente, lo cual estadisticamente es

significativo obteniendo el valor de p igual a 0.0396 lo cual es inferior al nivel se

significancia (a = 0.05), por lo cual es aceptada la hipotesis alterna (Hi). Se detalla en

Figura 26.
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Figura 26

Concentracién de Ag en las muestras de suelo.

Ag
70
59.2 58.7 61
60 57.6
59.1
20 53.1 53.4
50.8
40
30
20
10
0
su-01 SU-03 SU-04 SU-06
ANTES DESPUES

Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la concentracion de Arsénico, el tratamiento con Bacillus sp. logré
disminuir la concentracién de Arsénico en todas las muestras de suelo siendo las de mayor
disminucion: 144.5 mg/kg para SU-04y 109 mg/kg para SU-03; obteniéndose un 14.7%
y 12.0% de eficiencia de biorremediacién respectivamente, lo cual estadisticamente no es
significativo obteniendo el valor de p igual a 0.0645 lo cual es mayor al nivel de significancia

(a =0.05), por lo cual es aceptada la hipétesis nula (Ho). Se detalla en Figura 27.
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Figura 27

Concentracion de As en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la concentracion de Cadmio, el tratamiento con Bacillus sp. logro
disminuir la concentracién de Cadmio en tres de las muestras de suelo siendo las de mayor
disminucion: 3.35 mg/kg para SU-04y 1.9 mg/kg para SU-01; obteniéndose un 20.9% y
12.0% de eficiencia de biorremediacion respectivamente, lo cual estadisticamente no es
significativo obteniendo el valor de p igual a 0.2676 lo cual es mayor al nivel de significancia

(a =0.05), por lo cual es aceptada la hipétesis nula (Ho). Se detalla en Figura 28.
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Figura 28

Concentracion de Cd en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la concentracion de Cobre, el tratamiento con Bacillus sp. logro
disminuir la concentracion de Cobre en tres de las muestras de suelo, siendo las de mayor
disminucion: 360 mg/kg para SU-04 y 180 mg/kg para SU-03; obteniéndose un 18.5% y
9.9% de eficiencia de biorremediacién respectivamente, lo cual estadisticamente no es
significativo obteniendo el valor de p igual a 0.2544 lo cual es mayor al nivel de significancia

(a =0.05), por lo cual es aceptada la hipétesis nula (Ho). Se detalla en Figura 29.
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Figura 29

Concentraciéon de Cu en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la concentracion de Plomo, el tratamiento con Bacillus sp. logro

disminuir la concentracion de Plomo en dos de las muestras de suelo: 177.6 mg/kg en

SU-03 y 122.7 mg/kg en SU-06; obteniéndose un 7.5% y 5.2% de eficiencia de

biorremediacién respectivamente, lo cual estadisticamente no es significativo obteniendo

el valor de p igual a 0.3227 lo cual es mayor al nivel de significancia (a = 0.05), por lo cual

es aceptada la hipétesis nula (Hp). Se detalla en Figura 30.
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Figura 30

Concentracion de Pb en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la concentracidon de Zinc, el tratamiento con Bacillus sp. logré
disminuir la concentracion de Zinc en todas las muestras de suelo siendo las mayores
disminuciones: 1165.7 mg/kg para SU-04 y 637.4 mg/kg para SU-01; obteniéndose un
23.0% y 13 % de eficiencia de biorremediacién respectivamente, lo cual estadisticamente
es significativo obteniendo el valor de p igual a 0.0408 lo cual es inferior al nivel de
significancia (a = 0.05), por lo cual es aceptada la hipétesis alterna (H.). Se detalla en la

Figura 31.
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Figura 31

Concentracion de Zn en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

4.6. Tratamiento con Pseudomonas sp.

Con relacién al pH, el tratamiento con Pseudomonas sp. logré incrementar los
niveles de pH para todas las muestras de suelo obteniendo un valor maximo de 4.46
unidades de pH en SU-03 y un minimo de 3.71 unidades de pH en SU-02. Se observa que
todas las muestras aumentaron los niveles de pH, lo cual estadisticamente no es
significativo obteniendo el valor de p igual a 0.101 lo cual es mayor al nivel se significancia

(a =0.05), por lo cual es aceptada la hipétesis nula (Ho). Se detalla en Figura 32.
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Figura 32

Niveles de pH en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la concentracion de Plata, el tratamiento con Pseudomonas sp.

logré disminuir la concentracién de la Plata en todas las muestras de suelo siendo las de

mayor disminucion: 8.9 mg/kg para SU-03 y 7.9 mg/kg para SU-02; obteniéndose un

15.2% y 13.8% de eficiencia de biorremediacion respectivamente, lo cual estadisticamente

es significativo obteniendo el valor de p igual a 0.0396 lo cual es inferior al nivel se

significancia (a = 0.05), por lo cual es aceptada la hip6tesis alterna (Hi). Se detalla en

Figura 33.
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Figura 33

Concentracion de Ag en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la concentracion de Arsénico, el tratamiento con Pseudomonas sp.
logré disminuir la concentracion de Arsénico en todas las muestras de suelo siendo las de
mayor disminucion: 102.6 mg/kg para SU-06 y 58.3 mg/kg para SU-02; obteniéndose
un 11.1% vy 6.6% de eficiencia de biorremediacion respectivamente, lo cual
estadisticamente es significativo obteniendo el valor de p igual a 0.0329 lo cual es inferior
al nivel de significancia (a = 0.05), por lo cual es aceptada la hipétesis alterna (H1). Se

detalla en Figura 34.
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Figura 34

Concentracion de As en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la concentracién de Cadmio, el tratamiento con Pseudomonas sp.
logré disminuir la concentracion de Cadmio en tres de las muestras de suelo siendo las de
mayor disminucion: 2.72 mg/kg para SU-02y 2.38 mg/kg para SU-03; obteniéndose un
20% y 15.3% de eficiencia de biorremediacion respectivamente, lo cual estadisticamente
no es significativo obteniendo el valor de p igual a 0.2676 lo cual es mayor al nivel de
significancia (a = 0.05), por lo cual es aceptada la hipétesis nula (Ho). Se detalla en Figura

35.
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Figura 35

Concentracion de Cd en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la concentracion de Cobre, el tratamiento con Pseudomonas sp.
logroé disminuir la concentracion de Cobre en dos de las muestras de suelo siendo la mayor
disminucion: 190 mg/kg para SU-02 y 110 mg/kg para SU-03; obteniéndose un 11 %y
6.0 % de eficiencia de biorremediacion respectivamente, lo cual estadisticamente no es
significativo obteniendo el valor de p igual a 0.2978 lo cual es mayor al nivel de significancia

(a =0.05), por lo cual es aceptada la hipétesis nula (Ho). Se detalla en Figura 36.
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Figura 36

Concentraciéon de Cu en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la concentracion de Plomo, el tratamiento con Pseudomonas sp.

logré disminuir la concentraciéon de Plomo en todas las muestras de suelo obteniendo

mayor disminucioén: 144.3 mg/kg para SU-06 y 107.7 mg/kg para SU-05; obteniéndose

un 6.1% y 4.4% de eficiencia de biorremediacion

respectivamente,

lo cual

estadisticamente es significativo obteniendo el valor de p igual a 0.031 lo cual es inferior al

nivel de significancia (a = 0.05), por lo cual es aceptada la hipétesis alterna (Hi). Se detalla

en Figura 37.
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Figura 37

Concentracion de Pb en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la concentracion de Zinc, el tratamiento con Pseudomonas sp. logro
disminuir la concentracion de Zinc en todas las muestras de suelo obteniendo mayor
disminucion: 844.6 mg/kg para SU-02 y 774.9 mg/kg para SU-03; obteniéndose un
21.0% y 16.9% de eficiencia de biorremediacion respectivamente, lo cual estadisticamente
es significativo obteniendo el valor de p igual a 0.0408 lo cual es inferior al nivel de
significancia (a = 0.05), por lo cual es aceptada la hipétesis alterna (H,). Se detalla en la

Figura 38.
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Figura 38

Concentracion de Zn en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

4.7. Tratamiento con Bacillus sp. y Pseudomonas sp.

Con relacion al pH, el tratamiento con la combinacién de ambas bacterias logré
incrementar los niveles de pH para todas las muestras de suelo obteniendo un valor
maximo de 3.94 unidades de pH en SU-04 y un minimo de 3.68 unidades de pH en SU-02.
Se observa que todas las muestras aumentaron los niveles de pH, lo cual estadisticamente
es significativo obteniendo el valor de p < 0.0001 lo cual es inferior al nivel se significancia

(a =0.05), por lo cual es aceptada la hipétesis alterna (H1). Se detalla en la Figura 39.
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Figura 39

Niveles de pH en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la concentracion de Plata, el tratamiento con la combinacion de

ambas bacterias logro disminuir la concentracion de la Plata en tres de las muestras de

suelo siendo las de mayor disminucién: 9 mg/kg para SU-04y 6.4 mg/kg para SU-01;

obteniéndose un 14.8% y 11% de eficiencia de biorremediacion respectivamente, lo cual

estadisticamente no es significativo obteniendo el valor de p igual a 0.1694 lo cual es mayor

al nivel se significancia (a = 0.05), por lo cual es aceptada la hipétesis nula (Ho). Se detalla

en la Figura 40.
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Figura 40

Concentracién de Ag en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la concentracion de Arsénico, el tratamiento con la combinacion de

ambas bacterias logro disminuir la concentracion de Arsénico en todas las muestras de

suelo siendo las de mayor disminucion: 127.3 mg/kg para SU-04y 96.6 mg/kg para SU-

01; obteniéndose un 13 % y 12 % de eficiencia de biorremediacion respectivamente, lo

cual estadisticamente es significativo obteniendo el valor de p igual a 0.0394 lo cual es

inferior al nivel de significancia (a = 0.05), por lo cual es aceptada la hipotesis alterna (Ha).

Se detalla en la Figura 41.
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Figura 41

Concentracion de As en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la concentracion de Cadmio, el tratamiento con la combinacion de
ambas bacterias logro disminuir la concentracion de Cadmio en todas las muestras de
suelo siendo las de mayor disminucion: 2.85 mg/kg en SU-04 y 2.15 mg/kg en SU-02;
obteniéndose un 17.8% y 15.5% de eficiencia de biorremediacion respectivamente, lo cual
estadisticamente es significativo obteniendo el valor de p igual a 0.0354 lo cual es inferior
al nivel de significancia (a = 0.05), por lo cual es aceptada la hipétesis alterna (H.). Se

detalla en la Figura 42.
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Figura 42

Concentracion de Cd en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la concentracién de Cobre, el tratamiento con la combinacién de

ambas bacterias logré disminuir la concentracién de Cobre en todas las muestras de suelo

siendo las de mayor disminucion: 290 mg/kg para SU-04y 120 mg/kg para SU-01y SU-

02; obteniéndose un 14.9%, 7% y 6% de eficiencia de biorremediacién respectivamente,

lo cual estadisticamente es significativo obteniendo el valor de p igual a 0.0336 lo cual es

inferior al nivel de significancia (a = 0.05), por lo cual es aceptada la hipotesis alterna (Ha).

Se detalla en la Figura 43.
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Figura 43

Concentracion de Cu en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la concentracion de Plomo, el tratamiento con la combinacion de
ambas bacterias logré disminuir la concentracién de Plomo en todas las muestras de suelo
siendo la de mayor disminucion : 223.7 mg/kg para SU-01; obteniéndose un 9% de
eficiencia de biorremediacion, lo cual estadisticamente es significativo obteniendo el valor
de p igual a 0.0384 lo cual es inferior al nivel de significancia (a = 0.05), por lo cual es

aceptada la hipétesis alterna (Hi). Se detalla en la Figura 44.
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Figura 44

Concentracion de Pb en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

Con respecto a la concentracién de Zinc, el tratamiento con la combinacion de

ambas bacterias logré disminuir la concentracion de Zinc en todas las muestras de suelo

siendo las de mayor disminucion: 1022.8 mg/kg para SU-04 y 452.3 mg/kg para SU-01;

obteniéndose un 20.2 % y 9 % de eficiencia de biorremediacion respectivamente, lo cual

estadisticamente es significativo obteniendo el valor de p igual a 0.0376 lo cual es inferior

al nivel de significancia (a = 0.05), por lo cual es aceptada la hipotesis alterna (H.). Se

detalla en la Figura 45.
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Figura 45

Concentracion de Zn en las muestras de suelo.
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Nota: Fuente: Elaboracion propia.

85



4.7. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de las cepas.

Tabla 15

Caracteristicas macroscépicas y microscépicas de las colonias.

CEPAS

CARACTERISTICAS

MACROSCOPICAS

CARACTERISTICAS

MICROSCOPICAS

CepaN°1

Colonia grande, color crema,
aspecto opaco, forma irregular con
borde lobulado, con presencia de
halo, consistencia mucoide Yy
presenta crecimiento lento.

Forma de bacilo, coloracion
violeta lo cual indica ser Gram
positivo, con presencia de
esporas subterminales,
extremos ovalados.

Cepa N° 2

Colonia grande, forma irregular
con bordes ondulados, color
crema, aspecto opaco, con
presencia de halo, consistencia
blanda presenta  crecimiento
mediano.

Forma de bacilo, coloracion
violeta lo cual indica ser Gram
positivo, con presencia de
esporas centrales, extremos
ovalados.

CepaN° 3

Colonia grande color crema,
aspecto opaco, forma irregular,
con borde lobulado, con presencia
de halo, consistencia dura
crecimiento rapido en toda el area
de la placa Petri.

Forma de bacilo, coloracion
violeta lo cual indica ser Gram
positivo, con presencia de
esporas centrales y terminales,
extremos ovalados.

CepaN° 4

Colonia grande color crema,
aspecto brillante, forma irregular,
con borde ondulado, consistencia
blanda, crecimiento lento.

Forma de bacilo, coloracién
violeta lo cual indica ser Gram
positivo, con presencia de
esporas centrales y terminales,
extremos ovalados.

CepaN° 5

Colonia grande color crema,
aspecto opaco, forma irregular,
con borde ondulado, con
presencia de halo, consistencia
blanda, crecimiento rapido.

Forma de bacilo, coloracién
violeta lo cual indica ser Gram
positivo, con presencia de
esporas terminales, extremos
ovalados.

Cepa N° 6

Colonia grande color crema,
aspecto brillante, forma circular,
con borde ondulado, consistencia
blanda, con presencia de halo,
crecimiento rapido.

Forma de bacilo, coloracion
violeta lo cual indica ser Gram
positivo, con presencia de
esporas subterminales,
extremos ovalados.

CepaN° 7

Colonia grande color crema,
aspecto brillante, forma circular,
con borde regular, consistencia
dura, crecimiento rapido.

Forma de bacilo, coloracion
violeta lo cual indica ser Gram
positivo, con presencia de
esporas centrales, extremos
ovalados.

CepaN° 8

Colonia grande color crema,
aspecto brillante, forma irregular,
con borde filamentoso,
consistencia dura, con presencia
de halo, crecimiento rapido.

Forma de bacilo, coloracién
violeta lo cual indica ser Gram
positivo, con presencia de
esporas centrales, extremos
ovalados.
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CepaN°9

Colonia grande color crema,
aspecto opaco, forma irregular,
con borde ondulado, con
presencia de halo, consistencia
dura, crecimiento rapido.

Forma de bacilo, coloracion
violeta lo cual indica ser Gram
positivo, con presencia de
esporas terminales, extremos
ovalados.

Cepa N° 10

Colonia grande color crema,
aspecto brillante, forma circular,
con borde filamentoso,
consistencia dura, crecimiento
rapido.

Forma de bacilo, coloraciéon
violeta lo cual indica ser Gram
positivo, con presencia de
esporas centrales, extremos
ovalados.

CepaN° 11

Colonia grande color crema,
aspecto opaco, forma irregular,
con borde ondulado y filamentoso,
con presencia de halo,
consistencia dura, crecimiento
rapido.

Forma de bacilo, coloraciéon
violeta lo cual indica ser Gram
positivo, con presencia de
esporas centrales, extremos
ovalados.

Cepa N° 12

Colonia grande color crema,
aspecto brillante, forma rizoide y
circular, con borde filamentoso y
ondulado, consistencia blanda,
crecimiento rapido.

Forma de bacilo, coloracion
violeta lo cual indica ser Gram
positivo, con presencia de
esporas terminales, extremos
ovalados.

Cepa N° 13

Colonia grande color verdoso,
aspecto brillante, forma circular,
con borde regular, consistencia
blanda, crecimiento réapido, con
presencia de halo.

Forma de Dbacilo recto,
coloracion roja lo cual indica
ser Gram negativo, con
presencia de flagelos.

Cepa N° 14

Colonia grande color verdoso,
aspecto opaco, forma irregular,
con borde regular, consistencia
blanda, crecimiento rapido, con
presencia de halo.

Forma de bacilo recto,
coloracion roja lo cual indica
ser Gram negativo, con
presencia de flagelos.

Cepa N° 15

Colonia grande color verdoso,
aspecto brillante, forma irregular,
con borde ondulado, consistencia
blanda, crecimiento rapido.

Forma de bacilo recto,
coloracién roja lo cual indica
ser Gram negativo, con
presencia de flagelos.

Nota: Fuente: Elaboracion propia.
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4.8. Recuento de Bacillus sp. y Pseudomonas sp.

Tabla 16

Recuento de Bacillus sp. y Pseudomonas sp.

MUESTRA DILUCION RECUENTO DE BACTERIAS
(UFC/g)
SU-01 (R1) 107 1x103
SU-01 (R2) 107 1x 103
SU-01 (R3) 107 1x103
SU-02 (R1) 107 1x103
SU-02 (R2) 107 1x 103
SU-02 (R3) 107 2x 107
SU-03 (R1) 107 1x103
SU-03 (R2) 107 1x 103
SU-03 (R3) 107 3x 1073
SU-04 (R1) 107 1x103
SU-04 (R2) 107 2x 1073
SU-04 (R3) 107 2x 1073
SU-05 (R1) 107 1x103
SU-05 (R2) 107 1x 103
SU-05 (R3) 107 2x 1073
SU-06 (R1) 107 1x103
SU-06 (R2) 107 1x 103
SU-06 (R3) 107 3x 1073

Nota: Fuente: Elaboracion propia.



4.9. Resultados de pruebas bioquimicas Bacillus sp.

Tabla 17

Resultados de pruebas bioguimicas Bacillus sp.

PRUEBAS
BIOQUIMICAS

PRUEBA DE
ALMIDON

PRUEBA DE
GELATINA

PRUEBA DE
LECITINASA

CITRATO

pH =10

NaCl al 2 %

NaCl al 7 %

NaCl al 10 %

PRUEBAS
BIOQUIMICAS

CEPA 12

PRUEBA DE
ALMIDON

PRUEBA DE
GELATINA

PRUEBA DE
LECITINASA

CITRATO

pH=3

pH=5

pH = 10

NaCl al 2 %

NaClal 7 %

NaCl al 10 %
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Tabla 18

Resultados de especies pruebas bioguimicas Bacillus sp y Pseudomonas sp.

N° CEPAS % ESTIMACION ESPECIE
CEPAN° 1 70 % B. Subtilis
CEPAN° 2 60 % B. Subtilis
CEPA N° 3 70 % B. Fastidiosus
CEPAN° 4 50 % B. Subtilis
CEPAN°5 60 % B. Fastidiosus
CEPA N° 6 70 % B. Fastidiosus
CEPAN°7 50 % B. Megaterium
CEPAN° 8 50 % B. Megaterium
CEPA N° 9 60 % B. Cereus
CEPA N° 10 60 % B. Fastidiosus
CEPA N° 11 60 % B. Cereus
CEPAN° 12 40 % B. Subtilis
CEPA N° 13 100 % P. Aeruginosa
CEPA N° 14 100 % P. Aeruginosa
CEPA N° 15 100 % P. Aeruginosa

Nota: Fuente: Elaboracion propia.

En la Tabla 18, se identifica la especie de cada cepa de Bacillus sp y Pseudomonas
sp, con un porcentaje de estimacién segun las pruebas bioquimicas realizadas y
comparandolos con Manual de Bergey de Bacteriologia Sistematica, volumen 2 (Brenner

et al., 2005) y volumen 3 (Vos et al., 2009).

4.10. Resultados de pruebas bioquimicas Pseudomonas sp.
Las cepas de Pseudomonas sp. (Cepa 13, Cepa 14 y Cepa 15), al realizar las
pruebas de oxidasa se pueden concluir que todas son oxidasa positiva con las tiras de

oxidasa.
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4.11 Discusién de resultados
Como objetivo especifico se consider6 determinar los parametros fisicos (pH,

humedad y conductividad) de las muestras de suelo.

Las muestras de suelo presentaron niveles de pH menores a 3 unidades de pH lo
cual nos indica que son suelos &cidos, el porcentaje de humedad es de aproximadamente
15 % entre las 6 muestras de suelo y las muestras de suelo presentan altos niveles de
conductividad que en promedio es de 413.50 ms/cm. Posterior al tratamiento los niveles
de pH aumentaron por niveles mayores a 3 unidades de pH lo cual nos demuestra que los
tres tratamientos son eficientes en aumentar los niveles de pH, los niveles de humedad y
conductividad no fueron analizados posterior al tratamiento por no ser de importancia para
la investigacion al final del tratamiento porgue la finalidad de la investigacion fue determinar

el porcentaje de eficiencia para la remocion de metales.

Como objetivo especifico se consideré determinar los niveles de

concentracién de metales de los suelos impactados en Yauli — Junin.

En la investigacion desarrollada se determind la concentraciébn de metales en
suelos presente en nuestra area de estudio en Yauli — Junin en CERTIMIN laboratorio
acreditado por INACAL. Las muestras de suelo se analizaron segun el método de ensayo
metales mediante ICP MS/ ICP OES en referencia a The EPA's Method 3050B, Version
2.1996; the EPA's Method 6010D, Version 5.2018; the EPA's Method 6020 B, Version
2.2014; Lab Work on Inductively Coupled Plasma-Optical Emission Spectrometry and
Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry for Acid Digestion of Sediments, Sludges,
and Soils. Con respecto a los metales pesados, su principal generador son las actividades
industriales y comerciales. Los metales pesados tienen un gran peso atomico tales como
Arsénico, Zinc, Cromo, Mercurio, Cadmio, Niquel, Plomo y Cobre, entre otros metales. En
concentraciones pequefias causan dafio a los seres vivos ya que algunas especies son

especies bioacumuladoras.
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De acuerdo a los hallazgos de la investigacion la concentracion de metales pesados
en nuestra area de estudio, se tienen los siguientes valores: concentracion de plata con un
valor méximo de 61 mg/kg y un valor minimo de 55.4 mg/kg y un valor promedio de 58.18
mg/kg, obteniéndose la concentracion de arsénico con un valor maximo de 980.3 mg/kg
y un valor minimo de 814.3 mg/kgy un valor promedio de 898.58 mg/kg, obteniéndose
la concentracién de cadmio con un valor maximo de 16.19 mg/kg y un valor minimo de
12.51 mg/kgy un valor promedio de 14.56 mg/kg, obteniéndose la concentracién de
cobre con un valor maximo de 2030 mg/kg y un valor minimo de 1630 mg/kgy un valor
promedio de 1811.67 mg/kg, obteniéndose la concentracion de plomo con un valor
méaximo de 2539.8 mg/kg y un valor minimo de 2264.2 mg/kgy un valor promedio de
2421.23 mg/kg y obteniéndose la concentracion de zinc con un valor méximo de 5068.6

mg/kg y un valor minimo de 3854.8 mg/kgy un valor promedio de 4492.22 mg/kg

Los hallazgos coinciden con lo obtenido por Dextre (2017), quien caracterizd
metales pesados en los suelos alrededores de la Laguna Churuca en tres puntos de
muestreo obteniéndose la concentracion de cobre con un valor maximo de 786.60 mg/kg
y un valor minimo de 278.30 mg/kgy un valor promedio de 556.53 mg/kg, la
concentracion de cadmio con un valor maximo de 11.80 mg/kg y un valor minimo de 4.08
mg/kgy un valor promedio de 8.60 mg/kg, la concentracion de plomo con un valor
maximo de 2348.30 mg/kg y un valor minimo de 570.27 mg/kgy un valor promedio de
1679.12 mg/kg y la concentracion de arsénico con un valor maximo de 591.30 mg/kg y
un valor minimo de 293.80 mg/kgy un valor promedio de 412.03 mg/kg, las
concentraciones son mayores a los ECA para suelo industrial/extractivo para los
parametros de plomo, cobre y arsénico lo cual era de esperarse debido a las actividades

mineras presentes en la zona.

Como objetivo especifico se considero aislar en medios de cultivo selectivos
y diferenciales a Bacillus sp. y Pseudomonas sp. de los suelos impactados en Yauli

= Junin.
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De acuerdo a los hallazgos de la investigacion se lograron aislar 26 cepas de
Bacillus sp. y 3 cepas de Pseudomonas sp., de las cuales se aislaron las 26 cepas de
Bacillus sp. y se quedé con las que presentaron crecimiento rapido obteniéndose en total
12 cepas de Bacillus sp. y 3 cepas de Pseudomonas sp. de las cuales se realizaron las
descripciones microscopias y macroscopicas. Se realizaron las descripciones
microscopicas y macroscopicas de estas cepas. Con respecto a Bacillus sp. cada cepa
presentd diferentes caracteristicas macroscoépicas tanto en forma circular e irregular,
colonias grandes (mayor a 3 mn), aspecto brillante y opaco, con bordes filamentosos y
ondulado, con presencia de halo, consistencia dura y blanda con crecimiento rapido y lento;
y como caracteristicas microscopicas se observaron forma de bacilo, con coloracion violeta
lo cual indica ser bacterias Gram Positivo, con presencia de esporas en posicion centrales,
subterminales y terminales y con extremos ovalados. Con respecto a Pseudomonas sp.
cada cepa present6 diferentes caracteristicas macroscépicas colonias grandes (mayor a 3
mm), color verdoso, aspecto brillante y opaco, con borde regular e irregular, consistencia
blanda, presencia de halo y crecimiento rapido; y como caracteristicas microscopicas se
puede observar con forma de bacilo recto, coloracion roja lo cual indica ser Gram negativo,

con presencia de flagelos.

Los hallazgos coinciden con lo obtenido por Mufioz — Silva, et al. (2019), donde se
aislaron 18 cepas de bacterias del pasivo minero Santa Rosa, Jangas (Perud), la
identificacion molecular de las bacterias determin6 la presencia del género Bacillus

representado por las especies de B. Licheniformis, B. Subtilis y B. Cereus.

Los hallazgos coinciden con lo obtenido con M. Mena y H. Rafael (2016), donde se
aislaron 53 cepas de bacterias aisladas de pasivos ambientales mineros, asi como aguas
del rio Hualgayoc — Cajamarca. Las bacterias fueron identificadas por pruebas
bioquimicas; las cepas fueron seleccionadas por su capacidad de biorremediacion siendo

las siguientes: Pseudomonas sp., Bacillus sp. y Corynebacterium sp.
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Con respecto al tratamiento realizado con las bacterias del género Bacillus sp. se
obtuvieron capacidad de biorremediacion en los siguientes metales: Cadmio, Cobre y Zinc;
en términos de eficiencia de remediacién se obtuvieron los siguientes porcentajes 15%

para Cadmio, 12 % para Cobre y 12 % para Zinc.

Para el tratamiento realizado con las bacterias del género Pseudomonas sp. se
obtuvieron capacidad de biorremediacion en los siguientes metales: Plata, Arsénico,
Cadmio y Zinc; en términos de eficiencia de remediacion se obtuvieron los siguientes

porcentajes 11% para Plata, 12% para Cadmio y 12% para Zinc.

Para el tratamiento realizado con la combinacion de las bacterias del género
Bacillus sp. y Pseudomonas sp. se obtuvieron capacidad de biorremediacién en los
siguientes metales: Plata, Arsénico, Cadmio y Zinc; en términos de eficiencia de
remediacion se obtuvieron los siguientes porcentajes 10% para Plata, 10% para Arsénico,

12% para Cadmio y 12% de Zinc.

Los hallazgos coinciden con lo descrito con Asuncién y Rondo (2021), donde la
familia Bacillaceae obtuvieron una reduccion de 62% de Arsénico, 71.7% de Cadmio, 45%
de Cobre, 80% de Zinc y 57.7% de Plomo. Por otro lado; para la familia de Pseudomonas
se obtuvieron una reduccion de 62% de Arsénico, 64.5% de Cadmio, 46.5% de Cobre, 60%

de Zinc y 35% de Plomo.

El presente estudio demuestra que las bacterias aisladas de las muestras de suelo
son eficientes en disminuir la concentracion de los metales, resaltando que la diferencia en
los valores de eficiencia podria deberse principalmente a los niveles de pH del suelo y/o a

las altas concentraciones de los metales en las muestras de suelo.
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Capitulo V. Conclusiones

Los tratamientos con Bacillus sp. son eficientes para la biorremediacién de los
metales cadmio, cobre y zinc; las eficiencias de remediacion son desde 12% a 21%
de cadmio, de 8% a 19% de cobre y de 9% a 23% de zinc.

Los tratamientos con Pseudomonas sp. son eficientes para la biorremediacion de
metales plata, cadmio y zinc; las eficiencias de remediacion son desde 5% a 15%
de plata, de 2% a 17% de cadmio y de 11% a 21% de zinc.

Los tratamientos con Bacillus sp. y Pseudomonas sp., son eficientes para la
biorremediacion de los metales plata, arsénico, cadmio y zinc; las eficiencias de
remediacion son desde 5% a 15% de plata, de 7% a 13% de arsénico, de 5% a
18% de cadmio y de 9% a 20% de zinc.

Se aislaron en total 15 cepas de las cuales 12 son del género Bacillus sp. y 3 son
del género Pseudomonas sp.

Se determinaron los parametros fisicos como son pH, humedad y conductividad
obteniéndose en promedio 2.71 unidades de pH por lo cual podemos decir que son
suelos acidos, con una humedad en promedio de 16.47 % y con una conductividad
en promedio de 413.50 ms/cm, lo cual nos representa un suelo con alta
conductividad debido a la presencia de iones y alta presencia de sales solubles en
el suelo.

Se analizaron las concentraciones de metales en las muestras de suelo, revelando
niveles elevados de metales que exceden las regulaciones ambientales nacionales
e internacionales para la categoria de suelo industrial extractivo. Estas elevadas
concentraciones pueden atribuirse a la presencia de actividades mineras en las
cercanias del area de estudio.

Las especies de Bacillus sp y Pseudomonas sp obtenidas de las muestras de suelo

son B. Subtilis, B. Megaterium, B. Fastidiosus, B. Cereus y P. Aeruginosa.
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Capitulo VI. Recomendaciones

Realizar la identificacién molecular a las cepas aisladas en el presente estudio para
identificar a qué especie bacteriana pertenecen.

Continuar con la investigacion de la eficiencia de biorremediacion de metales debido
a que las cepas presentaron mayor eficiencia de remediacion de metales es por ello
de la importancia de continuar con la investigacion.

Buscar otras alternativas de biorremediacion usando bacterias propias del area
impactada por metales, debido a que se observaron eficiencias en la remocién de
metales mayor al 20%, dado que las concentraciones de metales en los suelos son
altas concentracion especialmente en los metales pesados de plomo, zinc, arsénico.
Investigar la eficiencia de remediacion de metales usando tratamientos combinados
tantos tratamientos quimicos con biolégicos para evaluar la capacidad de remediacion
de metales.

Realizar méas pruebas bioquimicas para poder identificar a que especie pertenecen las
cepas asiladas de Bacillus sp. y Pseudomonas sp. para luego compararlos con el
Manual de Bergey de Bacteriologia Sistematica.

Las especies de Bacillus sp. son resistentes 0 se adaptan a condiciones extremas de
supervivencia es por ello de la importancia de continuar investigando dicha bacteria

para comprobar la eficiencia de biorremediacién de metales.
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ANEXOS

Anexo 1: Mapa de ubicacién del area de estudio y de puntos de muestreo.
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Anexo 3: Toma de muestras de suelo.




Anexo 4: Presencia/ Ausencia de bacterias en el suelo.

a. Caldo Nutritivo HIMEDIA b. 50 gr de suelo

c. Caldo Nutritivo mas suelo

|

d. Presencia / Ausencia de bacterias en el suelo



Anexo 5: Preparacion de medios de cultivo.

a. Agar Nutritivo HIMEDIA b. Agar Nutritivo

d. Medios de Cultivo Diferenciales (Agar Nutritivo / Agar Cetrimide)



Anexo 6: Presencia/ Ausencia de Bacillus sp. y Pseudomonas sp.
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c. Presencia de Bacillus sp en las muestras de suelo



Anexo 7: Recuento de Bacillus sp y Pseudomonas sp.

b. Preparacion de diluciones en las muestras de suelo.



Anexo 8: Colonia de Bacillus sp y Pseudomonas sp, obtenidas de las muestras
de suelo.
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b. Colonias de Pseudomonas sp obtenidas en las muestras de suelo.
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Anexo 9: Colonia de Bacillus sp y Pseudomonas sp, obtenidas de las muestras
de suelo.
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a. Cepas de Bacillus sp obtenidas en las muestras de suelo.
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Anexo 9: Caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Bacillus spy
Pseudomonas sp, obtenidas de las muestras de suelo.
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a. Cepas de Bacillus sp obtenidas en las muestras de suelo.
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CEPA N° 15

b. Cepas de Pseudomonas sp obtenidas en las muestras de suelo.
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Anexo 10: Pruebas Bioquimicas de Bacillus sp.
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b. Prueba de Lecitinasa

c. Prueba de la Gelatina
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d. Prueba de crecimiento a diferente pH.
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a. Prueba de Test de Oxidasa para Pseudomonas sp.
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Anexo 11: Obtencién de la biomasa bacteriana
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Anexo 12: Disefio experimental del tratamiento.
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Anexo 13: Aplicacién del tratamiento.
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Anexo 14: Analisis estadistico.

Metodologia

Se aplicé la prueba T pareada. En cada caso se analizd el supuesto de la dist. Normal de los
datos. En caso de no haber dist. Normal, se aplicé una prueba T pareada no paramétrica. Para
la normalidad, se aplicd la prueba Shapiro Francia, donde si R es mayor a 0.94, la variable

posee dist. Normal.

T. Bacillus
Cumplen la distrib. Normal el pH, Pb, Cu, As.

Titulo

n= 4 1= 0.934 (ANTES-Zn)

n= 4 1= 0.983 (DESPUES-Zn)

n= 4 r= 0.972 (ANTES-PH)

n= 4 = 0.990 (DESPUES-PH)

n= 4 = 0.959 (ANTES-Pb)

n= 4 r= 0.942 (DESPUES-Pb)
3916.34] N= 4 = 0.983 (ANTES-Cu)

n= 4 r= 0.962 (DESPUES-CU)

n= 4 = 0.998 (DESPUES-Cd)

n= 4 = 0.867 (ANTES-Cd)

n= 4 = 0.947 (DESPUES-As)
n= 4 1= 0.975 (ANTES-As)
2611.77] n= 4 1= 0.933 (DESPUES-AQ)
n=4 = 0.981 (ANTES-Ag)

522091

Cuantiles observados

1307.20-

2.63 1307.20 2611.77 3916.34
Cuantiles de una Normal

Prueba T Pareada.

6220 91

@ ANTES-Ag
() DESPUES-Ag
@ ANTES-As
() DESPUES-As
() ANTES-Cd
@ DESPUESCd
@ ANTES-Cu
@ DESPUES-Cu
() ANTES-Pb
() DESPUES-Pb
@ ANTES-PH
@ DESPUES-PH
() ANTES-Zn
@ oesPuEszn

Recta Y=X
Recta Y=X
Recta Y=X
Recta Y=X
Recta Y=X
Recta Y=X
Recta Y=X
Recta Y=X
Recta Y=X
Recta Y=X
Recta Y=X
Recta Y=X
Recta Y=X
Recta Y=X

Facto | Obs(1 media(dif | Media(1 | Media(2 | DE(dif |LI(95%) |LS(95%) p-
r ) Obs(2) ) ) ) ) ) ) T value
DESPUE
As ANTES | S 86.3 906.85 820.55 | 60.32 -9.68 | 182.28 | 2.86 | 0.0645
DESPUE 202.7
Cu ANTES | S 142.5 1857.5 1715 1]-180.06| 465.06| 1.41| 0.2544
DESPUE 105.3
Pb ANTES | S 62.2 2382.8 2320.6 4|-105.43 | 229.83| 1.18| 0.3227
DESPUE -
pH ANTES | S -1.27 2.73 4 0.25 -1.67 -0.87| 10.1| 0.0021
Sélo se encontrd diferencias significativas para pH (p-value < 0.05).
Prueba T No Paramétrica
Elemento Obs(1) Obs(2) | media(dif)| DE(dif) z p(2 colas)
Ag ANTES DESPUES 6.2 2.75 1.83 0.0396
Ccd ANTES DESPUES 1.2 1.6 1.1 0.2676
Zn ANTES DESPUES| 523.78 378.83 1.83 0.0408

Sélo se encontré diferencias significativas para Agy Zn (p-value < 0.05).
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T. Pseudomonas

Cumplen la distrib. Normal el Cu y el As

4594 50 ﬂﬂz i rr:: %891: % ((gﬁﬁggiﬁ)m 2 8 SPEJ;E;J_EAS . Recta fo
n=4r=0.941 (DESPUES-pH) -Ag Recta Y=X
n= 4= 0939 (ANTES-Pb) ) ANTES-As Recta Y=X
410986 igﬁgé’g%ﬁipb) 8 DESPUES-As Recta Y=X

Sy ; ANTES-Cd Recta Y=X
244854 1= 3120570 (e g © DESPUES-Cd RZ;: ¥=X
r;z i rr: %.8914 g ((%Eggﬁi—ggg O ANTES-Cu Recta Y=X

0 mart X ) DESPUES-Cu Recta Y=X
k: = 4= 0.960 (ANTES-As)

g - 10524 (DESPUESS;rAg) © ANTES.PO Recta V=X

5 n= 4 1= 0.977 (ANTES-Ag) 0 DESPUES-Pb Recta Y=X
£ 220857 @ ANTES-pH —Recta Y=X

3 ) DESPUES-pH Recta Y=X
% ) ANTES-Zn Recta Y=X
3 @ DESPUES-Zn Recta Y=X

115061
264
264 115061 220857 3446.54 459450
Cuantiles de una Normal

Prueba T Pareada.

Elemento | Obs(1) | Obs(2) media(dif) | Media(1) | Media(2) | DE(dif) | LI(95%)) | LS(95%)) | T Bilateral
As ANTES | DESPUES 58.53 899.23 840.7 | 31.14 8.97 | 108.08 |3.76| 0.0329
Cu ANTES | DESPUES 65 1722.5 1657.5 | 103.44 -99.6 229.6 |1.26 | 0.2978
Sélo se encontrd diferencia sélo para el As (p-value < 0.05)
Prueba T pareada No Paramétrica (Wilcoxon)

Elemento |Obs(1) |Obs(2) |media(dif) |DE(dif) Z p(2 colas)

Ag ANTES | DESPUES 6.2 2.75 1.83 0.0396

Cd ANTES | DESPUES 1.2 1.6 1.1 0.2676

Pb ANTES | DESPUES 96.05 37.93 1.83 0.031

pH ANTES | DESPUES -1.31 0.26 -1.83 0.101

Zn ANTES | DESPUES 523.78 378.83 1.83 0.0408

Sélo se encontré diferencia sélo para el Ag, Pb y el Zn (p-value < 0.05)
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Tratamiento Combinado
Cumplen la distrib. Normal: pH, Ag

5138681 n= 4 1= 0,937 (ANTES-Zn) @ ANTESAg Recta Y=X
n= 4 1= 0.963 (DESPUES-Zn) () DESPUES-Ag Recta Y=X
n= 4 1= 0.947 (ANTES-pH) O ANTES-As Recta Y=X

n=4 1= 0.990 (DESPUES-pH) () DESPUES-As Recta Y=X
n=4r=0918 (ANTES-Pb) () ANTES-Cd Recta Y=X
=4 = 0988 (DESPUES-PD) @ DESPUES-Cd Recta Y=X

3854.66{ _ 4 _
n=4r=0.942 (ANTES-Cu) ) ANTES-Cu Recta Y=X
n= 4 r=0.894 (DESPUES-Cu) @ DESPUES-Cu Recta Y=X

n=4 1= 0.990 (DESPUES-Cd)

o ¥ -
g mnmmms o
s n=4r=0915 (DESPUES-As) 3
8 n= 4 1= 0.959 (ANTES-As) @ e HH Recta Y=X
§ 2570.659n= 4 = 0.977 (DESPUES-Ag) @ DESPUESpH Recta Y=X
K n= 4 r= 0.998 (ANTES-Ag) () ANTES-Zn Reota Y=X
£ @ DESPUES-Zn Recta Y=X
E

5]

1286.63
11
o / I ‘ ‘
261 1286 63 257065 3854 66 513868
Cuantiles de una Normal

Prueba T Pareada.

Elemento | Obs(1) | Obs(2) media(dif) | Media(1) | Media(2) | DE(dif) | LI(95%)) | LS(95%)) | T Bilateral

Ag ANTES | DESPUES 4.13 58.2 54.08 4.58 -3.16 11.41 1.8 10.1694

pH ANTES | DESPUES -1.11 2.7 3.8 0.05 -1.19 -1.02 | -42.02 | <0.0001

Sélo se encontrd diferencia sélo para el As (p-value < 0.05)

Prueba T pareada No Paramétrica (Wilcoxon)

Elemento | Obs(1) Obs(2) media(dif) | DE(dif) z p(2 colas)

As ANTES DESPUES 87.77 30.73 1.83 0.0394
Cd ANTES DESPUES 1.83 0.9 1.83 0.0354
Cu ANTES DESPUES 150 96.26 1.84 0.0336
Pb ANTES DESPUES 81.25 94.99 1.83 0.0384
Zn ANTES DESPUES 573.08 300.61 1.83 0.0376

Se encontraron diferencia para As, Cd, Cu, Pb y Zn (p-value < 0.05)



Anexo 15: Matriz de consistencia.

PROBLEMA

OBJETIVOS

HIPOTESIS

VARIABLES

¢Los Bacillus sp y
Pseudomonas sp aislados de
los suelos impactados en
Yauli — Junin tendran la
capacidad de

biorremediacion de metales?

Objetivo general:

e Evaluar la capacidad de biorremediacion de metales
mediante Bacillus sp y Pseudomonas sp aislados de los

suelos impactados en Yauli — Junin.
Objetivo especificos:

e Aislar en medios de cultivos selectivos y diferenciales a
Bacillus sp y Pseudomonas sp de los suelos impactados
en Yauli — Junin.

e Identificar mediante pruebas de coloraciény
bioguimicas a Bacillus sp y Pseudomonas sp aislados
de los suelos impactados en Yauli - Junin.

e Determinar los parametros fisicos (pH, humedad y
temperatura) de las muestras de suelo.

e Determinar los niveles de concentraciéon de metales de

los suelos impactados en Yauli — Junin.

Hipotesis general:

Los Bacillus spy
Pseudomonas sp aislados
de los suelos impactados
en Yauli — Junin tienen la
capacidad de
biorremediacién de

metales.

Variable independiente:

e Presencia de Bacillus

sp.
e Presencia de

Pseudomonas sp.
Indicadores:

e Método de diseminacion
(UFC/gr).

Variable dependiente:

e Capacidad de
biorremediaciéon de

metales.

Indicadores:

® (Capacidad de

biorremediacion (%).
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Anexo 16. Procedimiento de muestreo e Informes de ensayo CERTIMIN.
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Muestreo de Suelos, Lodo y Sedimentos

1. OBJETIVO:

Establecer los lineamientos generales para realizar muestreo en suelos, lodo y muestreo de
sedimentos en rios, lagunas, estuarios y mares.

2. ALCANCE:

2.1 Este procedimiento es aplicable al muestreo de suelos, lodos y sedimentos, toda vez que en
ellos se pretenda determinar:

211
212
2.13
214

Sus propiedades fisicas,

Sus propiedades quimicas,

Su composicion, v,

La presencia de contaminantes.

Abarca el muestreo superficial y el muestreo en profundidad, asi como la extraccién de
muestras disturbadas y no disturbadas.

3. REFERENCIAS

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

“Guia para el Muestreo y Analisis de Suelo” — Ministerio de Energia y Minas, Sub-
Sector Hidrocarburos, DGAA, Octubre 2000.

Guia empresarial sobre suelos contaminados del Gobierno de Aragon.
Manual de gestion de CERTIMIN.

Guiapara el muestreo de suelos RM 085-2014-MINAM

“Soil Sampling: Field Sampling Guidance Document # 1205”. U.S. EPA Region 9
Laboratory. Richmond, California.

US EPA Environmental Response Team, Standard Operating Procedures, SOP 2012
(Date 02/18/00, Rev. 0.0).

“Characterization of Hazardous Waste Sites - A Methods Manual”: Volume II:
“Available Sampling Methods”, Second Edition. United States Environmental
Protection Agency. EPA 600/4-84-076. December 1984.

EPA Method 9045D Rev.04:2004 SOIL AND WASTE pH

4. RESPONSABILIDADES

4.1 Analistas de Campo

4.1.1 Los analistas de campo son los responsables de ejecutar el siguiente procedimiento.
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4.1.2 Cumplir con la metodologia establecida para latoma de muestra de suelos, lodo y

sedimentos.

4.2 Coordinador de Operaciones

4.2.1 Hacer cumplir el procedimiento con participacion de los analistas de campo.

4.2.2 Supervisar el estricto cumplimiento entre el personal a su carqgo.

4.3 Jefe de Operaciones
4.3.1 []Aprobar el presente procedimiento.

4.3.2 Realizar ladifusién de los procedimientos actualizados.

4.3.3 Revisar, conocer v hacer cumplir el procedimiento; asi como supervisar su

estricto funcionamiento.

4.4  Gerente de Calidad, Seguridad y Ambiente
44.1 Revisar [] el presente procedimiento.

4.4.2 Mantener actualizado el presente procedimiento.

5. DEFINICIONES

5.1 Suelo: Desde el punto de vista ambiental, el suelo es una fina capa superior de la corteza
terrestre (litosfera), situada entre el lecho rocoso y la superficie. Esta compuesto por

particulas minerales, materia organica, agua, aire y organismos vivos.

5.2 Horizonte: Se definen a las capas que forman el suelo. El perfil de un suelo ideal

comprende los siguientes horizontes:

5.2.1 Horizonte A: Llamado también Horizonte de Lavado por estar expuesto

a

la erosion y lavado de la lluvia. Es la capa mas superficial del suelo, abundan las
raices y se pueden encontrar los microorganismos animales y vegetales, es de color

oscuro debido a la presencia del humus.

5.2.2 Horizonte B: Recibe el nombre también de Horizonte de Precipitacion, ya que aqui
se acumulan las arcillas que han sido arrastradas por el agua del horizonte, es de
color mas claro que el anterior y esta constituido por humus mezclado con fragmentos

de rocas.

5.2.3 Horizonte C: Se le conoce también como Subsuelo o Zona de Transicién, esta

formado por la roca madre fragmentada en proceso de desintegracion.

TODA IMPRESION ES DOCUMENTO NO CONTROLADO
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5.2.4 Horizonte D: Es la capa mas profunda del suelo, estd formado por la roca madre
fragmentada, por lo que también recibe el nombre de Horizonte R.

5.3Lodo: Barro fino que se forma en el suelo cuando llueve o que se deposita en el fondo de

54

5.5

5.6

5.7

5.8

5.9

una corriente o un depdsito de agua.

Sedimento: material (minerales, materia organica, etc.) que habiendo estado suspendido en
un liquido, se deposita en el fondo.

Muestra compuesta: Es aguella constituida por un conjunto de muestras simples (sub
muestras), convenientemente mezcladas, vy llevadas al laboratorio para su
correspondiente analisis, siendo el resultado un valor analitico medio de la propiedad
0 compuesto analizado. El numero de sub muestras dependera de la variabilidad de la
sustancia o propiedad a analizar en el area de estudio y tiene la ventaja de permitir un
muestreo _mayor _sin_aumentar el numero _de muestras a analizar. Numeros de
muestras oscilan entre 4 y 16 (maximo 25) y como regla general el area representada
por ua muestra compuesta no deberia superar a 1 Ha (100 x 100m)

Muestra simple: Las muestras colectadas en un tiempo v en un lugar particular son
llamadas muestras simples. Este tipo de muestras representa las condiciones
puntuales de una muestra de la poblacién en el tiempo que fue colectado. Estas
muestras _siempre se aplicaran _para compuestos orgdnicos volatiles (COV’s),
Hidrocarburos y Benceno, Tolueno, Etilbenceno, Xilenos (BTEX).

Muestra en profundidad: Muestra obtenida de los horizontes o capas del suelo en
donde se ubican y lixivian los contaminantes que se desean evaluar.

Muestra de Suelo Disturbada: Aquella en que el suelo ha sufrido la alteracion de una
cualquiera, o varias, de sus propiedades fisicas, quimicas o biolégicas, y no conserva la
configuracion ni la textura que poseia originalmente dentro del perfil u horizonte en que se
hallaba situado.

Muestra de Suelo No Disturbada: Aquella que no ha sido sometida a la alteracion de sus
propiedades fisicas, quimicas o biolégicas, asi como a variaciones en su textura original y
en su configuracién dentro del perfil u horizonte en que se hallaba.

5.10 Muestreo Aleatorio: Aquél en que, en el area de interés (poblacion), cada punto de muestreo

511

5.12

(elemento) es elegido aleatoria o arbitrariamente. Es un método por el que cada muestra
o propiedad de un suelo tiene la misma probabilidad de ser tomada y considerada. En
un campo homogéneo es un método satisfactorio.

Muestreo Sistematico: Aquél en que las muestras se toman a intervalos regulares o pre-
establecidos de espacio o tiempo.

Muestreo Estratificado Aleatorio: En este tipo de muestreo una poblacion (area, cuerpo o
lugar) heterogénea es dividida en unidades o grupos de caracteristicas homogéneas,
denominadas estratos. En este caso, la variabilidad en cada estrato es menor que la
variabilidad en la poblacién entera.

TODA IMPRESION ES DOCUMENTO NO CONTROLADO
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6. PREPARACION PARA EL MUESTREO

6.1 ldentifique los parametros a monitorear, el nUmero de muestras y las metodologias a aplicar
[ ] contemplados en el Plan de Muestreo (PM), registrar los equipos, instrumentos y
materiales a utilizar en el muestreo de suelos en el formato FO4-PM.OPE.08 “Check List de
Equipos y Materiales para el Monitoreo de Suelos” para definir la cantidad de equipos,
herramientas y materiales que necesitara durante el muestreo. [ ] Se debe tener en cuenta
el Reconocimiento o Inspeccién de la zona e investigacién preliminar. Todos los
equipos, herramientas y materiales a emplearse deberan estar limpios y exentos de
contaminantes.

6.2 Para elegir las caracteristicas y tamafo de los recipientes que contendran a las muestras -
dependiendo del (los) parametro(s) a muestrear- y conocer las practicas de conservacion y
preservacion de las mismas, remitase al reverso del formato FO1-PM.OPE.01” Cadena de
Custodia” / Suelos.

6.3 Acopie y revise informacién sobre el lugar y el area de muestreo [ ] La planificacién del
muestreo de una zona para conocer su posible contaminacién, se debe realizar sobre
la base de una serie de datos adquiridos a partir del reconocimiento v de la
investigacion preliminar.

a) Trabajos en Gabinete: Revision y acopio de toda informacién relevante sobre la
zona de estudio como: Localizacién, mapas geogréaficos, mapas topogréficos,
mapas _de suelo, mapas geoldgicos, planos de planta, infraestructura, usos,
historia, tipo de suelos, propiedades,

b) Visita de Campo: Brinda informaciéon _en corto tiempo con ello ayuda a elegir
correctamente los equipos de muestreo; una_visita de inspeccidon vy
reconocimiento al lugar de muestreo a fin de establecer, con precisiéon, el tamarfo
del area, las vias de acceso, las metodologias de muestreo a emplear, los peligros

y los riesqos.

6.4 EQUIPOS, HERRAMIENTAS Y MATERIALES:

6.4.1 Herramientas:
6.4.1.1 Lampas (o palas) de acero
6.4.1.2 Pico de acero
6.4.1.3 Barreta de acero
6.4.1.4 Picota de geodlogo o pico pequefio
6.4.1.5 Kit de herramientas para muestreo de suelos:
6.4.1.5.1 Barrenos (augers)
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6.4.1.5.2
6.4.1.5.3
6.4.1.5.4
6.4.1.5.5
6.4.1.5.6

6.4.1.5.7

etc.)

6.4.1.6 Cucharas y/o cucharitas de acero inoxidable

Muestreador de nucleos de suelo (soil core sampler)
Barreno de tornillo (screw auger)
Tubo muestreador (probe sampler)
Espatulas de acero inoxidable y/o plastico (scoops)

Probetas de plastico, acero inoxidable, bronce o

aluminio (liners)

Accesorios (extensiones o varillas, martillo deslizante, mangos,

L2 )

Barreno

Barreno de tornillo

Tubo muestreador

6.4.2 Materiales

6.4.2.1 Balde

6.4.2.2 Jarra

6.4.2.3 Agua de cafio

6.4.2.4 Agua destilada o desionizada
6.4.2.5 Picetas

6.4.2.6 Detergente libre de fosfatos

6.4.2.7 Cepillos

6.4.2.8 Tazones o cuencos de acero inoxidable y/o plastico
6.4.2.9 Manta o lienzo de plastico de 2x2m
6.4.2.10 Papel toalla

6.4.2.11 Cinta métrica (wincha) de 2m

6.4.2.12Recipientes para muestras (bolsas ziplock, frascos de plastico y/o frascos de

vidrio) en cantidad suficiente

6.4.2.13 Guantes de latex (exentos de talco) o nitrilo
6.4.2.14  Guantes de badana o de cuero
6.4.2.15 Mascarillas para polvo

6.4.2.16

6.4.2.17  Cuaderno y/o formatos de campo
6.4.2.18 Coolers o hieleras

6.4.2.19 Ice packs

6.4.2.20 Cinta de embalaje

6.4.2.21  Cuchilla

6.4.2.22 Recipiente de 50mL

6.4.2.23 Baqueta

6.4.2.24 Probetade 100mL

Cadenas de custodia para suelos, lodos, barros y sedimentos
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6.4.2.25 Pesas20g

6.4.3 Equipos
6.4.3.1 GPS
6.4.3.2 Céamara fotografica
6.4.3.3 Brajula

6.4.3.4 Medidor de pH
6.4.3.5 Electrodo de pH

6.4.3.6 Balanza capaz de pesar 0,1 g

6.5 LIMPIEZA Y DESCONTAMINACION DE HERRAMIENTAS Y MATERIALES

Antes de iniciar el monitoreo y, de preferencia, antes de dirigirse al lugar, area o estacion
donde desarrollard los trabajos, limpie, lave, descontamine y seque todas las herramientas
gue entraran en contacto con el suelo (lampas, picos, barretas, barrenos, tubos
muestreadores, espétulas, etc.). Hagalo cifiéndose al siguiente procedimiento:

6.5.1 Lave la herramienta dos veces, con agua de cafio y detergente sin fosfato,
cepillandola para remover la suciedad y los contaminantes;

6.5.2 Enjuague con agua de cafio;

6.5.3 Enjuague dos veces con agua desionizada,

6.5.4 Deje escurriry luego seque la herramienta con papel toalla;

6.5.5 Finalmente, cubra y envuelva herméticamente cada herramienta con bolsas o
material de plastico limpio. Mantenga las herramientas asi protegidas durante el
transporte, hasta el inicio del muestreo.

7. PROCEDIMIENTO DE MUESTREO

7.1 DETERMINACION DEL NUMERO Y POSICION DE LOS PUNTOS DE
MUESTREO

7.1.1 El muestreo de areas grandes o muy extensas de suelos, se efectla, generalmente,
después de haber realizado un muestreo preliminar aleatorio que perfila la
distribucion aproximada de los contaminantes en el area de interés. Dependiendo de
los usos que se den o se proyecte dar al suelo, estos muestreos de aproximacién se
realizaran ya sea en superficie o en profundidad, o ambos. Antes de iniciar las labores
en campo, cercidrese de si esos datos existen, o si se cuenta con datos histdricos.

Los contaminantes, preponderantemente liquidos -o transportados por ellos- se
mueven de las cotas altas a las bajas, siguiendo la gradiente del suelo y penetrando
sus distintas capas u horizontes, dependiendo de la permeabilidad y porosidad de los
mismos.

7.1.2 Una vez definida el area de muestreo, establezca visualmente -si fuera posible- el
grado de dispersibn y concentracion de los contaminantes sobre la misma,
empleando los criterios del muestreo estratificado. Segun los distintos grados de
contaminacion que encuentre, determine el numero de estratos en los cuales
realizara el muestreo.

Si el nivel de contaminacion fuese homogéneo en toda el area considere a ésta como
un solo estrato.

Si el usuario solicitara muestreo en profundidad, establezca también, mediante la
misma técnica, una estratificacion de los niveles de contaminacion atendiendo a la
profundidad.
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7.1.3 Delimite cada estrato y mida su extension (area):

7.14

7.1.3.1 Si el estrato tuviese un area no mayor a 1 m?, elija dentro de ella,
aleatoriamente, un solo punto de muestreo;

7.1.3.2 si el area del estrato fuera mayor a 1 m? y menor, o igual, a 4 m?, el minimo
ndmero de puntos para la toma de muestra sera dos (02);

7.1.3.3 si el area fuese mayor de 4 m2 y menor, o igual, a 12 m2 el nGmero minimo de
puntos de muestreo sera tres (03).

7.1.3.4 En los dos casos precedentes, para determinar la posicion de los puntos de
muestreo, trace aleatoriamente una linea transversal por toda la extensién del
estrato y sitle sobre ella un nimero de puntos igual al nimero de puntos de
muestreo que determind en los pasos anteriores, de tal suerte que la linea
guede dividida en segmentos iguales. Cada uno de los puntos que dividen a
la linea en partes iguales serd un punto de muestreo.

7.1.3.5 Si el estrato tiene mas de 12 m?, dividalo en cuadrados de 2m x 2m vy sitle,
sisteméaticamente, en cada uno de ellos un punto de muestreo.

Durante el monitoreo, dependiendo del interés del usuario o del grado de precision
por él requerido, las muestras de cada estrato podran analizarse una a una o pasaran
a conformar una muestra compuesta.

7.2 Localice cada punto de muestreo con el GPS y registre sus coordenadas.

7.3 Limpie la superficie del terreno, dejandolo libre de vegetacion, rocas y/o residuos.

7.4Tome un lienzo o manta de plastico limpia y extiéndala en el terreno, cerca del punto de
muestreo. Alli dispondra la tierra que remueva durante el proceso de muestreo.

7.5 MUESTREO SUPERFICIAL (ENTRE 0 Y 30 cm DE PROFUNDIDAD O HASTA LA
LINEA QUE SEPARA EL HORIZONTE A DEL B)

Para el muestreo en superficie pueden emplearse palas, espatulas y/o cucharas. Si va a
tomar muestras de VOC’s tenga a la mano una cucharita de acero inoxidable.

751

752

753

754

Utilizando una pala o espatula cave un hoyo en el suelo, de unos 20 a 30cm de
diametro, hasta la profundidad deseada. Retire frecuentemente el suelo que va
desprendiéndose, disponiéndolo sobre el lienzo de plastico que colocé cerca al punto
de muestreo.

Con otra espatula limpia y descontaminada, proceda a limpiar las paredes del hoyo
del que extraera la muestra, o retire la capa de tierra que estuvo en contacto con la
pala (o espatula) utilizada en el paso anterior.

Para tomar muestras de VOC’s (muestra no disturbada) utilice una cucharita de acero
inoxidable, introdlzcala en la base del hoyo y tome directamente la muestra. Evitando
perturbar la porcion de suelo extraida, coléquela inmediatamente en un vial de vidrio
(dmbar) de 40ml: llene el vial completamente hasta el tope, limpie totalmente la tierra
que haya quedado en la rosca del vial, seque si fuera necesario y tape
herméticamente. El forro interno de la tapa del vial debe ser de Teflon y debera sellar
herméticamente el frasco.

Para tomar las muestras restantes, desprenda y remueva el terreno que se halla
cerca de la base del hoyo con una espatula o cuchara limpia; sitie la cantidad
necesaria de material en un tazén de acero inoxidable (o plastico) y mezcle
completamente para obtener una muestra homogénea y representativa. Descarte los
fragmentos gruesos (gravillas, gravas, guijarros y piedras) anotando su volumen
aproximado.

TODA IMPRESION ES DOCUMENTO NO CONTROLADO
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755

7.5.6

7.5.7

758

Utilizando la espatula, vierta la muestra del tazén al recipiente apropiado (de vidrio o
plastico), asegurandose que en el recipiente quede la menor cantidad posible de aire.
Selle el recipiente herméticamente; etiquételo y refrigere.

Para obtener una muestra compuesta, mezcle completamente, en un tazén de acero
inoxidable (o de plastico), todas las muestras extraidas en cada uno de los puntos de
interés. Vierta la cantidad necesaria de esta mezcla homogénea al recipiente
apropiado; séllelo herméticamente, etiquételo y refrigere.

Una vez terminada la toma de muestras en cada punto de muestreo, lave,
descontamine y seque cada herramienta empleada. Recuerde que debe realizar la
descontaminacion de las herramientas antes de pasar al siguiente punto de muestreo
Antes de retirarse de cada punto de muestreo reponga el suelo extraido a la
perforacién o calicata de la que fue retirado.

Si deseara obtener muestras no disturbadas, tomelas utilizando muestreadores de nicleos
de suelo, siguiendo lo establecido en la siguiente Seccion, en la parte que trata sobre la
coleccién de este tipo de muestras.

NOTA: Cuando _es una _muestra compuesta v de indole superficial se requieren

someterla _a particion (cuarteo) para reducirla y obtener una muestra compuesta

representativa. Para _esto_se recomienda cuartear la muestra mezclada v repetir el

proceso hasta que lleque a la cantidad necesario (Fig. 1)

- eventualmente repetir

muestra mezclada el proceso

cantidad original primera particién 1/2 muestra segunda particion 1/4 muestra

Fig 1: Particién de muestras

7.6 MUESTREO EN PROFUNDIDAD

7.6.1

Muestreo con Barreno y Tubo Muestreador (o Muestreador de Nucleos
de Suelo)

7.6.1.1 Tome un barreno y enrdsquelo firmemente a su extension (varilla); afiada
también -al otro extremo de la varilla- el mango apropiado que le permita
maniobrar comodamente la herramienta.

7.6.1.2 Perfore el suelo con el barreno y retire periddicamente el material que se va
acumulando sobre la manta de plastico que dispuso inicialmente cerca de la
estacion de muestreo.

7.6.1.3 Cuando haya alcanzado la profundidad deseada, retire cuidadosamente el
barreno de la calicata. Si deseara tomar la muestra directamente del barreno,
héagalo cuando éste se halle completamente fuera de la calicata.

7.6.1.4 Desenrosque el barreno y reemplacelo por un tubo muestreador limpio -si
fuera el caso, puede utilizar, en su lugar, un muestreador de nucleos de
suelo-.

Para el caso de muestras no disturbadas, inserte previamente una probeta de
plastico (puede ser también de acero inoxidable, bronce o aluminio) al interior
del muestreador de nucleos de suelo.

TODA IMPRESION ES DOCUMENTO NO CONTROLADO
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7.6.1.5

7.6.1.6

7.6.1.7

7.6.1.8

Evitando tocar las paredes de la calicata y sin emplear el martillo deslizante,
descienda cuidadosamente el tubo muestreador (o el muestreador de nucleos
de suelo) e introdizcalo totalmente a la base de la calicata.

Retire cuidadosamente el tubo muestreador (o el muestreador de nuicleos de
suelo) de la perforaciéon y separelo de su extension.

Descarte la parte superior de la porcion de suelo extraida en el tubo
muestreador (unos 2,5 cm). Si tuviera que recolectar una muestra de VOC's,
tdmela directamente, y sin producir perturbaciones, del suelo extraido, con
una cucharita de acero inoxidable; transfiérala a un vial de vidrio &mbar de 40
ml (cifiéndose a lo especificado en el paragrafo 6.5.3); cierre herméticamente,
rotule y refrigere. Coloque la porcién intacta restante en un tazén de acero
inoxidable; mezcle y homogenice completamente. Con una cuchara o
espéatula descontaminada tome las muestras necesarias en sus respectivos
envases. Cierre herméticamente, rotule y refrigere.

Las muestras no disturbadas, extraidas con el muestreador de nucleos de
suelo en sus respectivas probetas de plastico (acero inoxidable, bronce o
aluminio) se tapan cuidadosamente por sus extremos y se envian intactas y
sin alteracion al Laboratorio, luego de rotularlas y refrigerarlas.

Prosiga como en los paragrafos 6.5.3, 6.5.4 y 6.5.5.

(TR

|

e "

N

i
i

Bin Threaded,

Martillo
extensiones

deslizante

y

Modo de empleo del martillo
deslizante

Probeta y muestreador de
nucleos de suelo

7.7 MUESTREO DEL PERFIL Y DE LOS HORIZONTES DEL SUELO

7.7.1 Marque en el terreno un area de 1m x 1,5m (area de la calicata), orientandola de tal
suerte que, una vez excavada, la luz solar ilumine completamente a uno de los lados
de 1m.

7.7.2

Excave la calicata hasta 1,5 m de profundidad, o hasta toparse con un impedimento

que no le permita seguir cavando: roca madre, fragmentos muy gruesos en altas
proporciones, napa freatica.

TODA IMPRESION ES DOCUMENTO NO CONTROLADO
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7.8

7.7.3

774
7.15

7.7.6

7.7.7

Ingrese a la calicata e identifique y describa los horizontes o capas (profundidad,

espesor, presencia de raices, color, textura, consistencia, etc.). Anote esta

informacion en su formato o cuaderno de campo.

Inicie la toma de muestra desde el horizonte mas inferior hasta el mas superior.

Proceda a tomar las muestras, en cada una de las capas u horizontes, del siguiente

modo:

7.7.5.1 Sitlese en la capa u horizonte a muestrear y proceda a limpiar la pared
respectiva con una espatula limpia (para retirar cualquier resto de
contaminacion proveniente del proceso de excavacion).

7.7.5.2 Siva atomar una muestra de VOC’s, obténgala directamente de la pared del
horizonte respectivo, con una cucharita de acero inoxidable; evitando
perturbar la porcidn de suelo extraida transfiérala a su respectivo recipiente,
ciféndose a lo especificado en el acapite 6.5.3. Cierre herméticamente, rotule
y refrigere.

7.7.5.3 Obtenga las muestras restantes colocando una pala o espatula
descontaminada en la base del horizonte y dejando caer de la pared,
mediante una picota, pico pequefio, cuchara o espatula limpia, la cantidad
necesaria de suelo. Mezcle y homogenice completamente, descarte los
fragmentos gruesos (grava, gravilla, guijarros y piedras), anotando el volumen
total que ocupan. Utilizando la espatula (o cuchara) coloque la cantidad
necesaria de muestra en su respectivo recipiente. Tape herméticamente,
rotule y refrigere cada muestra.

Cada vez que termine de muestrear en un horizonte, para pasar al siguiente, lave,

descontamine y seque cada una de las herramientas utilizadas.

Prosiga como en los paragrafos 6.5.4y 6.5.5.

DETERMINACION DE pH EN SUELOS Y RESIDUOS (SOLIDOS, LODOS O

LIOUIDOS NO ACUOSOS)

781 AJUSTE

7.8.2

7.8.1.1 Cada sistema de instrumento/electrodo debe ajustar a un minimo de dos
puntos que soportan el pH esperado de las muestras.

7.8.1.2 Verifique en porciones sucesivas de las soluciones tampén hasta que
las lecturas estén dentro de 0,05 unidades de pH del valor de la solucién

tampoén.

PREPARACION DE LA MUESTRA Y MEDICION DE PH DE SUELOS.

7.8.2.1 Cologue 20g de suelo en un recipiente de 50mL, agregue 20mL de agua
desionizada, cubrir y agitar continuamente la suspensién por 5 min. Se
permiten diluciones adicionales si__se trabajan _con _suelos
higroscopicos, sales u otras matrices problematicas.

7.8.2.2 Dejar_que la suspension de suelo repose durante aproximadamente 1
hora para permitir que la mayor parte de la arcilla se asiente.

7.8.2.3 Sumerja el electrodo del medidor de pH en la solucién sobrenadante.

7.8.2.4 Reporte los resultados como pH del suelo medido en agua y anotar la
temperatura ala que se realizo la prueba.

TODA IMPRESION ES DOCUMENTO NO CONTROLADO
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783 PREPARACION DE LA MUESTRA Y MEDICION DE PH DE MUESTRAS

RESIDUALES. (SOLIDOS, LODOS O LIQUIDOS NO ACUOSOS)

7.8.3.1 Cologue 20g de suelo en un recipiente de 50mL, agreqgue 20mL de agua

desionizada, cubrir y agitar continuamente la suspensién por 5 min. Se

permiten diluciones adicionales si__se trabajan con

suelos

higroscépicos, sales u otras matrices problematicas.

7.8.3.2 Dejar_que la suspension de muestra residual (sélido, lodo o liguido no

acuoso) repose durante 15 min_para permitir que la mayor parte del

residuo suspendido se asiente parala medicion.

NOTA: Si el residuo _es higroscoOpico y absorbe toda el agua desionizada,

comenzar el analisis nuevamente usando 20g de residuo y 40mL de agua

NOTA: Si el sobrenadante es multifdsico, decantar la fase oleosa y medir el

pH de la fase acuosa. El electrodo puede necesitar limpieza si se cubre con

un material aceitoso.

7.8.3.3 Sumerja el electrodo del medidor de pH en la solucién sobrenadante.

7.8.3.4 Reporte los resultados como pH del residuo medido en agua y anotar la

temperatura ala que se realizo la prueba

8. CONSERVACION, REGISTRO Y TRANSPORTE DE LAS MUESTRAS

8.1 Una vez preservadas, tapadas herméticamente y rotuladas, las muestras deben colocarse
en los coolers o hieleras, en posicion vertical, con sus respectivos ice packs (o
refrigerantes), a una temperatura aproximada de 4°C. Bajo ninguna circunstancia las

muestras deberan congelarse.

8.2 Registre las muestras en la Cadena de Custodia para Monitoreo de Suelos, Lodos, Barros y
Sedimentos (FO1-PM.OPE.O1). En su transporte al Laboratorio, hasta su entrega, toda

muestra debe estar siempre acompafiada de su respectiva Cadena de Custodia.

8.3 Para evitar que los recipientes sufran golpes, se malogren, rajen o rompan durante el
transporte al Laboratorio, debe colocarse entre ellos material de empaque limpio (de
preferencia chips de poliuretano o plastico preformado para relleno, también pueden

utilizarse cartdn o papel corrugados).

8.3.1 Una vez que haya empacado y refrigerado las muestras, cierre los
coolers, embalelos con cinta adhesiva y/o plastifilm (o stretch film) y
transportelos (envielos) lo antes posible al Laboratorio, acompafiado
las muestras con su correspondiente Cadena de Custodia. Ademas de
los datos con la direccién del Laboratorio, el lugar de origen, el
remitente y el consignatario, los coolers deberan tener etiquetas que

sefialen la posicién correcta en que deben ser transportados.

9. CONTROL DE CALIDAD (QC)

9.1 Duplicado de Campo: Muestra que se toma en el mismo punto, en la misma porcién de
suelo y al mismo momento que la muestra original. Se tomard una muestra duplicada de

suelo si el nimero de estaciones de muestreo es menor a diez (10) puntos.

9.2 Ajuste v verificacién Se ajusta y verifica, cada vez que se realiza el ensayo. Los datos

de ajuste y verificacién se reqgistran en el formato F02-PM-OPE-07.

TODA IMPRESION ES DOCUMENTO NO CONTROLADO
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10. SEGURIDAD Y SALUD OCUPACIONAL

10.1 Los analistas de campo de CERTIMIN., dependiendo del lugar (o lugares) donde realizaran
actividades de monitoreo, deberan contar con su Certificado de Vacunas y su Pase Médico
vigentes, que los habilite para ingresar a las distintas zonas donde efectuaran trabajos.

10.2 Realice una visita previa de inspeccion y reconocimiento al area donde realizara el
monitoreo. Anote y tenga presente los peligros y riesgos a los que estara expuesto durante
la ejecucion de sus labores y la permanencia en el lugar.

10.3 Cuando llegué al lugar de muestreo, identifiqué los peligros y riesgos asociados a la
actividad. Si los peligros o riesgos a los que se expondra durante los trabajos no se hallaran
contemplados en el IPER para Monitoreo de Suelos realice un Andlisis de Riesgo, para
determinar si son necesarias medidas y equipos de seguridad adicionales.

10.4 Cuando realice caminatas o trabajos a campo abierto -sobre todo en selva- utilice, de
preferencia, caminos y accesos frecuentados por los lugarefios; evite transitar por bosque
tupido, a no ser que sea absolutamente necesario. A menos que el analista conozca bien
el lugar y a la poblacién, toda caminata debe ser liderada por un guia de la zona.
Labores en zonas remotas, poco exploradas, boscosas o0 agrestes deben ser
realizadas por, al menos, dos analistas. Lleve consigo un botiquin.

10.5 Utilice su equipo béasico de seguridad (casco, lentes, zapato de seguridad y
uniforme con cinta reflectante).

10.6 Para el traslado o transporte manual de equipos y materiales utilice guantes de
badana o cuero.

10.7 En instalaciones industriales y en lugares de alto trafico de vehiculos y personas,
el area donde se desarrollaran las labores de monitoreo serd delimitada vy
sefalizada con cinta reflectante y, cuando sea necesario, con conos de seguridad,
para aislarla de riesgos externos y no exponer a personas ajenas a las actividades
a los riesgos propios de la labor a ejecutarse.

10.8 Los analistas de campo de CERTIMIN. estaran siempre provistos de un equipo de
comunicaciones (radio, nextel, teléfono satelital o celular) que les permita
mantenerse en contacto con los supervisores (superintendentes), personal
responsable de las actividades en campo y con la unidad médica o centro
hospitalario mas cercano.

10.9 En la siguiente tabla se muestran los peligros asociados al muestreo de suelos
ademéas de sus respectivos controles:

TODA IMPRESION ES DOCUMENTO NO CONTROLADO
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Tablal

Peligros

Control

Herramientas

Antes de manipular las herramientas verifiquelas. De ser necesario revise
sus instrucciones de esa manera accidentes de cortes.

Manipule con cuidado las herramientas, luego de utilizarlos, almacénelos

de trabajo adecuadamente asi evitara posibles caidas que puedan lastimarlo; de darse
el caso utilice los EPP’s adecuados para la manipulacién de estos.
Para la ejecucién de calicatas y durante la manipulacion de las herramientas
Terreno utilice guantes de cuero o badana.
inestable . , .. -
(calicatas) Tenga cuidado al hacer las calicatas ya que el suelo estara inestable, utilice

botas con suela que tenga buen agarre, asi evitara caidas.

Caracteristicas

Al tomar las muestras de suelos, coléquese guantes y mantenga las mangas

de la zona del uniforme bajas, de esta manera evitara cortes.
Muestras de Para la manipulacion de las muestras, utilice guantes resistentes a los cortes
suelo, lodo, por materiales como espinas, astillas, etc.
sedimento
Inférmese sobre las caracteristicas de la zona (clima) asi como también de
las enfermedades.
Lleve prendas de vestir el cual le cubran lo mas posible.
Apliguese el repelente de insectos tanto en ropa como en piel, de acuerdo a
las indicaciones del fabricante.
Vectores Cuando regrese el monitoreo revise sus prendas, asegurese de que no trae
consigo algun insecto.
No toque ningun animal muerto. Evite tocarse los 0jos, nariz y boca con las
manos a menos que estas estén limpias.
Tenga presente que algunas fragancias atraen a los insectos, asi que utilice
jabones y otros productos para la higiene que no estén aromatizados.
Clima tropical (temperaturas por encima de los 18°C, radiacién solar,
lluvias): utilice ropa de trabajo ligera de manga larga, botas de cafa alta,
_ capote impermeable, bebidas rehidratantes, bloqueador y anteojos para
Climas radiacion solar;
extremos

Clima frio (temperaturas por debajo de los 18°C, altura, lluvias con granizo o
nieve): utlice ropa que conserve el calor de manga larga, capote
impermeable.

TODA IMPRESION ES DOCUMENTO NO CONTROLADO




Cédigo PM-OPE-07
Revision 06
PROCEDIMIENTO DE "
F. Aprobacién 2021-03-01
MUESTREO Pagina 14 de 14
‘ Aprobado por Yul Abad S.

Muestreo de Suelos, Lodo y Sedimentos

11. CONTROL OPERATIVO AMBIENTAL:

11.1 El suelo removido para la toma de las muestras debe ser retornado a la calita u

hoyo practicado.

11.2 Los residuos sdlidos y liquidos generados durante las labores de monitoreo deben
segregarse y disponerse en lugares autorizados.

[]

12. REGISTROS

Nombre

Cédigo

Hoja de campo

FO03-PM.OPE.O1

Cadena de Custodia

FO01-PM.OPE.O1

TODA IMPRESION ES DOCUMENTO NO CONTROLADO
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL

ORGANISMO DE ACREDITACION INACAL - DA INACAL
CON REGISTRO N° LE 022 )
‘ DA - Pera
Laboratorio de Ensayo
Acreditado )

Registro N°LE -022

INFORME DE ENSAYO

N° JUL1179.R22

4 )
SOLICITANTE : JAVIER EDISON IGNACIO VILCAPOMA

Psj. Canipaco S/N Puzo
Chilca, Huancayo, Junin

SOLICITADO POR : Javier Edison Ignacio Vilcapoma

SSA N° 514-22
Cadena de Custodia N° 1651-22/CERTIMIN

Tesis aprobado segun carta N° 341-CGTFIA-2021
REFERENCIA : Yauli / Yauli / Junin
Monitoreo Calidad de Suelo
Colindante a la carretera Pachachaca - Yauli, debajo de presa de relaves

DOMICILIO LEGAL :

SOLICITUD DE SERVICIO AMBIENTAL:

FECHA DE MUESTREO : 2022/07/17
MUESTRA TOMADA POR : EL CLIENTE
PROTOCOLO : -

TIPO DE MUESTRA: Suelos

NUMERO DE ESTACIONES DE MUESTREO : 6

PRESENTACION DE LAS MUESTRAS : Bolsas Selladas
CONDICION DE LAS MUESTRAS : Muestras en buenas condiciones para los andlisis solicitados.
RECEPCIONADAS
FECHA DE RECEPCION : lunes, 18 de julio de 2022
IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS : Segun se indica
FECHA DE EJECUCION DE ENSAYO : 2022-07-18 al 2022-08-01
FECHA DE REPORTE : lunes, 02 de agosto de 2022
PERIODO DE CUSTODIA : Hasta un mes. De acuerdo a las recomendaciones de la
metodologia 0 norma empleada.
\ J

EDGAR NINA VELASQUEZ
Jefe Ambiental

CQP. 729
Lima, 2 de agosto de 2022

"Prohibida la reproduccién total o parcial de este informe, sin autorizacion escrita de CERTIMIN S.A."

"Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce”.
Los resultados corresponden a las muestras indicadas.

El laboratorio no es responsable de la informacion proporcionada por el cliente y que pueda afectar a la validez de los resultados.

Los resultados se aplican a la muestra como se recibio por parte del cliente.

Los ensayos han sido realizados en CERTIMIN S.A. sede Lima.

CERTIMIN S.A. Av. Las Vegas N° 845-San Juan de Miraflores Telf.: (51-1) 205-5656
e-mail : certimin@certimin.pe

"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"



LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL ORGANISMO
DE ACREDITACION INACAL - DA CON REGISTRO N° LE 022
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INACAL

( DA - Pera
Laboratorio de Ensayo

Acreditado

Registro N°LE -022

RESULTADOS
Muestras Ensayos
Codigo de Servicio MONOOOO MONOOOO | MA1000 | MA1000| MA1000 MAO386 MA1239 MAO447 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124
N Ensayo Fecha Tipo Nor* | Est* |Altitud* pH Conductiv. Humedad* Ag Al As B* Ba Be Bi*
Unidad Muestreo Muestra | WGS-84 | WGS-84 msnm Unidad pH mS/m % mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS
Limite de Deteccién LD 0.2 100 0.2 2.5 1 0.4 5
1 | SU-01 2022-07-17 13:00 Suelos |8714741| 386699 3987 2.63 436 15.53 59.2 1361 814.3 26.5 210 <04 78
2 [SuU-02 2022-07-17 13:30 Suelos |8714762 | 386746 3987 2.65 420 20.35 57.2 1594 880.3 16.0 198 <0.4 77
3 |SU-03 2022-07-17 14:00 Suelos |8714756 | 386779 3986 2.78 395 17.11 58.7 1866 906.5 29.0 219 <0.4 72
4 [SU-04 2022-07-17 14:30 Suelos |8714773| 386819 3987 2.81 398 15.92 61.0 2129 980.3 28.1 15 <0.4 73
5 | SU-05 2022-07-17 15:00 Suelos |8714797 | 386825 3988 2.70 413 15.80 55.4 1461 883.8 254 203 <0.4 74
6 [SU-06 2022-07-17 15:30 Suelos |8714814 | 386851 3989 2.68 419 14.12 57.6 1701 926.3 20.5 261 <0.4 75

(*) Los resultados obtenidos corresponden a métodos que no han sido acreditados por el INACAL-DA.
Las Coordenadas®, Altitud*: son datos proporcionados por el cliente.

PS: Peso Seco

LD: Limite de Deteccién (Limite Reportable) que es tomado en base al Limite de Cuantificacién del Método LCM.

"EL USOINDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE DELITO SANCIONADO CONFORME ALA LEY, POR LAAUTORIDAD COMPETENTE"
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL ORGANISMO INACAL
DE ACREDITACION INACAL - DA CON REGISTRO N° LE 022 ‘ c DA - Perti
Laboratorio de Ensayo
Acreditado
INFORME DE ENSAYO Registro NLE 022
Muestras Ensayos
Codigo de Servicio| MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124
N Ensayo Ca Cd Co Cr Cu Fe K Mg Mn Mo Na Ni p* Pb Se Sb
Unidad|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS
Limite de Deteccién LD 100 0.36 0.04 0.3 0.5 100 100 100 2 0.09 100 1 100 0.3 0.9 5
1 [SU-01 8453 16.19 4.18 2.2 2030 64267 2281 1640 180 26.47 204 <1 269 2518.7 3.4 72
2 [Su-02 9775 13.83 4.14 24 1710 63999 2549 1855 206 28.54 206 <1 277 2539.8 3.6 68
3 |SuU-03 8635 15.55 3.84 2.9 1820 65486 2381 2210 227 26.66 198 <1 320 2374.8 3.6 75
4 |SU-04 9813 16.02 4.40 2.9 1950 72853 2423 2575 250 29.92 188 <1 323 2264.2 3.7 58
5 | SU-05 8932 13.27 3.48 2.3 1730 59187 2392 1727 186 28.82 198 3 278 2456.4 3.6 75
6 [SU-06 9554 12.51 3.25 25 1630 59387 2530 2022 193 35.47 198 <1 288 2373.5 3.3 85

(*) Los resultados obtenidos corresponden a métodos que no han sido acreditados por el INACAL-DA.

"EL USOINDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE DELITO SANCIONADO CONFORME ALA LEY, POR LAAUTORIDAD COMPETENTE"
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL ORGANISMO
DE ACREDITACION INACAL - DA CON REGISTRO N° LE 022

Muestras Ensayos
Codigo de Servicio| MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124
N Ensayo Sn* Sr* Ti* Tl \Y Zn
Unidad|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS
Limite de Deteccién LD 10 0.5 100 0.03 2 0.5
1 [SU-01 <10 23.7 <100 0.84 7 5014.1
2 [Su-02 <10 257 <100 0.85 8 4099.2
3 |SuU-03 <10 25.0 103 0.85 9 4594.5
4 [SU-04 <10 21.6 102 0.81 10 5068.6
5 | SU-05 <10 25.1 <100 0.87 7 43221
6 [SU-06 <10 25.7 102 0.90 8 3854.8

(*) Los resultados obtenidos corresponden a métodos que no han sido acreditados por el INACAL-DA.

INFORME DE ENSAYO
N° JUL1179.R22
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL ORGANISMO INACAL
DE ACREDITACION INACAL - DA CON REGISTRO N° LE 022 ‘ c DA - Perti
Laboratorio de Ensayo
Acreditado
INFORME DE ENSAYO Registro N'LE 022
CONTROL DE CALIDAD
Muestras QC Ensayos
Codigo de Servicio| MA0386 MA1239 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124
Ne Ensayo pH Conductiv. Ag Al As B* Ba Be Bi* Ca Cd Co Cr Cu
Unidad|Unidad pH mS/m mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS |mg/Kg PS| mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS
Limite de Deteccién LD 0.2 100 0.2 2.5 1 0.4 5 100 0.36 0.04 0.3 0.5
1 | Adicién (% Recup.) - - 99.4 107.0 102.4 88.0 107.5 81.6 - 107.5 86.1 80.8 83.2 95.0
2 | Adicién (% Recup.) - - 99.9 113.0 105.6 94.4 104.5 81.6 - 107.5 88.6 82.9 81.6 85.0
3 [Adicién Rango (%) - - 80.0-120.0 (80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 [ 80.0 - 120.0 - 80.0 - 120.0 |80.0 - 120.0 (80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0
4 | STD - Recuperacién Obtenido (%) 99.9 100.0 102.5 63.0 99.7 99.4 101.5 98.2 - 100.3 97.8 97.8 99.2 100.9
5 [STD - Rango (%) 99.7-100.3 | 99.5-100.5 | 97.5-102.5 | 23.7-176.3 | 97.5-102.5 | 97.4-102.6 | 97.8-102.2 | 97.9-102.1 - 97.1-102.9 | 97.7-102.3 | 97.5-102.5 | 97.7-102.3 | 97.7-102.3
6 | SU-01 (Original) 2.63 - - - - - - - - - - - - -
7 [SU-01 (Dup) 2.64 - - - - - - - - - - - - -
8 | SU-02 (Original) - - 57.2 1594 880.3 16.0 198 <0.4 77 9775 13.83 4.14 24 1710
9 | SU-02 (Dup) - - 57.3 1587 878.1 16.5 196 <0.4 68 9728 14.08 4.21 25 1700
10 | SU-06 (Original) - 419 - - - - - - - - - - - -
11 [ SU-06 (Dup) - 420 - - - - - - - - - - - -
12 | Blanco - - <0.2 <100 <0.2 <25 <1 <0.4 <5 <100 <0.36 <0.04 <0.3 <0.5

"EL USOINDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE DELITO SANCIONADO CONFORME ALA LEY, POR LAAUTORIDAD COMPETENTE"
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Muestras QC Ensayos
Codigo de Servicio| MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124
Ne En§ayo Fe K Mg Mn Mo Na Ni pP* Pb Se Sb Sn* Sr* Ti*
Unidad| mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS |mg/Kg PS| mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS |mg/Kg PS

Limite de Deteccién LD 100 100 100 2 0.09 100 1 100 0.3 0.9 5 10 0.5 100
1 | Adicién (% Recup.) 102.5 100.5 101.5 102.5 82.2 110.0 108.0 - 84.8 83.2 104.5 98.2 84.3 -
2 | Adicién (% Recup.) 82.5 100.0 101.5 101.5 84.0 111.0 109.5 -- 100.8 84.8 103.0 96.8 84.1 --
3 | Adicion Rango (%) 80.0 - 120.0/80.0 - 120.0 [ 80.0 - 120.0 [ 80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 - 80.0 - 120.0 |80.0 - 120.0 [ 80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 -
4 [STD - Recuperacion Obtenido (%) 101.4 97.3 101.9 102.8 102.2 98.2 100.0 107.3 101.6 97.3 103.8 95.7 99.1 -
5 | STD - Rango (%) 96.0-104.0 | 97.2-102.8 | 96.4-103.6 | 96.2-103.8 | 97.7-102.3 | 97.0-103.0 | 97.5-102.5 | 90.5-109.5| 97.6-102.4 | 96.8-103.2 | 79.0-121.0 | 95.5-104.5 | 96.7-103.3 -
6 [SU-01 (Original) - - - - - - - - - - - - - -
7 [SU-01 (Dup) - - - - - - - - - - - - - -
8 [SU-02 (Original) 63999 2549 1855 206 28.54 206 <1 277 2539.8 3.6 68 <10 25.7 <100
9 | SU-02 (Dup) 64029 2530 1833 203 29.13 206 <1 280 2504.2 3.6 69 <10 255 <100
10 [ SU-06 (Original) - - - - - - - - - - - - - -
11| SU-06 (Dup) - - - - - - - - - - - - - -
12 [ Blanco <100 <100 <100 <2 <0.09 <100 <1 <100 <0.3 <0.9 <5 <10 <0.5 <100

"EL USOINDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE DELITO SANCIONADO CONFORME ALA LEY, POR LAAUTORIDAD COMPETENTE"
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Muestras QC Ensayos
Codigo de Servicio| MA1124 MA1124 MA1124
Ne En§ayo Tl \Y Zn
Unidad| mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS
Limite de Deteccién LD 0.03 2 0.5
1 | Adicién (% Recup.) 824 109.5 103.3
2 | Adicién (% Recup.) 81.9 109.5 104.8
3 | Adicion Rango (%) 80.0 - 120.0180.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0
4 | STD - Recuperacion Obtenido (%) 100.2 99.4 101.2
5 [STD - Rango (%) 97.1-102.9 | 98.2-101.8 | 97.4-102.6
6 [SU-01 (Original) -- -- --
7 |SU-01 (Dup) - - -
8 [SU-02 (Original) 0.85 8 4099.2
9 [SU-02 (Dup) 0.88 8 4074.7
10 | SU-06 (Original) -- -- --
11| SU-06 (Dup) - - -
12 | Blanco <0.03 <2 <0.5

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL ORGANISMO
DE ACREDITACION INACAL - DA CON REGISTRO N° LE 022

INFORME DE ENSAYO
N° JUL1179.R22

Pagina 7 de 8

=

INACAL
DA - Pera

Laboratorio de Ensayo

Acreditado

Registro N'LE -022

"EL USOINDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE DELITO SANCIONADO CONFORME ALA LEY, POR LAAUTORIDAD COMPETENTE"

CERTIMIN S.A. Av. Las Vegas 845 - San Juan de Miraflores Telf.: (51-1) 205-5656, e-mail : certimin@certimin.pe



LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL ORGANISMO
DE ACREDITACION INACAL - DA CON REGISTRO N° LE 022

INFORME DE ENSAYO

METODOS DE ENSAYO Y CODIGOS DE SERVICIO

N° Descripcién
Ensayo Denominacion Cod.Serv (1) Norma o Referencia

1 Nor * Norte MAZ1000 Estandar GPS

2 Est * Este MA1000 Estandar GPS

3 | Altitud * Altitud MA1000 [Estandar GPS
NOM-021-RECNAT-2000- Especificaciones de Fertilidad, Sanidad y Clasificaciéon de

4 |Humedad * Determinaciéon de humedad. | MA0447 Suelos. Estudios, Muestreo y Andlisis, Seccion 7.1.5 Determinacion del contenido de
Humedad del Suelo por Gavimetria

5 [Conductiv. Conductividad MA1239 ISO 11265:1994 Soil Quality - Determination of the specific electrical conductivity
EPA Method 3050B Rev.2.1996/EPA Method 6010D Rev.5. 2018/EPA Method 6020 B Rev.2.

6 [Metales Por ICP MS/ICP OES | Metales Por ICP MS/ICP OES [MA1124 [ 2014/Acid Digestion of Sediments, Sludges, and Soils/Inductively Coupled Plasma-Optical
Emission Spectrometry/Inductively coupled Plasma-Mass Spectrometry.

7 |pH Potencial de Hidrégeno MAO0386 EPA Method 9045 D Rev.4. 2004. Soil and Waste pH.

(1) SMEWW: Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.
APHA : American Public Health Association.
AWWA: American Water Works Association.

WEF : Water Environment Federation.

EPA : Environmental Protection Agency.

ASTM: American Society for Testing and Materials.
ISO: International Organization for Standardization.

NTP: Norma Técnica Peruana.

NIOSH: The National Institute for Occupational Safety and Health.

N°JUL1179.R22
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Registro N°LE -022

INFORME DE ENSAYO

N°® SEP1213.R22

Ve
SOLICITANTE :

DOMICILIO LEGAL :

SOLICITADO POR :

SOLICITUD DE SERVICIO AMBIENTAL:

REFERENCIA :

FECHA DE MUESTREO :
MUESTRA TOMADA POR :

PROTOCOLO :

TIPO DE MUESTRA:
NUMERO DE ESTACIONES DE MUESTREO :

PRESENTACION DE LAS MUESTRAS :

CONDICION DE LAS MUESTRAS :
RECEPCIONADAS

FECHA DE RECEPCION :

IDENTIFICACION DE LAS MUESTRAS :

FECHA DE EJECUCION DE ENSAYO :

FECHA DE REPORTE :

PERIODO DE CUSTODIA :

\-

JAVIER EDISON IGNACIO VILCAPOMA

Psj. Canipaco S/N Puzo
Chilca, Huancayo, Junin

Javier Edison Ignacio Vilcapoma

SSA N° 694-22
Cadena de Custodia N° 2312-22/CERTIMIN

Santiago de Surco / Lima / Lima
Monitoreo Calidad de Suelo

2022/09/13

EL CLIENTE

Suelos

12

Bolsas Selladas

Muestras en buenas condiciones para los analisis solicitados.

martes, 13 de Setiembre de 2022
Segun se indica
2022-09-13 al 2022-09-29

jueves, 29 de Setiembre de 2022

Hasta un mes. De acuerdo a las recomendaciones de la
metodologia 0 norma empleada.

EDGAR NINA VELASQUEZ
Jefe Ambiental

CQP. 729
Lima, 6 de Octubre de 2022

"EL USO INDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE DELITO SANCIONADO CONFORME A LA LEY, POR LA AUTORIDAD COMPETENTE"

"Prohibida la reproduccién total o parcial de este informe, sin autorizacion escrita de CERTIMIN S.A."

"Los resultados de los ensayos no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce”.
Los resultados corresponden a las muestras indicadas.

El laboratorio no es responsable de la informacion proporcionada por el cliente y que pueda afectar a la validez de los resultados.

Los resultados se aplican a la muestra como se recibio por parte del cliente.

Los ensayos han sido realizados en CERTIMIN S.A. sede Lima.

CERTIMIN S.A. Av. Las Vegas N° 845-San Juan de Miraflores Telf.: (51-1) 205-5656
e-mail : certimin@certimin.pe
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL ORGANISMO INACAL
DE ACREDITACION INACAL - DA CON REGISTRO N° LE 022 ‘ c DA - Perti
Laboratorio de Ensayo
Acreditado
INFORME DE ENSAYO Registro N'LE 022
RESULTADOS
Muestras Ensayos

Codigo de Servicio MONOOOO MONOOOO| MAO386 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124
NG Ensayo Fecha Tipo pH Ag Al As B* Ba Be Bi* Ca Cd Co Cr Cu

Unidad Muestreo Muestra|Unidad pH|[mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS
Limite de Deteccién LD 0.2 100 0.2 2.5 1 0.4 5 100 0.36 0.04 0.3 0.5
1 [Bs-ST2 2022-09-13 09:00 Suelos 4.36 53.4 1808 835.8 10.2 77 <0.4 62 10185 12.67 4.24 4.0 1590
2 [Ps-ST2 2022-09-13 09:10 Suelos 3.91 52.6 1541 848.8 11.5 464 <0.4 60 9846 13.05 5.08 5.7 1750
3 [Cs-ST2 2022-09-13 09:20 Suelos 3.94 52.0 2000 853.0 9.7 371 <0.4 62 9373 13.17 4.91 6.5 1660
4 |Bs-ST3 2022-09-13 09:30 Suelos 3.62 50.8 1623 837.2 11.7 444 <0.4 63 8851 13.35 4.79 3.9 1760
5 | Ps-ST3 2022-09-13 09:40 Suelos 3.96 52.4 1596 823.7 10.5 505 <0.4 65 9955 13.04 4.32 54 1650
6 [Cs-ST3 2022-09-13 09:50 Suelos 3.85 56.9 1602 816.7 12.2 312 <0.4 70 9504 12.56 4.90 6.7 1660
7 |Bs-ST4 2022-09-13 10:00 Suelos 4.05 53.1 1667 797.5 10.9 329 <0.4 68 9819 13.75 4.37 6.9 1640
8 [Ps-ST4 2022-09-13 10:10 Suelos 4.46 49.8 1529 868.3 9.5 444 <0.4 66 8907 13.17 4.90 6.8 1710
9 |Cs-ST4 2022-09-13 10:20 Suelos 3.68 54.6 1591 820.2 9.6 369 <0.4 70 10277 11.68 4.77 5.7 1590
10 [ Ps-ST1 2022-09-13 10:30 Suelos 3.71 49.3 1428 822.0 11.2 401 <0.4 67 9398 11.11 4.55 6.8 1520
11| Cs-ST1 2022-09-13 10:40 Suelos 3.74 52.8 1417 713.7 8.8 412 <0.4 67 10358 14.57 5.12 12.1 1910
12 Bs-ST1 2022-09-13 10:50 Suelos 3.95 59.1 1505 811.7 9.3 172 <0.4 71 9991 14.29 5.17 8.0 1870

LD: Limite de Deteccién (Limite Reportable) que es tomado en base al Limite de Cuantificacion del Método LCM.
pH: medicion realizada a la Temperatura de 25°C

PS: Peso seco

(*) Los resultados obtenidos corresponden a métodos que no han sido acreditados por el INACAL-DA.

"EL USOINDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE DELITO SANCIONADO CONFORME ALA LEY, POR LAAUTORIDAD COMPETENTE"
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LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL ORGANISMO INACAL
DE ACREDITACION INACAL - DA CON REGISTRO N° LE 022 ‘ c DA - Perti
Laboratorio de Ensayo
Acreditado
INFORME DE ENSAYO Registro N'LE 022
Muestras Ensayos

Codigo de Servicio| MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124
N Ensayo Fe K Mg Mn Mo Na Ni p* Pb Se Sb Sn* Sr* Ti* Tl "

Unidad|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS|mg/Kg PS
Limite de Deteccién LD 100 100 100 2 0.09 100 1 100 0.3 0.9 5 10 0.5 100 0.03 2
1 |Bs-ST2 71568 2522 2077 220 19.81 1063 <1 331 2310.5 3.0 83 15 23.2 103 0.82 8
2 [Ps-ST2 70623 2764 2017 216 23.18 1196 <1 309 2348.7 3.7 83 14 329 114 0.88 8
3 |Cs-ST2 70451 2609 2181 238 45.60 1266 <1 321 2229.6 34 72 <10 30.0 113 0.84 9
4 (Bs-ST3 66292 2723 2023 205 25.45 1192 <1 298 2250.8 3.6 93 <10 324 120 0.91 8
5 | Ps-ST3 66315 2847 1990 202 40.52 1228 <1 336 2229.2 35 101 11 35.4 125 0.94 8
6 [Cs-ST3 73940 2737 2067 261 32.94 1347 2 318 2420.8 4.0 99 <10 29.4 124 0.94 9
7 |Bs-ST4 73540 2619 2431 257 23.36 1160 4 333 2197.2 3.7 75 12 30.5 115 0.75 10
8 |Ps-ST4 65870 2582 1722 187 24.07 1278 3 321 23141 3.3 97 <10 31.7 116 0.85 7
9 [Cs-ST4 71766 2754 2159 217 25.40 1231 <1 335 2508.7 3.4 57 <10 315 121 0.91 9
10 [ Ps-ST1 65369 2689 1633 175 22.85 1397 <1 324 2468.3 3.5 79 <10 30.8 123 0.92 7
11|Cs-ST1 71659 2480 1829 213 72.85 1250 5 291 2295.0 3.7 97 19 31.8 111 0.84 8
12 | Bs-ST1 74551 2592 1954 236 24.08 1185 <1 306 2523.9 3.8 80 <10 26.9 110 1.03 9

(*) Los resultados obtenidos corresponden a métodos que no han sido acreditados por el INACAL-DA.

"EL USOINDEBIDO DE ESTE INFORME DE ENSAYO CONSTITUYE DELITO SANCIONADO CONFORME ALA LEY, POR LAAUTORIDAD COMPETENTE"
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Muestras Ensayo

Codigo de Servicio| MA1124
N© En§ayo Zn

Unidad|mg/Kg PS
Limite de Deteccién LD 0.5

1 |Bs-ST2 3902.9
2 [Ps-ST2 3859.6
3 |Cs-ST2 4045.8
4 |Bs-ST3 3779.1
5 | Ps-ST3 3841.7
6 [Cs-ST3 3904.5
7 |Bs-ST4 4194.9
8 [Ps-ST4 3819.6
9 [Cs-ST4 3699.6
10 [ Ps-ST1 3254.6
11|Cs-ST1 4561.8
12 | Bs-ST1 4376.7

LABORATORIO DE ENSAYO ACREDITADO POR EL ORGANISMO
DE ACREDITACION INACAL - DA CON REGISTRO N° LE 022

INFORME DE ENSAYO

(*) Los resultados obtenidos corresponden a métodos que no han sido acreditados por el INACAL-DA.
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Laboratorio de Ensayo

Acreditado

INFORME DE ENSAYO Registro N'LE -022

‘ N° SEP1213.R22

CONTROL DE CALIDAD

Muestras QC Ensayos
Codigo de Servicio| MA0386 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124
Ne En§ayo i pH Ag Al As B* Ba Be Bi* Ca Cd Co Cr Cu Fe
Unidad|Unidad pH| mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS [mg/Kg PS| mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS

Limite de Deteccién LD 0.2 100 0.2 2.5 1 0.4 5 100 0.36 0.04 0.3 0.5 100
1 | Adicién (% Recup.) - 99.8 98.0 89.6 110.4 108.0 92.8 - 105.0 89.6 82.4 115.2 100.0 102.0
2 | Adicién (% Recup.) - 100.3 100.5 102.4 112.0 108.5 92.8 - 118.0 90.6 82.9 116.8 100.0 91.5
3 [Adicién Rango (%) - 80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 (80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 - 80.0 - 120.0 {80.0 - 120.0 (80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 [ 80.0 - 120.0
4 | STD - Recuperacién Obtenido (%) 99.9 100.7 103.2 98.1 102.5 99.2 98.1 - 97.2 98.1 97.6 99.5 100.9 99.2
5 [STD - Rango (%) 99.7-100.3 | 97.5-102.5 | 92.4-107.6 | 97.5-102.5 | 97.4-102.6 | 97.8-102.2 | 97.9-102.1 - 97.1-102.9 | 97.7-102.3 | 97.5-102.5 | 97.7-102.3 | 97.7-102.3 | 96.0-104.0
6 |Bs-ST2 (Original) 4.36 -- -- -- -- -- -- -- - - - - - -
7 | Bs-ST2 (Dup) 4.34 - - - - - - - - - - - - -
8 | Ps-ST2 (Original) - 52.6 1541 848.8 115 464 <0.4 60 9846 13.05 5.08 5.7 1750 70623
9 |Ps-ST2 (Dup) - 52.9 1546 820.0 11.6 462 <0.4 59 9819 13.09 5.28 5.5 1740 70627
10 | Blanco - <0.2 <100 <0.2 <25 <1 <0.4 <5 <100 <0.36 <0.04 <0.3 <0.5 <100
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Laboratorio de Ensayo
Acreditado
INFORME DE ENSAYO Registro NLE 022
Muestras QC Ensayos
Codigo de Servicio| MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124 MA1124
Ne Ensayo K Mg Mn Mo Na Ni pP* Pb Se Sb Sn* Sr* Ti* Tl
Unidad| mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS |mg/Kg PS| mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS | mg/Kg PS |mg/Kg PS| mg/Kg PS
Limite de Deteccién LD 100 100 2 0.09 100 1 100 0.3 0.9 5 10 0.5 100 0.03
1 | Adicién (% Recup.) 95.0 95.5 100.0 85.6 110.0 112.0 - 94.4 108.8 102.5 100.0 87.2 - 93.0
2 | Adicién (% Recup.) 98.5 98.5 100.5 86.9 111.5 112.5 - 118.4 108.8 103.0 100.5 87.5 - 93.4
3 [Adicién Rango (%) 80.0-120.0 (80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 [ 80.0 - 120.0 - 80.0-120.0180.0-120.0 [ 80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 | 80.0 - 120.0 - 80.0 - 120.0
4 | STD - Recuperacién Obtenido (%) 100.7 99.9 100.9 101.1 99.4 101.2 99.5 101.9 98.0 99.8 104.3 99.9 - 100.3
5 [STD - Rango (%) 97.2-102.8 | 96.4-103.6 | 96.2-103.8 | 97.7-102.3 | 97.0-103.0 | 97.5-102.5 | 90.5-109.5| 97.6-102.4 | 96.8-103.2 | 79.0-121.0 | 95.5-104.5 | 96.7-103.3 - 97.1-102.9
6 | Bs-ST2 (Original) -- -- -- -- -- -- - -- -- -- - - - -
7 |Bs-ST2 (Dup) - - - - - - - - - - - - - -
8 | Ps-ST2 (Original) 2764 2017 216 23.18 1196 <1 309 2348.7 3.7 83 14 32.9 114 0.88
9 |Ps-ST2 (Dup) 2767 2025 216 23.03 1202 <1 304 2367.8 3.6 85 14 32.8 113 0.87
10 | Blanco <100 <100 <2 <0.09 <100 <1 <100 <0.3 <0.9 <5 <10 <0.5 <100 <0.03
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INFORME DE ENSAYO

Muestras QC Ensayos
Codigo de Servicio| MA1124 MA1124
N° En§ayo \% Zn
Unidad| mg/Kg PS | mg/Kg PS
Limite de Deteccién LD 2 0.5
1 | Adicion (% Recup.) 96.5 110.0
2 | Adicién (% Recup.) 96.5 115.1
3 | Adicion Rango (%) 80.0 - 120.0180.0 - 120.0
4 | STD - Recuperacion Obtenido (%) 100.0 100.6
5 | STD - Rango (%) 98.2-101.8 | 97.4-102.6
6 | Bs-ST2 (Original) - -
7 |Bs-ST2 (Dup) - -
8 [Ps-ST2 (Original) 8 3859.6
9 |Ps-ST2 (Dup) 8 3863.4
10 | Blanco <2 <0.5
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INFORME DE ENSAYO

METODOS DE ENSAYO Y CODIGOS DE SERVICIO

N° SEP1213.R22

N° Descripcién
Ensayo Denominacion Cod.Serv (1) Norma o Referencia
1 |[pH Potencial de Hidrégeno MAO0386 EPA Method 9045 D Rev.4. 2004. Soil and Waste pH.
EPA Method 3050B Rev.2.1996/EPA Method 6010D Rev.5. 2018/EPA Method 6020 B Rev.2.
2 [Metales Por ICP MS/ICP OES | Metales Por ICP MS/ICP OES [MA1124 [ 2014/Acid Digestion of Sediments, Sludges, and Soils/Inductively Coupled Plasma-Optical

Emission Spectrometry/Inductively coupled Plasma-Mass Spectrometry.

(1) SMEWW: Standard Methods for the Examination of Water and Wastewater.
APHA : American Public Health Association.
AWWA: American Water Works Association.

WEF : Water Environment Federation.

EPA : Environmental Protection Agency.

ASTM: American Society for Testing and Materials.
ISO: International Organization for Standardization.

NTP: Norma Técnica Peruana.

NIOSH: The National Institute for Occupational Safety and Health.
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