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RESUMEN
El presente estudio abordd el tema de la adsorcion de plomo utilizando bacterias del género
Bacillus, como estrategia innovadora de biorremediacion. El objetivo principal fue evaluar las
cepas del género Bacillus con capacidad de adsorber plomo (II), aisladas de 02 muestras de
suelo tomadas en la ribera del rio Salado en el distrito de Espinar. Se emple6 una metodologia
con enfoque mixto, de tipo experimental. Tras un barrido de 25 metales de cada punto de
muestreo seleccionadas en base a la coloracién que presentaban las aguas del rio Salado, se
encontré que uno de los metales en mayor proporcion es el plomo con una concentracion de
11,31 mg/kg para el punto de muestra 1 y 18,12 mg/kg para el punto de muestra 2. Luego se
procedid con el cultivo, aislamiento, identificacion bioquimica (Tincion Gram, tincion Shaffer
Ffulton y bateria bioquimica) e identificacidon molecular mediante el anélisis del ADNr 16S.
Se identificaron las cepas de Bacillus thuringiensis (C0001), Bacillus cereus (C0002), Bacillus
mycoides (C0005) y Bacillus thuringiensis (C0012). Posteriormente, se evalu6 la tolerancia a
las cepas ya mencionadas frente a diferentes concentraciones de Pb (II) (300ppm, 700ppm y
1000ppm), determinando que la concentracion optima de crecimiento fue de 300ppm puesto
que se obtuvo un mediano (++) y alto crecimiento (+++), donde Bacillus cereus (C0002)
mostro la mayor tolerancia en todas las concentraciones con relacion a las demés cepas. Para
las pruebas de adsorcion se prepard biomasa seca a una concentracion promedio de 0,1 g por
cepa, la cual se sometid a experimentos de adsorcion utilizando 0,01 g de biomasa seca con 2
mL de solucion de plomo (II) a concentraciones crecientes (50,100 y 150 ppm), apH de 4,2 y
24°C en agitacion continua de 150 rpm por 2 horas. La capacidad y eficiencia de adsorcion se
determinaron mediante lecturas espectrofotométricas. Los resultados mostraron que Bacillus
thuringiensis (C0001) tiene una capacidad de adsorcion (9,6 1mg/g en 50ppm, 17,13 mg/g en
100ppm y 24,00 mg/g en 150 ppm), y una eficiencia de adsorcion (99,80% en 50ppm, 90,33%

en 100ppm y 82,86% en 150ppm); Bacillus cereus (C0002) con una capacidad de adsorcion
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( 9,61lmg/g en 50ppm, 17,63 mg/g en 100ppm y 24,30 mg/g en 150ppm) y una eficiencia de
adsorcion (99,80% para 50ppm, 92,33% para 100ppm y 83,68% para 150ppm); Bacillus
mycoides (C0005) con una capacidad de adsorcion (9,61mg/g en 50ppm, 14,47mg/g en
100ppm y 23,70 en 150ppm) y una eficiencia de adsorcion (99,80% para 50ppm, 76,77% para
100ppm y 82,60% para 150ppm) y por ultimo Bacillus thuringiensis (C0012) con una
capacidad de adsorcion (9,61mg/g en 50ppm, 16,80mg/g en 100ppm y 23,57 en 150ppm) y
una eficiencia de adsorcion (99,80% para 50ppm, 82,80% para 100ppm y 82,44% para
150ppm). Bacillus cereus (C0002) exhibié la mayor capacidad y eficiencia de adsorcion para
todas las concentraciones evaluadas de Pb(II). Se utilizo la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis para analizar las diferencias en la capacidad y eficiencia de adsorcion entre las variables.
Se encontraron diferencias significativas en la concentracion de plomo (p = 0,000), pero no
hubo diferencias significativas en la capacidad de adsorcidn segun la variable cepa (p = 0,897),
tampoco en la eficiencia de adsorcion (p = 0,330). Mediante un andlisis de varianza ANOVA,
se confirmaron diferencias significativas (p = 0,003) para la interaccion entre las variables cepa
y concentracion de Pb (II) aceptando la hipotesis alterna (H1). Esto indica que la capacidad de
adsorcion y su eficiencia varian segtn las concentraciones de plomo y las especies de Bacillus

analizadas.

Palabras clave: Bacillus, adsorcion, plomo, capacidad, eficiencia.
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INTRODUCCION

En la provincia de Espinar, la actividad minera tiene un impacto significativo en la
calidad del ambiente, segiin CooperAccion y Oxfam (2023). Este fenomeno desencadena una
alteracion de la cadena trofica, lo cual representa un riesgo para la salud y la seguridad
alimentaria de los seres vivos. En los ultimos estudios de impacto ambiental se determinaron
altas concentraciones de metales pesados: Plomo (Pb), Mercurio (Hg), Arsénico (As), Cadmio
(Cd), Cobre (Cu) y Cobalto (Co) en muestras de suelos y agua, por consiguiente, las
comunidades rurales asentadas de las zonas presentan un riesgo de exposicion alto y toxicidad
cronica (Osores, 2016).

El plomo (Pb) ha sido clasificado por el Centro Internacional de Investigaciones sobre
el Cancer (IARC) en el grupo 2B, lo que indica su posible absorcién por organismos vivos
tanto a través de la ingestion como por contacto con la piel, con efectos toxicos y
potencialmente teratogénicos (AESAN, 2021). La contaminacion de suelos y aguas con
metales pesados, como el plomo, puede alterar los consorcios microbianos, promoviendo la
seleccion de genotipos bacterianos que desarrollan mecanismos de resistencia para tolerar el
estrés ambiental y adaptarse a estas condiciones adversas (Duefias y Quispe, 2011).

Los mecanismos de resistencia bacteriana constituyen estrategias clave para la
remediaciéon de ambientes contaminados. Entre estos mecanismos se encuentran procesos
como la adsorcion, la bioacumulacion, la biomineralizacion y la biotransformacion, los cuales
implican interacciones electrostaticas, intercambio idnico, adsorcion fisicoquimica y
microprecipitacion (Sanga, 2016).

La adsorcién es un proceso en el que microorganismos, como las bacterias del género
Bacillus, interactian con iones metélicos, formando complejos a través de intercambio i6nico
o precipitacion. Esta interaccion se produce en la pared celular, donde los iones se unen a

grupos funcionales, reduciendo asi la biodisponibilidad de los metales (Bautista, 2008). Las
III



bacterias Bacillus son Gram positivas, esporuladas y poseen una pared celular de
peptidoglucano con sitios carboxilo y grupos fosforilo, fundamentales para la adsorcién (Mena
y Rafael, 2017).

La problematica de la contaminacion por plomo en la provincia de Espinar ha suscitado
un creciente interés en la remediacion de ambientes afectados. En este contexto, el uso de
microorganismos bacterianos emerge como una alternativa prometedora, dada su rentabilidad
economica, su impacto ambiental reducido y su eficacia. El objetivo principal de este estudio
fue evaluar las cepas de Bacillus sp. con capacidad de adsorber plomo (II), aislados de la ribera

del rio Salado (Espinar-Cusco).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La provincia de Espinar, con una poblaciéon estimada de entre 69,000 y 70,000
habitantes, se ubica a 15 km de Yauri y a 255 km de Cusco y Arequipa (MINEM, 2019). En
esta region, varias zonas mineras dedicadas a la extraccion de cobre son de gran importancia
por el desarrollo econdmico local. Sin embargo, ha traido consigo graves problemas
ambientales. La contaminacion del suelo, los rios y los canales de riego ha afectado
negativamente las actividades agricolas y agropecuarias locales. Como resultado, los
pobladores han intensificado sus protestas en los ultimos afios, exigiendo acciones para mitigar
los impactos adversos de la mineria, especialmente en las subcuencas de los rios Caiiipia y
Salado (Huamani, 2015).

La contaminacion de fuentes de agua y suelos por metales pesados y otros
contaminantes ha aumentado, en parte debido a la disposicion final de desechos de mineria,
agricultura y ganaderia en los rios (Correa O. et al., 2021). Aunque la flora microbiana acuatica
y terrestre puede manejar pequefias cantidades de metales pesados como elementos traza
necesarios para su funcionamiento celular, concentraciones superiores a los niveles fisiologicos
tolerables resultan toxicas para la mayoria de los microorganismos. Este exceso de metales
pesados no solo puede eliminar algunas cepas bacterianas, sino que también puede seleccionar
cepas resistentes capaces de sobrevivir en condiciones adversas (Duefias y Quispe, 2011).

Ciertos microorganismos poseen una capacidad de adaptarse a ambientes con factores
extremos, dentro de este grupo existen bacterias con la capacidad de adsorber metales pesados
entre los que se encuentran consorcios microbianos del género Pseudomonas, Bacillus y
Chrseobacterium capaces de adsorber plomo (Pb) (Glibota, 2019). Resultando ser un potencial
de aprovechamiento para remediar ambientes contaminados (Aquino y Checcori, 2021).

Frente a lo expuesto nos planteamos las siguientes interrogantes:



Problema general
(Cuales son las cepas de Bacillus sp. capaces de adsorber plomo (II), aisladas del suelo
de la ribera del rio Salado Espinar — Cusco?
Problema especifico
> (Cuél es la concentracion de plomo en el suelo de la ribera del rio Salado
(Espinar - Cusco)?
> (Qué cepas de Bacillus sp. fueron identificadas a partir de 02 muestras
de suelo obtenidas en la ribera del rio Salado (Espinar-Cusco)?
> (Cudl es la tolerancia maxima de las cepas de Bacillus sp. frente a
diferentes concentraciones de Pb (II)?
> (Qué cepa de Bacillus sp. fue mas capaz y eficiente en la adsorcion de

Pb (I1)?
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JUSTIFICACION

La actividad minera y la gestion inadecuada de residuos han jugado un papel importante en la
acumulacion de metales pesados en el suelo, lo que representa un grave problema ambiental.
Estos metales, una vez acumulados, persisten en el ambiente debido a procesos como la
lixiviacion y la absorcion por parte de las plantas, contaminando asi las fuentes de agua
subterrdnea y afectando la agricultura circundante (Fernandez et al., 2022). Esta contaminacion
impacta negativamente en la flora y fauna local, asi como en la calidad del ambiente

(CooperAccion y Oxfam, 2023).

En este contexto, se hace necesario buscar microorganismos que puedan mitigar la
contaminacion en aguas y suelos. Se ha identificado un grupo de bacterias ampliamente
distribuidas, destacando el género Bacillus, que posee la capacidad de adsorber metales
pesados, incluido el plomo. Esta caracteristica convierte a Bacillus en un candidato prometedor
para el tratamiento de suelos contaminados, ya que estas cepas nativas estan adaptadas a las
condiciones locales y son faciles de manejar in vitro, lo que las hace economicamente viables
(Mufioz-Silva et al., 2019).

La presente tesis no solo se alinea con los objetivos de desarrollo sostenible ODS 15
“Vida de ecosistemas terrestres’, sino que también establece las bases para futuras
investigaciones en biotecnologia. Ofrece soluciones mdas sostenibles para combatir la
contaminacion por metales pesados en ambientes terrestres y acuaticos, lo cual es esencial para
la conservacion de los ecosistemas fluviales. La recuperacion de estos ecosistemas podria
beneficiar la restauracion de especies endémicas. Asi, mejorar la calidad ambiental del rio
Salado mediante la mitigacion del plomo y podria impactar positivamente la biodiversidad
regional. Por ello el presente trabajo se justifica, para evaluar la capacidad de adsorcion de

plomo por parte de Bacillus sp. presentes en el suelo de laribera del rio Salado (Espinar-Cusco).
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL
Evaluar cepas de Bacillus sp. con capacidad de adsorber plomo (II), aislados del suelo
de la ribera del rio Salado (Espinar-Cusco).
OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Determinar la concentracion de plomo en 02 muestras de suelo tomadas
de la ribera del rio Salado (Espinar-Cusco).
2. Aislar e identificar cepas de Bacillus sp. a partir de 02 muestras de suelo
obtenidas en la ribera del rio Salado (Espinar-Cusco).
3. Determinar la tolerancia méxima de Bacillus sp. en diferentes
concentraciones de Pb (II).

4. Determinar la capacidad y eficiencia de Bacillus sp. en la adsorcion de

Pb (II)
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HIPOTESIS

Las cepas de Bacillus sp. aisladas de las 02 muestras de suelo de la ribera del rio Salado, en

Espinar - Cusco, exhiben una notable capacidad de adsorcion de plomo (II).
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Variables
V. dependiente:
. Plomo adsorbido (Capacidad y eficiencia de adsorcion)
Descripcion: Cantidad de iones de plomo adsorbido por las cepas de Bacillus sp.
(Expresados en capacidad mg/g de biomasa y % de eficiencia)
V. independiente:
. Cepas de Bacillus sp.
Descripcion: Las diferentes cepas de Bacillus sp. aisladas de la ribera del rio Salado.
. Concentracion de Pb (II).
Descripcion: Las diferentes concentraciones de plomo presentes en el experimento de

adsorcion



CAPITULO I: MARCO TEORICO
1.1 ANTECEDENTES

1.1.1 ANTECEDENTES INTERNACIONALES

Bautista (2008) estudi6 la capacidad de microorganismos para adsorber metales
pesados en jales mineros en Zacualpan y El1 Oro de Hidalgo, México, con el objetivo de evaluar
la capacidad de adsorber metales pesados por una cepa bacteriana. Los microorganismos se
cultivaron en caldo nutritivo con metales pesados (Al, Cu, Pb, Zn, Ni, Se) y se aislaron en agar
nutritivo. La Concentracion Minima Inhibitoria (CMI) y la bioacumulacion se evaluaron,
identificando la cepa "ZnZac4” como la mas resistente frente a zinc (Zn) y plomo (Pb). Esta
cepa mostrd un equilibrio en la adsorcidn de zinc a los 40 minutos y de plomo a los 20 minutos.
La méxima capacidad de adsorcion fue de 0,216 mmol/g para plomo y 0,207 mmol/g para zinc,
con un ajuste 6ptimo al modelo de Langmuir y un pH 6ptimo de 6 para zinc. La cepa "ZnZac4”

presento6 una capacidad media para zinc y alta para plomo en comparacion con otros materiales.

Tur-Naranjo et al. (2012) en Cuba evaluaron el efecto del pH en la bioadsorcion de Pb
(IT) por tres especies microbianas: Bacillus subtilis CCEBI 1032, Kluyveromyces marxianus
CCEBI 2011 y Pseudomonas aeruginosa CCEBI 1044. La metodologia incluyé cultivo y
aislamiento de microorganismos, produccion de biomasa seca y medicion de adsorcion usando
Espectroscopia Optica de Emision Atomica mediante Plasma de Acoplamiento Inductivo (ICP-
AES). Los resultados mostraron que el pH influye significativamente en la capacidad de
adsorcion. Bacillus subtilis CCEBI 1032 alcanzo una eficiencia de 83,1% y 29,1% apH 4,2 y
5,2 respectivamente; Pseudomonas aeruginosa CCEBI 1044 mostrd una eficiencia de 95% y
97,4% alos mismos pH; y Kluyveromyces marxianus CCEBI 2011 con una eficiencia de 97,2%
y 93% a pH 4,2 y 5,2 siendo la mas efectiva en la adsorcion de Pb (II). El estudio resalta la

importancia del pH como factor clave en la eficiencia de la bioadsorcion de metales pesados.
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Pérez-Cordero et al. (2015) en el municipio de Monteria - Cordoba, Colombia.
Identificaron bacterias endofitas tolerantes al plomo extraidas de plantas de arroz, con el fin de
analizar su resistencia a diversas concentraciones de Pb(II). Tras desinfectar raices, macollas y
hojas, se realizaron aislamientos en agar R2A y se cultivaron bacterias en medio minimo con
concentraciones crecientes de Pb (NOs)2: 0,001 mg/mL; 0,0025 mg/mL; 0,0050 mg/mL;
0,0075 mg/mL y 0,01 mg/ mL. El crecimiento bacteriano se evalué mediante turbidimetria a
600 nm después de incubar a 32°C con agitacion continua durante 5 dias. Se identificaron dos
morfotipos, MITFM y M2TF733, con absorbancias de 0,0005 y 0,0136 respectivamente. La
identificacion final de las cepas se realizo con el KIT API20E, confirmando que correspondian

a Burkholderia cepacia y Pseudomonas putida.

Syed y Chinthala (2015) aislaron en la India especies del género Bacillus de salinas
solares examinados por su capacidad de desintoxicar metales pesados como plomo, cromo y
cobre mediante biosorcion. Aislaron 14 cepas que fueron identificadas bioquimicamente
basandose en el manual bacteriologico sistema de Bergey y caracterizaron molecularmente el
gen 16S rDNA amplificado mediante PCR donde se identifico a Bacillus licheniforme 99,0%,
Bacillus cereus 99% y Bacillus subtilis con un 99% de identidad. El potencial de biosorcion se
dispuso a través de espectroscopia de absorcion atomica, espectroscopia de emision Optica con
plasma acoplado inductivamente y espectroscopia de dispersion de energia., segun ello el
plomo fue el metal mas absorbido por B. cereus en un 89%, B. licheniforme 'y B. subtilis redujo
la concentracion inicial a un 80 y 88 %, los demdas metales tuvieron una minima adsorcion. En
conclusion, se indica que los agentes bacterianos son un punto crucial para afrontar problemas

de contaminacion de metales siendo eficiente y ecologico.

Qiao et al. (2019) en China evaluaron a Bacillus subtilis para desarrollar un material

adsorbente que capture y elimine plomo en solucion. Se muestrearon cepas en una mina de
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plomo en Nanjing, cultivaron diluciones en medio Luria-Bertani con 400 mg/L de Pb (NO:s),
e incubaron a 37°C durante 48 horas. Se aislaron 7 cepas, confirmando molecularmente la
presencia de Bacillus. Se produjo biomasa bacteriana (0,08 g) que se suspendi6 en soluciones
con concentraciones de Pb** que iban de 200 a 1400 mg/L. La adsorcién se evalu6 a 25°C
durante 30 minutos con agitacion. La espectrometria de absorcion atdémica mostro que la cepa
Bacillus subtilis X3 tuvo una capacidad de adsorcion de 192,05 mg/g y tolerd hasta 2000 mg/L
de plomo. Los iones de plomo se adsorbieron principalmente en la superficie de las células,
uniéndose a grupos funcionales como hidroxilo, carbonilo, amina y acido fosforico, ademas de
enlaces C=C.

Govin et al. (2020) en Cuba, se centraron en la caracterizacion de bacterias resistentes
a metales pesados aisladas de escombros lateriticos de una minera en Moa. Cultivaron las
bacterias en medio LB y obtuvieron dos aislados identificados como Bacillus sp. mediante el
Manual de Bergey y API 50 CHB, usando pruebas bioquimicas como reduccion de nitratos,
citocromo oxidasa, gelatina, catalasa y asimilacion de azucares. Evaluaron la resistencia de
estos aislados a niquel (Ni), cobalto (Co), cromo (Cr) y aluminio (Al) en medio Tris-MMT
solido y liquido. Ambas cepas mostraron alta tolerancia a estos metales. La cepa Bacillus sp.
EL-1 resistio hasta 25 mmol/L de Ni; 3 mmol/L de Co; 0,5 mmol/L de Cr y 1 mmol/L de Al,
mientras que Bacillus sp. EL-2 resistio hasta 25 mmol/L de Ni; 3,5 mmol/L de Co; 1 mmol/L
de Cr y 2 mmol/L de Al. La resistencia a los metales se orden6 como Ni (II) > Co (II) > Al (III)
> Cr (V).

Pérez et al. (2020) investigaron en Cuba la biosorcion de zinc (Zn) y cadmio (Cd)
utilizando cepas de Proteus mirabilis y Bacillus subtilis, analizando factores como edad del
cultivo, densidad celular, pH, tiempo de contacto y tratamientos previos de la biomasa. Las
cepas, obtenidas del banco de cultivos de la Universidad de la Habana, se cultivaron en caldo

nutritivo, y las biomasas, a una concentracion de 2 g/L, se suspendieron en soluciones de Zn y
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Cd. La remocion de los metales se midi6 mediante espectrofotometria de absorcion atéomica.
Los resultados mostraron que Proteus mirabilis removio 16,42 mg/g de iones metalicos,
mientras que Bacillus subtilis logré una remocion de 22,36 mg/g. Los autores concluyen que
Bacillus subtilis, a una concentracion de 2 g/L, es suficiente para una remocién completa,
destacando la importancia de un pH neutro y un proceso rapido de biosorcion, que alcanza el
equilibrio en 6 horas.

Ortiz (2023) realiz6 un estudio en México para identificar cepas bacterianas tolerantes
a plomo (Pb), arsénico (As) y cadmio (Cd). Las cepas, aisladas de suelos contaminados en
Concepcidn del Oro, Zacatecas, mostraron tolerancia a concentraciones de hasta 135 mg/L de
Pb, 30 mg/L de Cd y 60,000 mg/L de As. Las cepas se evaluaron en soluciones con
concentraciones de 55 mg/L de Pb, 20 mg/L de Cd y 1000 mg/L de As, y se midi6 su
crecimiento y capacidad de remocion de metales. Los resultados indicaron un mejor
crecimiento en presencia de Pb y Cd. Las cepas fueron identificadas como Bacillus cereus y
Bacillus  thuringiensis, destacando la cepa C23 (B. cereus) por su mayor capacidad de
remocion de Pb y Cd. El estudio concluye que la contaminacion ambiental en México fomenta

el desarrollo de mecanismos de tolerancia en los microorganismos.

1.1.2 ANTECEDENTES NACIONALES

Mena y Rafael (2017) En Cajamarca, aislaron microorganismos que muestran
resistencia a cobre (Cu), plomo (Pb) y zinc (Zn) de pasivos mineros y del agua del rio
Hualgayoc, con el objetivo de evaluar su potencial para la biorremediacion. Para este estudio,
emplearon 20 muestras enriquecidas en caldo infusion de cerebro-corazon (BHI) con
diluciones de metales pesados, incubandolas a 125 rpm durante 4 dias. Las bacterias tolerantes
a metales se aislaron y se determind su Concentracion Minima Inhibitoria (CMI). Se produjo

biomasa masiva y se evalud la remocion de metales en agua bidestilada con una concentracion
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inicial de 10 mg/L por metal, agitada a 125 rpm por 24 horas. La concentracion de metales
residuales se midio por espectrofotometria de absorcion atomica. Los resultados mostraron que
las cepas toleran hasta 250 mg/L de Cu, 200 mg/L de Pby 150 mg/L de Zn. La biorremediacion
elimind el 89% de Pb, el 80% de Cu y el 49% de Zn. Las cepas mas eficientes fueron
Corynebacterium sp., con una eficiencia de remocion del 88,8% para Pb; Pseudomonas sp.,

con 79,9% para Cu; y Bacillus sp., con 49,3% para Zn.

De los Rios Silva (2021) evalu6 la biorremediacion de cadmio en suelos agricolas
dedicados al cultivo de cacao en Tingo Maria, Huanuco, Pert. Se tomaron 10 muestras de
suelo, seleccionando 4 que superaban los limites de cadmio establecidos por la Union Europea.
Se aislaron e identificaron 114 cepas de Bacillus y 3 de Streptomyces. Se realizaron dos
tratamientos de biorremediacion (TR1 y TR2) durante 21 dias. El tratamiento 1, con 10 cepas
de Bacillus, redujo el cadmio entre un 72% y 80%, mientras que el tratamiento 2, con 2 cepas
de Streptomyces, logré una reduccion de entre 51% y 60%, demostrando la efectividad de las
bacterias en la remediacion de suelos contaminados por cadmio.

1.1.3 ANTECEDENTES LOCALES

Duenas y Quispe (2011) realizaron un estudio en los rios Caiiipia y Salado, ubicados
en el distrito de Espinar, Cusco, con el objetivo de aislar cepas del género Pseudomonas y
evaluar su resistencia a metales pesados. Se utilizoé el método del nimero méas probable para
evaluar la calidad bacterioldgica del agua y la concentracion minima inhibitoria (CMI) de los
metales. Las cepas fueron expuestas a concentraciones de metales que variaron entre 2,5 a 3200
pg/ mL. Los resultados indicaron que la CMI més alta para el plomo fue de 3200 png/ mL, para
cadmio 100 pg/mL, mientras que para manganeso, zinc, hierro y arsénico fue de 1600 pg/ml.

El cromo mostré una CMI de 800 pg/mL y el mercurio de 40 pg/mL. Estos niveles de



resistencia se atribuyen a la adaptacion de las bacterias debido a la contaminacion por desechos
mineros y aguas servidas que afectan la calidad del agua en los rios.

Instituto Geoldgico Minero y Metaltrgico- INGEMMET (2013) en el Informe de
monitoreo sanitario y ambiental de la provincia de Espinar, se evalud la presencia de metales
pesados (Hg, As, Mn, Pb, Tl, Cd, Cu, Fe, Mo) en zonas aledafias a los relaves de Mina Tintaya
y comunidades como Huisa y Alto Huancané. Se extrajo datos segun los informes de las
organizaciones de ANA, OEFA, DIGESA e¢ INGEMMET sobre la evaluacion de aguas,
sedimentos y suelos. Donde para el metal plomo en el anélisis de sedimentos obtuvo un valor
maximo de 88,0 mg/kg para la zona Tintaya. En el informe se menciona que los metales
indicados no superan las normas ambientales del pais, mas sin embargo en la evaluacion a la
poblacién estos mismos metales se encuentran presentes en la orina, también se concluye que
la presencia de metales es debido a los procesos naturales geoldgicos propio del medio debido
a que se trata de una zona mineralizada.

Sanga (2016) evalud la biosorcion de plomo utilizando biomasa bacteriana inactiva
como adsorbente. Aislo bacterias de los sedimentos de lixiviados en el botadero de Haquira,
Cusco, y realizo pruebas de resistencia al plomo con soluciones de nitrato de plomo. Seleccion6
cinco cepas resistentes (>93,8 mg/L), siendo la cepa BMAO04 la que mostré mayor tolerancia,
creciendo en concentraciones de hasta 875,82 mg/L. La cepa alcanzé su fase logaritmica de
crecimiento entre las 12 y 24 horas, y entr6 en fase estacionaria a las 30 horas. La biosorcion
maxima ocurrié a un pH de 5,5 con una capacidad de adsorcion de 80,64 mg/g de biomasa
segun la isoterma de Langmuir, indicando un proceso de quimisorcion. La identificacion
molecular mostrd que la cepa pertenecia al género Proteus sp., pero la especie no habia sido
descrita, lo que sugiere una posible nueva especie 0 mutacion.

Del Carpio (2017) investigd la adsorcion de Pb (IT) y Cd (IT) usando biomasa activa de

E. coli aislada de aguas contaminadas del rio Huatanay en Cusco. Identific6 siete cepas Gram
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negativas, de las cuales tres fueron identificadas como E. coli (RHC-05, RHC-06, RHC-07).
Se evalud su resistencia a Pb (II) y Cd (II) en agar Mueller Hinton con sales, y se seleccion¢ la
cepa RHC-06 para la produccion de biomasa debido a su mayor cantidad. La bioadsorcion de
metales se realizo ajustando el pH y el tiempo de contacto. Se encontré que la cepa RHC-06
adsorbié un méaximo del 51,20% de Cd a pH 2,0 en 60 minutos, y un 80,07% de Pb a pH 6,4
en 90 minutos. Las isotermas de adsorcion mostraron que el Pb se ajusta al modelo de
Freundlich (75%) y el Cd al modelo de Langmuir (96,9%) con una capacidad méaxima de
adsorcion (Qmax) de 50 mg. El estudio concluye que la eficiencia de captura de metales
depende del biosorbente, la concentracion del metal y factores como pH y temperatura.

Cardenas (2021) evaluo la concentracion de plomo (Pb) y cadmio (Cd) en el tejido
muscular de la trucha (Salmo trutta) en ejemplares de trucha adulta y juveniles en los rios
Caiiipia, Salado y Pichigua de la provincia de Espinar - Cusco. El muestreo se realizé de manera
estratificada y la medicion de plomo (Pb) y cadmio (Cd) fue determinada por el método de
Espectroscopia de absorcion atomica. Los resultados mostraron una concentracion de plomo
de 0,0579 ppm en el Rio Cafiipia; 0,0635 ppm en el Rio Salado y 0,1133 ppm en el Rio
Pichigua. En cuanto a la concentracion media de cadmio se encontraron valores de 0,0176 ppm
en el Rio Caiiipia; 0,018 ppm en el Rio Salado y 0,0146 ppm en el Rio Pichigua. Comparados
con los limites maximos permisibles (LMP) para consumo humano establecidos por SANIPES
(2016) y la OMS, los limites de plomo no son superiores a los limites maximos permisibles.
Sin embargo, las concentraciones de cadmio se encuentran por encima de los limites maximos
permisibles (LMP).

Chullo (2021), determino la calidad del rio Caifiipia, ubicado en la provincia de Espinar,
cuyo uso principal es para el riego de vegetales y el abastecimiento de agua para bebida de
animales. Para este estudio determin6d 03 zonas de muestreo para los respectivos analisis

incluyendo la determinacion de metales como: plomo, arsénico y mercurio analizados mediante
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espectrofotometria de absorcion atomica, donde el tratamiento se evalu6 por triplicado. Los
resultados indicaron que la concentracion maxima de plomo fue de 0,013 mg/L, en cuanto al
arsénico el valor mas alto fue de 0,0151 mg/L y para el mercurio presento un valor de 0,00041
mg/L. En conclusion, el autor indica que las concentraciones de arsénico y de plomo exceden
los limites establecidos para la categoria 1-A1 (poblacional y recreacional), sin embargo, no
superan los rangos establecidos para la categoria de riego de vegetales y bebida de animales.
1.2 MARCO CONCEPTUAL
1.2.1 Contaminacion Ambiental

La contaminacién ambiental es la incorporacion de sustancias y/o elementos nocivos
de origen (fisico, quimico o bioldgico), alterando el ecosistema natural o artificial. Entre los
principales factores que lo provocan se destaca la actividad humana emitiendo gases a la
atmosfera y la explotacion desmesurada de recursos naturales, entre otros (Gonzales et al.,
2014).

1.2.2 Metales Pesados

Los metales pesados son elementos persistentes y potencialmente toxicos para la salud
humana, incluso en concentraciones bajas. Se definen como "pesados" si tienen una densidad
superior a 5 g/cm. Entre los mas preocupantes por sus efectos nocivos estan el mercurio,
arsénico, cadmio, cromo y plomo. Estos metales provienen de la corteza terrestre, pero su
dispersion puede deberse tanto a fuentes naturales como a actividades humanas. Las principales
fuentes antropogénicas incluyen la agricultura (por el uso de fertilizantes e insecticidas), la
ganaderia, la mineria y la industria metalurgica (Ramirez et al., 2023). Dentro de los metales

pesados existen dos grupos:

1.2.2.1 Oligoelementos. Son esenciales para el desarrollo normal de ciertos organismos

y se necesitan en cantidades minimas, siendo conocidos como elementos traza. No obstante,
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cuando su concentracion supera un umbral especifico, estos metales pueden convertirse en
toxicos. Entre ellos se incluyen el arsénico (As), boro (B), cromo (Cr), cobre (Cu), molibdeno

(Mo), manganeso (Mn), niquel (Ni), selenio (Se) y zinc (Zn) (Sanga, 2016).

1.2.2.2 Metales sin funcién biologica conocida. Metales cuya presencia en
concentraciones determinadas resultan ser toxicas, causando disfunciones del organismo
humano o animal. Llegan a ser extremadamente toxicos y presentan la capacidad de
bioacumularse en el organismo vivo estos son: (Cd, Hg, Pb, Cu, Ni, Sb, Bi) (Sanga, 2016).

1.2.3 Efecto de los metales pesados en el ambiente

Los metales pesados se consideran persistentes, no pueden ser degradados por
tratamientos bioldgicos o quimicos, al ingresar a los ecosistemas se transforman mediante
procesos biogeoquimicos y se dispersan en diferentes compuestos como material particulado,
coloides o0 moléculas disueltas, lo cual podrian permanecer en el ambiente durante periodos de
tiempo extensos y la concentracion en los seres humanos aumenta proporcionalmente con la
ingesta (Reyes et al.,2016). La mineria es una causa principal de contaminacion al ambiente
debido fundamentalmente por un inadecuado manejo de los residuos conocidos como jales
mineros (Covarrubias y Pefia, 2017).

1.2.3.1 Contaminacion del suelo por metales pesados. Los metales pesados se
encuentran en suelos y cuerpos acuaticos como parte natural de su entorno o procedentes de
actividades humanas que se contempla como la mineria, fundicion de metales, generacion de
energia y la agricultura intensiva, también se menciona que las diferentes formas quimicas que
se encuentran en el suelo infieren en su biodisponibilidad para los organismos vivos, interfiere
las condiciones ambientales, pH, potencial redox y presencia de materia organica (Beltran y

Gomez, 2016).



Los residuos mineros representan un potencial toéxico para los organismos vivos y
afectan a los factores ecoldgicos, estos metales pueden afectar cuerpos de agua superficiales o
subterraneos causados por el drenaje acido, lixiviacion de residuos y contaminacion de suelos
cercanos. Se considera que algunos metales son esenciales para el crecimiento de la flora y
fauna, mas sin embargo metales como el Pb, As, Cd, Hg, Tl pueden ser toxicos aun en
concentraciones minimas (Guzman, 2022).

1.2.3.2 Contaminacion del agua por metales pesados. La contaminacion de cuerpos
de agua por medio de residuos industriales contaminado con metales pesados como el plomo,
mercurio, cadmio y entre otros causan problemas ambientales y sanitarios a gran escala, con
un riesgo de neurotoxicidad, mutacion y carcinogénesis tanto para la biota presente como para
la poblacion consumidora principalmente en nifios, embarazadas y personas expuestas. El
vertimiento de cantidades grandes de residuos sin tratar, desechos industriales y residuos
agricolas de plaguicidas y pesticidas en los ambientes acuaticos provoca que el agua limpia sea
cada vez mas escasa y se atente sobre la calidad del agua y por ende la salud de toda la
ciudadania, animales presentes y flora aledafia (Sanga, 2016).

1.2.4 Plomo

Es un metal pesado que estd presente en la superficie terrestre y en la naturaleza de
manera escasa. Este fue uno de los primeros metales que el hombre extrajo de minerales como
la galena (PbS), la cerusita (PbCO3) y la anglesita (PbSO4) (Pacheco Salinas, 2019). Rara vez
se encuentra en su forma metalica pura, generalmente esta unido a otros elementos formando
compuestos de plomo. Su numero atémico es 82 y su peso atomico es de 207,21 (Pacheco
Salinas, 2019) y (EPA, 2021).

1.2.4.1 Propiedades fisicas y quimicas. El plomo es un metal color gris azulado, con
una superficie brillante y altamente maleable, con una densidad relativa o gravedad especifica

de 11,34 g/cm® a 20°C, cristaliza en octaedros y es el menos tenaz a comparaciéon de otros
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metales pesados, la temperatura de fusion es de 327,4°C y la de ebullicion es de 1725°C. El
plomo puede estar presente habitualmente en el ambiente con agregados (As, S, Cu, N, P, etc.)
formando compuestos como nitrato de plomo, cloruro de plomo, silicatos de plomo y entre
otros (EPA, 2021).

1.2.4.2 El plomo en el ambiente. Los compuestos quimicos del plomo, tanto organicos
como inorganicos, son considerados contaminantes toxicos y peligrosos, lo que genera una
preocupacion significativa respecto a su ingreso en la cadena trofica alimentaria (Amones y
Barja, 2019).

En las aguas superficiales, el plomo tiende a formar complejos con otras sustancias
solubles, aumentando su riesgo debido a su toxicidad y capacidad de acumulacion en los
organismos vivos (Pacheco Salinas, 2019). Esta acumulacion puede alterar la red trofica vy,
eventualmente, afectar a los seres humanos, provocando enfermedades graves e incluso la
muerte (Acharte, 2020).

En el suelo, el plomo puede quedar retenido mediante procesos como adsorcion,
complejacidn o precipitacion, lo que representa un desafio para su uso agricola. Esta retencion
afecta negativamente la funcion del suelo como recurso para la produccion de alimentos
(Acharte, 2020).

Ademas, el plomo impacta negativamente los procesos fisiologicos en las plantas,
afectando el crecimiento radicular, la nutriciéon mineral y el equilibrio hidrico, lo que resulta
en clorosis y manchas foliares. A nivel bioquimico, el plomo interfiere con la fotosintesis al
dafiar los cloroplastos, reduce la cantidad de proteinas y altera la composicion lipidica.
También disminuye la absorcion de nutrientes y desordena el metabolismo celular (Amones y
Barja, 2019).

1.2.4.3 El plomo en la salud humana. El plomo puede afectar diversos 6rganos y

sistemas del organismo, funcionando como un antagonista del calcio al interactuar con
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proteinas que contienen grupos sulthidrilo, amina, fosfato y carboxilo. Un aspecto crucial es el
tiempo de exposicion, ya que la duraciéon y la intensidad de la exposicion al plomo influyen
significativamente en sus efectos nocivos. En las mujeres embarazadas, la presencia de plomo
en la sangre incrementa el riesgo de complicaciones fetales, como partos prematuros, abortos
espontaneos y muertes neonatales. Para nifios, jovenes y adultos, la exposicion prolongada al
plomo puede causar afecciones inmediatas, como el saturnismo, que se manifiesta a traves de
alteraciones neurologicas como encefalopatias, problemas de balance y nervios periféricos,
déficit de atencion y coordinacion mano-ojo reducida. Ademas, se observan alteraciones en el
sistema renal y endocrino (World Health Organization, 2022).

1.2.4.4 Fuentes de contaminacion del plomo. El metal esta presente en sus diversas
formas: Compuestos y derivados (6xidos, sulfuros y sales). Estos contaminantes pueden estar
en contacto con el suelo, el aire y el agua contaminando el ambiente y teniendo repercusiones
en la diversidad de flora, en la fauna y en la salud de los individuos (Pacheco Salinas, 2019).

Mineria. Tiene un impacto ambiental significativo debido a la presencia de plomo en
los residuos mineros. A menudo, los depositos de residuos mineros, especialmente en zonas
aridas, no estan bien gestionados, lo que provoca la dispersion de plomo y otros compuestos
toxicos por el viento y el escurrimiento acido. Esto no solo contamina el ambiente, sino que
también representa un riesgo para la salud publica debido a la exposicion prolongada a este
metal peligroso (Hernandez-Acosta et al., 2020).
1.2.5 Biorremediacion por Medio de Microorganismos

Existen diferentes estudios que demuestran la capacidad de remocion de metales
pesados en base al metabolismo y fisiologia de microorganismos como son las bacterias. Los
estudios evidencian que los microorganismos pueden sobrevivir, adaptarse y desarrollar su
capacidad para extraer o reducir metales como el cadmio (Cd), el cobalto (Co), el zinc (Zn) y

el plomo (Pb). Para la acreditacion de la biorremediacion como una tecnologia efectiva para
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eliminar contaminantes especificos es crucial evidenciar que dicha sustancia o mezcla que la
contenga sea biodegradable, asi como asegurar que el proceso de biorremediacion no causara
efectos colaterales adversos sobre el ambiente (Sanga, 2016).

1.2.5.1 Biorremediacién In Situ. Se refiere a realizar los diferentes tratamientos en el
mismo lugar de la contaminacion existen dos técnicas.

Biomagnificacion. Agregar microorganismos naturales o genéticamente manipulados

Bioestimulacion. Modificacion del medio para potenciar el crecimiento de
microorganismos (Sanga, 2016).

1.2.5.2 Biorremediacion Ex Situ. El manejo de residuos contaminados se realiza en
biorreactores controlando nutrientes, temperatura y pH. Una de las propiedades de los
microorganismos resistentes a metales pesados puede usar mecanismos de movilizacion del
metal pesado (lixiviado) e inmovilizacion de metales pesados la Figura 1, explica las diferentes
interacciones entre el microorganismo y los metales pesados, estos incluyen: Biosorcion,
biomineralizacion, bioacumulacion, biotransformacion (Sanga, 2016).

Figura 1.
Mecanismos de interaccion entre microorganismos y metales pesados.

Nota. Extraido de ( Zapata et al., 2022)

1.2.5.3 Biomineralizacion. En este proceso, los microorganismos pueden precipitar

metales pesados en forma de carbonatos o sulfatos (Zapata et al., 2022). Este fenomeno ocurre
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mediante una bomba que transporta el metal pesado del citoplasma hacia el exterior de la célula.
Este transporte esta facilitado por la entrada de protones (H+) en el interior de la célula, lo que
provoca una alcalinizacion en la superficie externa de la célula. Como resultado, se produce la

precipitacion del metal pesado (Sanga, 2016).

1.2.5.4 Biotransformacion. Es un proceso que involucra una transformacion quimica
sobre un metal, se realiza a través de un organismo bacteriano, los metales pesados toxicos son
tratados por enzimas bacterianas quienes pueden generar un compuesto poco soluble o
compuestos volatiles (Sanga, 2016).

1.2.5.5 Bioacumulacion. Es un proceso que las bacterias han desarrollado para
sobrevivir a ambientes contaminados por la exposicién continua a compuestos toxicos. Este
mecanismo involucra un sistema de transporte en la membrana celular que internaliza el metal
pesado del entorno celular utilizando energia, a través de la H+ ATPasa. En caso del cadmio
se incorpora al citoplasma de la célula donde es capturado por péptidos que forman complejos
estables con el metal, neutralizando su toxicidad (Canchignia et al.,2021).

1.2.5.6 Adsorcion. La bioadsorcion es una técnica que comenzo a inicios de los afios
90 con la finalidad de eliminar sustancias contaminantes provenientes del sector industrial,
enfocandose principalmente en el uso de biomasa viva y muerta. Este proceso involucra la
adsorcion de moléculas e iones en la superficie celular lo cual puede suceder a través de
intercambio i0nico o atraccidn electrostatica (Tejada et al., 2015). La eficiencia de la captura
depende en gran medida por la composicion quimica de la capa mas externa de la célula. La
adsorcion se produce por la unidon no especifica de iones a grupos funcionales de polisacéaridos
y proteinas superficiales de la célula, los sitios de union se van estableciendo en funcién a la

afinidad del metal comenzado por los sitios mas activos (Bautista, 2008).
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En el proceso implica la interaccion entre una fase sélida (biomasa) y una fase liquida
por lo general agua que contiene la sustancia de importancia para ser adsorbido (iones
metalicos), para que sea un proceso eficaz es propicio una alta afinidad entre los grupos
funcionales de la biomasa y el contaminante donde este ultimo debe ser atraido hacia el s6lido
y unido por diversos mecanismos (Tejada et al.,2015).

La biomasa propia de los microorganismos puede ser utilizada en su forma natural o
modificada por tratamientos alcalinos, esto con la finalidad de aumentar la capacidad de
biosorcion. Por ejemplo, la biomasa del género Bacillus sp. propio de los desechos en las
fermentaciones industriales, se maneja con alcali seguido de ello se peletiza o se muele y
finalmente se seca, al tener esta preparacion se logra remover metales como Cd, Hg, Ni, Pb, U,
Zn, Cr, Cu en un nivel muy amplio (Caiizares, 2000).

Una vez realizada el proceso de adsorcion se puede optar por recuperar o desorber la
biomasa completa empleando reactivos quimicos ligeros para retirar los metales sin destruir la
biomasa manteniéndolo integro, permitiendo el uso de la biomasa en un nuevo tratamiento de
adsorcion, en caso de que el interés sea recuperar el metal tratandose de algiin metal precioso,
el metal puede ser retirado por métodos drasticos como incineracion o exposicion a acido/base

fuerte tal como se expresa en la Figura 2 (Canizares, 2000).
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Figura 2.
Principios de eliminacion o recuperacion de metales en soluciones acuosas mediante
biomasa microbiana

Solucion de metales

l

» Biomasa microbiana
(o productos derivados y excretados)

viva, muerta,
libre, unicelular inmovilizada,
Regeneracion de biomasa peliculas filamentosas, agregados, Recirculacion
o producto trozos (pellets)
A l
Biomasa cargada de metal Descarga

(o precipitados y complejos de metal) »  descontaminada

" Recuperacion no destructiva Recuperacion destructiva
\ i
Metal Metal :

Nota. Extraido de (Canizares, 2000)

1.2.5.6.1 Adsorcion mediante Bacillus sp. Proceso fisico - quimico donde se adsorbe
los iones metalicos en la superficie de la célula. Se lleva a cabo por una afinidad de los iones
metalicos a la pared celular pueden actuar diversos mecanismos como el intercambio de iones,
precipitacion o atraccion electrostatica, este proceso es idoneo utilizando materiales biologicos
ya sea vivo o muerto. En este proceso se contiene una fase solida que es la biomasa y la fase
liquida generalmente agua donde estan disueltos los iones metalicos, se logra con éxito siempre
y cuando exista una alta conexion del contaminante con los grupos funcionales de parte de la
biomasa, debido a que el contaminante necesita ser atraido hacia el s6lido y unirse por diversos
mecanismos (Tejada et al, 2015).

La adsorcion ocurre debido a la una unidn no especifica de los iones con los grupos
funcionales de los polisacéridos y las proteinas de la superficie celular o metabolitos que son

secretados. La captura se debe a la composicion quimica de la capa celular mas externa, la
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deposicion del metal se presume que ocurre en las zonas de grupos de las cabezas polares de
los constituyentes de la membrana o bien en las capas de peptidoglicano (Bautista, 2008).

Existen tres clases de adsorcion segun la afinidad entre el soluto y el adsorbente (Tejada
et al., 2015):

1. Tipo eléctrico: Mediante una atraccion electrostatica donde existe el
intercambio de iones mediante la presencia idnica de la sustancia en interés sobre la
superficie del adsorbente.

2. Fuerzas de Van der Waals: Esta interaccion se conoce también como
fisisorcion, en este proceso las moléculas adsorbidas estan unidas a la superficie
débilmente.

3. Tipo quimico: Se denomina de esta forma cuando el adsorbato genera
enlaces fuertes con los sitios activos del adsorbente, en este caso el adsorbato padece
una transformacion.

Variables en la adsorcion. Existen condiciones como la temperatura, ¢l pH, el tamafio
de particula y presencia de iones que pueden afectar en adsorcion (Tur-Naranjo et al.,

2012) y (Tejada et al, 2015).

1. Variable temperatura: Un incremento considerable de la temperatura
provoca alteraciones en la estructura del absorbente y degradacion del material, lo que
resulta en una disminucion de la capacidad de adsorcion.

2. Variable pH: Es crucial la regulacion del pH debido a que los iones del
hidrogeno actian como competidores fuertes en la adsorcion. La capacidad de
adsorcion de los iones metélicos estd regida por las propiedades de la superficie del
adsorbente y su distribucion en la solucidén acuosa. La variable pH en el medio acuoso

es un punto crucial, por ejemplo, para la adsorcion de cationes es favorable a un pH
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superior de 4,5 por el otro lado para una adsorcion dptima en los aniones se establece
un pH de 1,5. El pH 6ptimo para una buena adsorcion del género Bacillus es a un pH
de 4,2.

3. Variable tamafio de particula: Se indica que la adsorcion ocurre en los
poros de la pared celular en sitios precisos, es entonces que la concentracion de soluto
adsorbida es directamente proporcional al volumen, este se encuentra relacionado
directamente con el area externa. Ademas, se reconoce que cuando una particula es mas
pequefia implica una mayor area superficial por ende resultaria un area mayor de
superficie interna por la cantidad de poros por unidad de masa.

4. Variable presencia de iones: La existencia de iones en la solucion

implica que pueda existir una competencia con el metal por los lugares de adsorcion.

1.2.5.6.2 Determinacion de la capacidad y eficiencia (%) de adsorcion para
Bacillus sp.

Capacidad de adsorcion

Una caracteristica crucial de un adsorbente, es su capacidad para retener el adsorbato
la cual depende directamente de la superficie especifica del material, el volumen y el tamafio
de los poros, Garcés y Coavas (2012). Este parametro es fundamental ya que, al mejorar la
capacidad de adsorcidn, puede ser utilizado en procesos de remocion de metales pesados o en
la recuperacion de iones metalicos en la solucion, también se indica que una maxima capacidad
de adsorcion ocurre cuando la biomasa es inactiva, permitiendo un mejor acceso ademas de
tener un bajo costo (Tejada et al, 2015).

La capacidad de adsorcion puede ser calculada por la siguiente ecuacidon matematica:

(Sanga, 2016) y (Diaz Rodriguez et al., 2021).
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(Ci—Cf)=V
m

q(mg/g9) =

Donde:

q(mg/g). Capacidad de adsorcion (mg/g)

Ci: Concentracion inicial de plomo (II) en las disoluciones (mg/L)

Cr. Concentracion final de plomo (II) en las disoluciones (mg/L)

V: Volumen de la disolucion (L)

m: Peso de la biomasa seca de la cepa bacteriana (g)
Eficiencia de adsorcion

La eficiencia se define como la proporcion entre la concentracion metélica eliminada y
la concentracién metalica del remanente, la determinacion de este pardmetro es fundamental
para corroborar el buen funcionamiento de un sistema de adsorcion. Usualmente se expresa en

forma de porcentaje y se puede calcular mediante la siguiente formula: (Humanante, et al,

2022).

(Ci — Cf) * 100
Ci

Eficiencia de adsorcion(% ) =

Donde:
Ci: Concentracion inicial del metal en la solucion
Cf: Concentracion final del metal en la solucién
1.2.6 Resistencia Bacteriana a Metales Pesados

Las bacterias desarrollaron diferentes mecanismos genéticos de resistencia bacteriana
para tolerar condiciones adversas como altas concentraciones de los metales pesados, esta
caracteristica hoy en dia es una de las opciones mas prometedoras para el disefio de estrategias
aplicables al area de la biorremediacion de ambientes contaminados (Sanga, 2016).

1.2.6.1 Mecanismos Bacterianos para la Resistencia a Metales pesados. Existen

diferentes mecanismos bacterianos para la tolerancia frente a los efectos de los metales pesados
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tales como: (captura de iones por la célula bacteriana, transformaciones mediadas, expulsion
de iones metalicos) (Sanga, 2016).
1.2.7 Determinantes Genéticos de Resistencia

Los genes que codifican proteinas involucrados en la resistencia bacteriana a metales
pesados suelen residir en el cromosoma bacteriano o en elementos moviles como plasmidos o
transposones. Estos genes plasmidicos que confieren resistencia bacteriana a altas
concentraciones de metales pesados pueden transferirse de una célula a otra a través de la
transmision horizontal de material genético facilitando la adaptacion a corto plazo de la
comunidad microbiana, muestran una gran especificidad, y son similares a otros productos
codificados por genes que intervienen en el metabolismo celular, ademas que actian como
sistemas inducibles en la mayoria de casos (Sanga, 2016).
1.2.8 Biodisponibilidad

La biodisponibilidad se refiere a la cantidad de metales pesados en sedimentos o suelos
que los organismos vivos pueden absorber y procesar. Este proceso depende del tipo de
organismo, la forma en que el metal estd disponible, y las caracteristicas del suelo, como su pH
y textura, asi como el tiempo de exposicion y acumulacion en el organismo. La
biodisponibilidad implica varios pasos: absorcion del metal, su distribucion a través del
organismo, su metabolismo y finalmente su eliminacion (Rendina, 2015). Este concepto es
esencial para evaluar los riesgos potenciales de los contaminantes en el ambiente y es crucial
para la remediacion. La biodisponibilidad permite estimar qué fracciones de los contaminantes

estan disponibles para los organismos en diferentes plazos: corto, medio o largo (Lago, 2018).
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1.2.9 Bacillus como material adsorbente
1.2.9.1 Ubicacion taxonémica
Dominio: Bacteria

Filo: Firmicute
Clase: Bacilos
Orden: Bacillales
Familia: Bacilliaceae
Género: Bacillus
Especie: Bacillus sp.

Fuente: (Villarreal et al., 2018)

1.2.9.2 Caracteristicas. El género Bacillus fue reportado inicialmente por Cohn en
1872 como bacterias con capacidad de producir endosporas que resisten a altas temperaturas.
En la actualidad, el género incluye mas de 336 especies que, debido a su similitud genética,
pueden agruparse en diferentes categorias, nombrando los mas destacados Bacillus patogenos
como B.cereus, B.anthracis y B.thuringiensis; Bacillus ambientales como B.subtilis, etc. Son
bacterias Gram positivas, que producen endosporas (Figura 3), que le brinda la capacidad de
resistir a las temperaturas como también resistencia a factores fisicos extremos como la
desecacion, radiacion, a la presencia de acidos y desinfectantes quimicos. En su crecimiento
presenta un rango de temperaturas extenso, sin embargo, generalmente se consideran especies
mesofilas (crecen a temperaturas de 30 y 45°C) (Corrales Ramirez et al., 2017) y (Villareal et

al., 2018).
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Figura 3.
Caracteristicas morfologicas de Bacillus sp. de la coleccion de microorganismos

Nota: A: Células bacilares, Gram positivas; B: Endosporas de color turquesa; C: Morfologia
macroscopica de Bacillus (Villareal et al., 2018).

Presenta una caracteristica principal que es la habilidad de formas endosporas (ovales
o cilindricas) esto con el objetivo de sobrevivir bajo condiciones desfavorables, también
pueden mantenerse en estado vegetativo dando lugar a una esporulacion, del mismo modo este
género se adapta a cambios abruptos de temperatura gracias a la presencia genes en respuesta
al de shock térmico como las proteinas chaperonas y las proteasas (Calvo y Zuiiga, 2010).

1.2.9.3 Ecologia del género Bacillus. Se halla ampliamente distribuido en varios
entornos naturales como suelos y aguas dulce El género Bacillus tiene la capacidad de formar
esporas lo que le permite tolerar distintos ambientes, cualidad que le propicia estar presente en
una amplia variedad de habitats tanto acuaticos como terrestres. En el entorno terrestre, estas
bacterias pueden interactuar de forma directa en la funcion de agentes rizosféricos, como
también actiian de manera indirecta al producir sustancias antagonistas de patdogenos donde se
ha observado que algunas cepas muestran actividad biocontroladora contra patdgenos vegetales
o pueden inducir mecanismos de resistencia (Corrales Ramirez et al.,2017).

El suelo actiia como el principal habitat de este género ya que muchas de sus especies

son saprofitas llegando a utilizar diferentes sustratos organicos presentes en el suelo, ya que
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esta es una matriz compleja para el establecimiento de una amplia diversidad genética funcional
de cepas microbianas (Villareal et al., 2018).

1.2.9.4 Estructura
Pared celular

Las bacterias presentan una pared celular, la cual tiene como finalidad mantener la
integridad de la célula y llevar a cabo diferentes procesos, su pared celular se asemeja a una
malla segun Dorr et al, (2019). En la Figura 4 se detallan los Gram positivos que contienen
moléculas como peptidoglicano (alrededor de 30 a 100 nm), sobre la cual otros polimeros se
unen covalentemente tales como: acidos teicoicos, acidos teicurdnicos, lipoteicdicos, proteina
periférica y proteina integral; y los Gram negativos con peptidoglucano (alrededor de 2 a 10
nm), lipopolisacéridos, lipoproteinas y proteinas periféricas e integrales (Cuervo-Parra et al.,

2024).

Figura 4.
Estructura bioquimica de la pared celular de las bacterias Gram positivas y Gram negativas

Nota: a) Gram positivas, b) Gram negativas. Extraido de (Cuervo-Parra et al., 2024).
La pared celular de la célula vegetativa de la mayoria de las especies del género Bacillus

estd conformada por peptidoglucano el cual contiene acido meso-diaminopimelico, sin
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embargo, hay excepciones como B. sphaericus, B. pasteurii y B. globisporus que presentan
lisina en lugar de 4cido meso-diaminopimelico (Dussan, 2006).

En muchos casos el dcido meso-diaminopimelico estd ligado directamente a la D-
alanina, por lo general estas cadenas tetrapeptidicas de peptidoglucano son unidos por un
puente anclador interpeptidico entre 4dcido meso-diaminopimelico y D-alanina. En algunos
casos de Bacillus, el puente interpeptidico en mencidon que conecta la D-alanina y el acido
meso-diaminopimelico estd ausente, por ejemplo, en aquellas especies que estd presente la L-
lisina en lugar del 4cido meso-diaminopimelico, presenta sus esporas del mismo tipo de
subunidades de acido muramico en la corteza de la espora (Dusséan, 2006).

La superficie bacteriana del género Bacillus es muy compleja y esta relacionada a
propiedades de resistencia, adherencia y respuesta quimiotactica. La estructura consiste en una
capsula, varias capas de peptidoglucano y proteinas de la superficie externa de la membrana
citoplasmatica, una capa superficial proteica poco conocida y cristalina denominada "S-layer”
(encargada de enmascarar la carga negativa del peptidoglucano y evitar la auto aglutinacion,
incluso en algunas especies juega un papel importante en las interacciones metalicas Ejemplo.
Uranio (Dussan, 2006).

Endosporas

Es una estructura que permite a Bacillus y sus diferentes especies tolerar condiciones
adversas de temperatura, de pH, resistencia a antibioticos y resistencia a metales pesados. Se
presenta dos fases detalladas en la Figura 5, la primera fase es de crecimiento vegetativo, la
bacteria se encuentra en un medio de condiciones favorables para su crecimiento y se divide
por fision binaria. En la segunda fase la bacteria se expone a factores de estrés como una alta
densidad poblacional, escasez de nutrientes, salinidad, cambios en la temperatura, pH o
presencia de contaminantes Por consiguiente la célula inicia la formacion de endosporas, este

proceso implica una division celular de forma asimétrica que resulta en la formacion de dos
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compartimentos donde se sitia la célula madre y una pre-espora, finalmente la pre-espora se
encuentra protegida por capas de componentes proteicos , peptidoglicano y una pared anterior
formada por células germinales, a continuacidn, se produce la deshidratacion y maduracion,
para lograr que la célula madre se desintegre y libere la endospora la cual permanece inactiva
hasta que las condiciones del medio sean propicias para convertirse en una célula vegetativa

activa (Villareal et al., 2018).

Figura 5.
Ciclo de reproduccion de esporas en el género Bacillus.

Nota. Extraido de (Villareal et al., 2018)
1.2.10 Identificacion de Bacillus sp.

Para la identificacion de microorganismos se opta por los criterios de diferenciacion
descritos en el Manual de Clasificacion de Bergey donde se incluye caracteres morfologicos y
fisioldgicos. En la identificacion de este género no basta evaluar las caracteristicas fenotipicas,
es por ello que se incluye al estudio la identificaciéon molecular (Campaiia, 2018).

En este tipo de analisis se incluye la forma de las colonias y cé€lulas, presencia o no de
endosporas, presencia de flagelos, tincion Gram entre otras (Campatfia, 2018).
1.2.10.1 Caracterizacion macroscopica. Las colonias del género Bacillus se distinguen por

su tamafio y forma variables, lo que les da un aspecto diverso en los cultivos. Generalmente,
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presentan bordes ondulados y una coloracion que puede variar entre blanco y amarillento. La
textura de estas colonias es caracteristica: seca y viscosa, lo que contribuye a su apariencia
robusta y su capacidad para formar estructuras definidas en medios sélidos. Esta descripcion
macroscopica ayuda en la identificacion preliminar de Bacillus en cultivos microbiologicos
(Nacato y Valencia, 2016).

1.2.10.2 Caracterizacion microscopica. Para su observacion se hace uso de tinciones que

contrastan la morfologia de Bacillus sp.

Tincién Gram. En la tincion de Gram, se emplea cristal violeta, el cual se adhiere al
peptidoglicano de la pared celular de las bacterias. A continuacidn, se aplica el mordiente
(Lugol), que fija el cristal violeta formando un complejo. Posteriormente, se utiliza una mezcla
de alcohol y acetona para deshidratar la pared celular y sellar los poros; las bacterias
Grampositivas, con una capa gruesa de peptidoglicano, retienen el complejo colorante y
permanecen azul-violeta, mientras que las Gramnegativas, con una capa mas delgada, pierden
el colorante. El género Bacillus, siendo Grampositivo, aparece azul-violeta al microscopio

debido a su capa de peptidoglicano de 20 a 80 nm de espesor (Gonzales, M. et al., 2020).

Tincion de Schaeffer Fulton. Para identificar bacterias esporuladas del género
Clostridium y Bacillus, que forman endosporas, estructuras altamente resistentes y
deshidratadas. Dado que las endosporas tienen capas impermeables, se debe calentar la muestra
para permitir que el colorante verde de malaquita penetre en ellas. Este colorante, al ser
hidrosoluble, tifie las esporas mientras el material celular se decolora con agua. A continuacion,
se aplica safranina, un colorante de contraste que da un tono rosa al citoplasma. Bajo el
microscopio, un resultado positivo se observa con esporas verdes y células vegetativas

coloreadas de rosa (Gonzales M. et al., 2020).
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1.2.10.3 Identificacién bioquimica. Se realizan andlisis fisicoquimicos en medios de cultivo
para determinar las caracteristicas metabolicas de bacterias, enfocandose en la presencia de
enzimas preformadas. Estas pruebas pueden ofrecer resultados en segundos o pocas horas
mediante cambios en el pH o la aparicion de pigmentos de colores especificos. Las pruebas
realizadas incluyen TSI (Agar con azucar triple y hierro), LIA (Agar de hierro y lisina), MIO
(Movilidad, indol y ornitina), catalasa, urea, citrato y licuefaccion de gelatina, siguiendo las

instrucciones especificas de cada ficha técnica comercial (Apolinario, 2018).
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1.2.10.4 Identificacion molecular. Para una correcta identificacion molecular se hace
uso de genes microbianos especificos. En el caso de las bacterias el gen ADNr 16S es comun
en todos los géneros, sin embargo, existen genes mucho mas especificos presentes solo en
ciertos géneros. La técnica de PCR permite amplificar un gen o fragmento de ADN,
denominado amplicon cuya secuencia de nucledtidos actia como ‘“huella dactilar” para
emparejar un microorganismo desconocido con el género o especie de un microorganismo
conocido (Carrasco et al, 2021).
1.2.11 Principios de medicion para cuantificar la adsorcion

Las técnicas de primera linea para estudiar los mecanismos de captura de iones
metdlicos involucran a los analisis fotométricos (turbidimetria, nefelometria vy
espectrofotometria) (Bautista, 2008).

1.2.11.1 Fotometria. Este método implica la medicion de la luz utilizando un
fotodetector, la luz puede ser absorbida por una sustancia disuelta en una solucion
denominandose “absorcion”, dispersada o refractada por particulas suspendidas en la solucion

proceso conocido como “turbidimetria” o “nefelometria” (Abbott, 2022) y (Areas, 2013).

Transmitancia. La transmitancia (T) indica la fraccion de luz que pasa a través de una muestra
en relacion con la intensidad de la luz original. Sirve como un indicador de la cantidad de luz

que se transmite a través de la muestra (Obeso Dias, 2024).

Absorbancia. La absorbancia (A) mide la cantidad de luz que una muestra absorbe y es
inversamente proporcional a la transmitancia (T). A mayor absorbancia, menor transmitancia,

y viceversa (Obeso Dias, 2024).
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1.2.11.2 Turbidimetria. Es la evaluacion de la luz que pasa a través de una suspension,
lo que permite cuantificar el analito sin separar el producto de la solucion, la dispersion es
proporcional a la muestra tal como se detalla en la Figura 6. Se puede determinar mediante un
espectrofotometro de onda visible con la fuente de radiacion como la lampara de wolframio,
haciendo uso de un filtro para evitar que ello influya en las lecturas (Areas, 2013).

1.2.11.3 Nefelometria. El procedimiento descrito mide la dispersion de luz en
direcciones distintas a la direccion inicial de emision. Utilizando un nefeldometro, se determina
la concentracion de suspensiones mas diluidas. Las particulas en una solucion dispersan la luz
en diferentes direcciones, generando una turbidez que indica la concentracion de la suspension.
Se emplean fuentes de radiacion como laser de helio-neén y lamparas de haldgeno con
fotoceldas ubicadas a 90°. Segtn la Figura 6, se recomienda usar turbidimetria para dispersion
extensa y nefelometria para dispersion menor (Areas, 2013).

Figura 6.
Mecanismo de lecturas nefelométrica y turbidimetria

Nota. Extraido de (Abbott, 2022)

1.2.11.4 Espectrofotometria

1.2.11.4.1 Espectrometria de Masa con Plasma Acoplado Inductivamente. Es una técnica
analitica que permite obtener informacion sobre multiples elementos de manera rapida, precisa

y exacta. Esta técnica se utiliza para identificar y cuantificar la mayoria de los elementos de la
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tabla periddica en niveles de traza y ultra traza. Un proceso que combina la generacion de iones
mediante plasma acoplado inductivamente con un método para la separacion y deteccion de
estos iones utilizando un espectrometro de masas, cuenta con una especial relevancia en el

analisis de contaminantes en suelo (Rosero, 2017).

1.2.11.4.2 Espectrofotometria UV-visible. Los espectrofotometros UV-VIS son
herramientas de laboratorio empleadas para examinar tanto cualitativa como cuantitativamente
distintos compuestos quimicos. El principio se fundamenta en que las moléculas absorben
radiacion electromagnética seguido de ello se determina la cantidad de luz absorbida (Abril et
al,2004).

La radiacion ultravioleta visible representa una fraccion reducida del espectro
electromagnético, esta forma de radiacidn es una fusion de campos eléctricos y magnéticos que
fluctiian con el tiempo y se desplazan en el espacio como ondas (Pérez y Almazan, 2015).
Fundamento

Ley de Lambert y Beer.

La longitud de luz es distinta antes y después de ser reflejada en una solucion. La cantidad de
luz absorbida depende del tipo de sustancia y su concentracion y la distancia que recorre la luz,
cuando una longitud de onda especifica atraviesa un medio que absorbe luz su intensidad

disminuye exponencialmente a medida que aumenta la longitud del medio absorbente (Areas,

2013).
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1.2.12 Estandar de calidad ambiental (ECA)

Decreto Supremo N° 011-2017-MINAM, establece un estdndar de calidad
ambiental (ECA) que son criterios establecidos o parametros fisicos, quimicos y
bioldgicos para evaluar la calidad del aire, agua y suelo, estos criterios indican cierto
nivel de riesgo para la salud humana y el estado del ambiente. Los estandares de calidad
ambiental son fundamentales para el desarrollo de normativas legales y politicas
publicas incluyendo programas de monitoreo ambiental y estrategias de gestion
ambiental. Estos parametros varian de acuerdo al tipo de uso del suelo a nivel nacional,
especificamente para el pardmetro del plomo se muestran en la Tabla 2 (Ver ANEXO

N°5) (Sanga, 2016).

Tabla 2.
Estandares de calidad ambiental para el plomo en agua y suelo Peru (MINAM, 2017)
Concentracion
Categoria Clasificacion
de Pb
Suelo Suelo agricola 70 mg/kg
Suelo comercial/ Industrial/ Extractivos 800 mg/kg

Nota. En base al D.S N°011-2017-MINAM
1.2.13 Ubicacion politica del rio Salado (Espinar-Cusco)

Subcuenca del rio Salado (sefialado en el Mapa 1)
- Region: Cusco, Arequipa y Puno
- Provincia: Espinar, Caylloma, Melgar y Lampa
- Distrito: Alto Pichigua, Condoroma, Coporaque, Espinar, Llalli, Ocoruro, Ccuviri,

Pallpata, Pichigua y Tisco (Autoridad Nacional del Agua [ANA], 2013).
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1.2.13.1 Accesibilidad. El ingreso a la provincia de Espinar, se realiza a través de la
via que conduce hacia la ciudad de Arequipa, la cual es la mas concurrida y ofrece la ruta mas
rapida. La otra opcion de acceso es por la carretera hacia la ciudad de Cusco, con menos trafico
por su carretera rudimentaria (Municipalidad Provincial de Espinar, 2022).

1.2.13.2 Hidrologia. Las fuentes principales de agua en el distrito de Espinar provienen
de lagunas, manantiales, riachuelos y rios, sin embargo, su aprovechamiento es limitado porque
muchas fuentes hidrologicas se encuentran a niveles mas bajos de las tierras aptas para el riego,
restringiendo su uso. Ademas, los caudales disponibles son minimos por la distancia entre las
fuentes de agua (Municipalidad Provincial de Espinar, 2022).

Unidad hidrografica Medio Bajo Salado-Alto Pichigua. Es una de las 9 unidades
hidrograficas que se situa en el distrito de Alto Pichigua, se encuentra en la parte media baja
de la subcuenca del rio Salado, con una extension de 248,97 km?, representando el 10,32% de
la subcuenca del rio Salado. El tramo principal es el rio Salado es de 7,6 km, desde su unién
con el rio Challuta hasta su contacto con el rio Canipia (ANA, 2013).

UTM WGS84:

Por el este: 236495 — 205591 m

Por el norte: 8372616 — 8281929 m

Altitud: Dentro de los 3912 hasta los 5300 msnm
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1.2.13.3 Actividades econémicas. En un 73% la poblacion se dedica a las actividades
agricolas y ganaderas, implicando la produccion de animales de granja, incluyendo especies
mejoradas genéticamente como alpacas, ovejas, vacas y en menor medida caballos y cerdos,
como también algunos hogares se dedican a la crianza de animales para su sustento o fines
comerciales. En cuanto a la agricultura realizan cultivo de papa, avena forrajera para consumo
de los animales y demas cultivos como cafithua, quinua y cebada (Municipalidad Provincial de
Espinar, 2022).

Alto Pichigua cuenta con fuentes de recursos hidricos provenientes de rios, lagos y
manantes, brindando de esta forma gran demanda de agua, sin embargo, la actividad pesquera
local presenta una economia limitada, con bajos niveles de rentabilidad debido a la falta de
capacitacion en la extraccion, cultivo y abastecimiento. La crianza de truchas es un trabajo
comunitario apoyado por la Municipalidad Distrital mediante proyectos que incluyen cosechas
anuales, esto significaria a futuro una fuente de ingresos para los habitantes. La poblacion esta
inmersa en la produccion de fibra de alpaca, oveja y llama, asi como en la elaboracién de cueros
y otros productos, de esta forma se organizan en asociaciones artesanales (Municipalidad

Provincial de Espinar, 2022).
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CAPITULO II: MATERIAL Y METODOLOGIA.

2.1 LUGAR DE EJECUCION

Las muestras fueron tomadas en el suelo de la ribera del rio Salado del distrito de
Espinar, se enviaron las 02 muestras al laboratorio Certificaciones del Peria (CERPER) en la
ciudad de Lima para un barrido de 25 metales. Se realizaron cultivos, aislamientos e
identificacion bioquimica en el laboratorio de biotecnologia de la Universidad Nacional San
Antonio Abad del Cusco. Seguidamente la identificacion molecular fue realizada en el
laboratorio de la Unidad de Genomica de la Universidad Peruana Cayetano Heredia en la
ciudad de Lima, luego se efectu6 la prueba de tolerancia y produccion de biomasa en el
laboratorio de Biologia Celular de la Universidad Nacional San Antonio Abad del Cusco y
finalmente se determind la capacidad y eficiencia de adsorcion de plomo (II) en el laboratorio
de Fractal Quimicos E.I.LR.L en la ciudad de Cusco.
2.2 AREA DE ESTUDIO

Las dos muestras tomadas en la ribera del rio Salado provienen del distrito Alto
Pichigua, en la provincia de Espinar - Cusco, el 18 de diciembre del 2023. El rio Salado es el
principal afluente de la region, sin embargo, muestra signos de contaminacion debido a la
actividad minera situada aguas arriba. Este escenario ofrece un entorno natural idoneo para
examinar la capacidad de las bacterias como Bacillus, en la adsorcion de plomo.
2.3 MATERIALES

2.3.1 Material biologico

e Se recolectaron 2 muestras de suelo de la ribera del rio Salado en Espinar-Cusco:
Muestra 1 (M1) y Muestra 2 (M2), cada una con un peso total de 2 kg. De cada muestra,
1 kg se destina al andlisis quimico en CERPER y el otro 1 kg al laboratorio de

Biotecnologia - UNSAAC.
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2.3.2 Materiales de campo

GPS (Oregon 650)

Botas

Guantes

Mandil

Bolsa ziploc x 25 unidades
Pala de muestreo

Céamara fotografica
Cooler

Rotulador

Cuaderno de apuntes

2.3.3 Materiales de laboratorio

Guantes de nitrilo

Mandil blanco de laboratorio
Mascarillas desechables

Asa de siembra

Piseta de plastico

Pipeta automatica 10-100ul (aleman)
Tips Azul

Propipeta (Lab medic)

Algodon

Gasa

Membranas de nylon de 0.45 micras
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Tijeras

Papel aluminio

Papel craft

Gradilla

Alcohol de 70° y 96°

Agua destilada

Microespatula de acero inoxidable 150mm (Burkle-FKD503)
Aceite de inmersion (Fagalab)

Solucion fisiologica al 0,85%

2.3.4 Material de vidrio

Vaso de precipitado 250 mL, 500 mL (EUROLAB-GERMANY)
Matraz Erlenmeyer 250 mL, 300 mL(PYREX)

Matraz Erlenmeyer 500 mL(PYREX)

Matraz Erlenmeyer 1000 mL (PYREX)

Matraz 250 mL (QUIMAX)

Placas Petri (EUROLAB-GERMANY)

Probeta 20 mL, 50 mL(EUROLAB-GERMANY)

Pipetas de 1 mL,10 mL(EUROLAB-GERMANY)

Tubos de ensayo 10 mL (PYREX)

Tubos de ensayo con tapa rosca (HACH)

Tubos conicos con tapa rosca de 15 mL

Laminas porta objeto (ALMACENES MEDICOS PERUANOS)
Laminas cubre objetos (EUROLAB-GERMANY)

Espatula de Drigalsky (Lab comercial)
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Perlas de cristal
Varilla de vidrio (Lab comercial)

Frascos de vidrio de 250 y 500 mL. (PYREX)

2.3.5 Medios de cultivo

2.3.6 Reactivos

Medio de cultivo MYP (HIMEDIA)

Medio Agar nutritivo (MERCK)

Medio caldo nutritivo (Medlab)

TSI (Triple Sugar Iron Agar)-(SIGMA)

LIA (agar de hierro y lisina)-(MERCK)

MIO (Motilidad — Indol — Ornitina)-(SIGMA)
Urea (SIGMA)

Citrato (SIGMA)

Gelatinasa (DOLDER)

Sulfato de Polimixina (SIGMA)

Nitrato de plomo Pb(NOs)2; (Fractal quimicos, grado de pureza 99.80%)
Sulfuro de amonio (NH4).S; (Fractal quimicos)

Acido clorhidrico 0.01% HCI; (Fractal quimicos)

Peroxido de Hidrogeno (JAMPAR)

Bateria de coloracion Gram (JAMPAR)

2.3.7 Equipos de laboratorio

Microscopio (Laica)
Autoclave (Phoenix modelo AV-75 PLUS)

Refrigeradora (Mabe)
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o Destilador de agua (Marca GFL 2004)

o Balanza analitica electrénica (JK-200)

o Estufa eléctrica (DL-1.5)

o Incubadora (J.P.)

o Incubadora de agitacion (LAB COMPANION, SI-300R)
J Horno Pasteur (Memmert)

. Mechero Bunsen (ISO LAB- 050.01)

o pH metro (PR1523 HANNA INSTRUMENTS)

. TermémetroM (Checktemp HI98501)

. Espectrofotometro (NV 203 Spectrophotometer)

o Centrifuga (GREENTMED 5702) H.W. Kessel S.A.C

. Vortex mixer (VM-300)

. Conductivimetro digital (Smartsensor)
Otros

. Emulsion de yema de huevo
2.4 METODOLOGIA

2.4.1 Tipo de investigacion

La investigacion fue de tipo experimental porque implica la manipulacion de variables
independientes como las cepas del género Bacillus y las concentraciones de Pb (II) en
condiciones controladas de laboratorio (in vifro). Con un enfoque mixto porque se manejan
variables cuantitativas y cualitativas.
Linea de investigacion

Biotecnologia ambiental
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2.4.2 Flujograma de la investigacion

Figura 7.

Flujograma de métodos para la evaluacion de cepas de Bacillus sp con capacidad de
adsorber plomo (Il), aislados de la ribera del rio Salado (Espinar — Cusco)
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2.5 METODOS
2.5.1 Determinacién de la concentracion de plomo en las 02 muestras de suelo tomadas de
la ribera del Rio Salado (Espinar-Cusco).

2.5.1.1 Toma de muestra. Se seleccionaron dos puntos de muestreo en funcion de la
coloracion caracteristica observada en las aguas a lo largo de la ribera del rio Salado, ya que
esta coloracion puede ser indicativa de la presencia de contaminantes, como metales pesados.
Los puntos de muestreo (Tabla 3) fueron ubicados a la altura del distrito de Alto Pichigua, en
la provincia de Espinar, especificamente en areas cercanas al campamento minero (Mapa 2).
De acuerdo a la Guia de muestreo de suelos, para suelos agricolas, detallado en Rosales et al,
(2021) y Arévalo-Hernandez et al., (2016), se tomaron 02 muestras de suelo a una profundidad
de 15cm, para ello se realizd una pequena calicata en forma de V, y se obtuvo 2 kg de muestra
por cada punto de muestreo con la ayuda de la pala estéril, seguidamente se colocaron en las
bolsas ziploc de primer uso con cierre hermético todo ello respetando las medidas de
bioseguridad.

Las muestras fueron etiquetadas con la ubicacion, fecha, hora, nimero de muestra y
nombre del muestreador. Se almacenaron en un cooler con gelpacks para asegurar un transporte
adecuado. Se recolectaron dos muestras: Punto de muestreo 1 (M1) y Punto de muestreo 2
(M2), cada una con un peso total de 2 kg. De cada muestra, 1 kg se envi6 al analisis quimico
en CERPER y 1 kg al laboratorio de Biotecnologia — UNSAAC.

Tabla 3.
Puntos de Muestreo ubicados en la provincia de Espinar, distrito Alto Pichigua

Puntos de Zona Coordenadas UTM Altitud
Rio Salado muestreo Este Norte

Ml 19L 250284,53 8361390,9 3,899m

M2 19L 250226,41 8361096,6 3,895m

Nota. M1: punto de muestreo 1; M2: punto de muestreo 2; UTM: Sistema de coordenadas
universal transversal de Mercator
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2.5.1.2 Determinacion de la concentracion de plomo en muestras de suelo en la
ribera del rio Salado (Espinar-Cusco). El método de Espectrometria de masas con plasma
acoplado inductivamente (ICPMS) es muy sensible para cuantificar casi todos los elementos
de la tabla periddica con potenciales de ionizacion por debajo del nivel del argoén en unidades
de nanogramos/litro o partes por billon, ppt, ppm (Riffo, 2022).

A partir de las muestras colectadas se realizo un barrido de 25 metales en el laboratorio
Certificaciones del Pert (CERPER), mediante ICPMS (ver ANEXO N°2).
2.5.2 Aislamiento e identificacion de cepas de Bacillus sp. en base a sus caracteristicas
morfoldgicas, bioquimicas y moleculares

2.5.2.1 Preparacion de la muestra con la técnica de diluciones seriadas. Se
emplearon 10 g de muestra que fueron diluidos en 90 mL de solucion salina esterilizada: NaCl
0,85% p/v, asi se obtuvo la dilucién 107!, se extrajo una alicuota de 1 mL y se aplico a tubos de
9 mL con NaCl 0,85%. Se realizo este procedimiento sucesivamente hasta llegar a la dilucion
107 (Ledn, 2014).

2.5.2.2 Cultivo bacteriano con la técnica de siembra por diseminacion en placa. Se
preparo el medio de cultivo selectivo Agar Manitol Yema de Huevo Polimixina (MYP 23,01g)
en un volumen de 450 mL, para su posterior utilizacion en la siembra de las diluciones 1072,
102 y 10* inoculando 0,1 mL de cada diluciéon en las placas gelificadas de agar MYP y
aplicando la siembra por diseminacion empleando la espatula de Drigalsky. Las placas fueron
incubadas a 36°C por 24 — 48 horas, con monitoreo de crecimiento bacteriano cada 24 horas
(Gandara y Gutiérrez 2023).

2.5.2.3 Aislamiento y purificacion por la técnica de repiques en placa. A partir de
los medios de cultivo MYP con presencia de colonias, se realizaron repiques en nuevas placas
gelificadas de MYP con el uso de un asa de siembra, se seleccionaron colonias representativas

con el fin de aislar cepas puras por placa. Las placas fueron incubadas a 36°C por 24 —48 horas,
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con monitoreo de crecimiento bacteriano cada 24 horas. Se realiz6 este procedimiento
sucesivamente hasta la obtencion de cepas puras en el medio de cultivo MYP (Zavala, 2007).

2.5.2.4 Identificacion bioquimica de las cepas presuntivas del género Bacillus sp.
En base a Cuervo Lozada (2010), se realizaron pruebas bioquimicas para identificar el género
Bacillus y diferenciar las cepas del mismo, se utilizaron las siguientes pruebas las cuales vienen
con instrucciones del proveedor para su elaboracion.

. TSI (Agar triple azucar hierro)

. LIA (Agar lisina hierro)

. MIO (Motilidad Indol Ornitina)

. Urea

. Citrato

. Gelatinasa
. Catalasa

2.5.2.5 Identificacion molecular de las cepas presuntivas del género Bacillus sp.
La caracterizacion molecular se realizd en base a las cepas que resultaron positivas para el
género Bacillus bioquimicamente para la confirmacion de su identidad mediante las técnicas
moleculares, el analisis se llevo a cabo en el Laboratorio de la Unidad de Gendomica de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia en la ciudad de Lima (Figura 8). Para lo cual se
enviaron 10 ceparios y 5 placas Petri de bacterias aisladas en Agar nutritivo, placas

adecuadamente rotuladas acompanados de gel pack (Ver ANEXO N°3).
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Figura 8.
Muestras aisladas en agar nutritivo, enviadas a la Unidad de Genomica de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia en la ciudad de Lima para su identificacion molecular

Extraccion de ADN a partir de cultivos aislados de Bacillus sp. Se realizé la
extraccion de ADN de las cepas bacterianas proporcionadas utilizando el kit comercial Quick-
DNA Fungal/Bacterial Kit de la marca ZYMO RESEARCH, de acuerdo con las instrucciones

del protocolo del fabricante detallados en el ANEXO N°3.

Cuantificacion y visualizacion de las muestras de ADN. Se empled un
espectrofotometro "Biofotometro D30 de Eppendorf®" para determinar la concentracion y
pureza del ADN extraido de las muestras. La concentracion se midid en ng/uL, y la pureza se
evalu6 mediante la relacion de absorbancias 260/280, esperando que fuera mayor a 1,8. Para

comprobar la calidad del ADN, se realiz6 una corrida de electroforesis.

Amplificacion del marcador molecular ADNr 16S mediante PCR. Se llevo a cabo la

amplificacion del ADN ribosémico 16S utilizando la Reaccion en Cadena de la Polimerasa
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(PCR). Para ello, se emplearon los primers universales especificados en la tabla 4 y se siguio

el programa de amplificacion descrito en la tabla 5.

Tabla 4.
Primers universales para la amplificacion de la region 16S

Primers 16S

27F5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’

1492R 5°-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3’

Nota: Extraido de (Daly et al., 2000)
Los ensayos de PCR se llevaron a cabo en un termociclador “Mastercycler® Pro de
Eppendorf®”

Tabla 5.
Programa de la amplificacion molecular

Pasos Ciclos Temperatura Tiempo
PDreesnaturalizaci()n ! RS 4 minutos
Desnaturalizacion 94°C 1 minuto
Hibridacion 30 57°C 1 minuto
Elongacion 72°C 1 minuto
Elongacion final 1 72°C 7 minutos
Conservacion 1 15°C Indefinido

Secuenciamiento y analisis bioinformatico. Las muestras amplificadas fueron
purificadas mediante un “kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System de
Promega®”, siguiendo el protocolo establecido por el fabricante (Ver ANEXO N°3). Una vez
re suspendidas las muestras, estas fueron enviadas a Macrogen Chile, para el servicio de

secuenciamiento, cada una de las muestras fueron secuenciadas en ambos sentidos, tanto
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forward como reverse. Los electroferogramas y las secuencias fueron analizados mediante
ClustalX para obtener secuencias consenso. La especificidad y la identificacion de las
secuencias se verifico mediante la comparacion de secuencias disponibles en el GenBank,
mediante un algoritmo de BLASTn. Finalmente, las secuencias consenso fueron utilizadas para
realizar un analisis filogenético entre las muestras identificadas, para observar distancias
genéticas entre ellas y otras muestras similares (obtenidas desde la base de datos del GenBank).
La construccion de los dendrogramas se realizo en base a las distancias genéticas y se utilizo
el programa MEGA donde fue inferido de acuerdo al método UPGMA (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Mean).
2.5.3 Determinacion de la tolerancia méaxima de Bacillus sp. en diferentes concentraciones
de Pb (1)

2.5.3.1 Preparacion de Soluciones en base a la sal Pb (NOs).. El reactivo que se
utiliz6 en el presente estudio fue la sal de Pb(NOs)2, a partir de ello se determind la
concentracion exacta de plomo puro, mediante la diferencia de purezas. Se prepard una
solucién madre para tener abasto suficiente.
Pureza Pb (NO3)» = 99,8%
Peso molecular Pb(NO3)> = 331,209 g/mol
Peso atomico Pb = 207,2 mg

Para hallar la concentracion de Pb en la sal de nitrato de plomo, se consider6 el peso
atomico de plomo (Pb), sobre el peso molecular del nitrato de plomo Pb(NO3)., multiplicado

por 100 para el porcentaje de la siguiente manera:

207,2 g/mol

= °
331,209 g/mol X 100%

X=62,5586 %
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Para la preparacion de la soluciéon madre, se pes6 1 g del nitrato de plomo que sera
aforado en una fiola de 100 mL, para este procedimiento se considerd la pureza (0,9980 g); es

entonces que se tiene la siguiente formula:

X — 0,9980g x 62,5586 %
- 100%

X=0,6243g equivale a 624,3 mg de plomo (II), este valor puede interpretarse también

como 6243 mg/L o 6243 ppm.

Para calcular las concentraciones de iones de Pb en (ppm) que se requieren para los
proximos ensayos se preparo en base a la solucion madre estandarizada previamente, entonces:
Concentracion 1 x Volumen 1 = Concentracion 2 x Volumen 2

Donde:

C1: Concentracion de solucion madre (6243 mg/L o ppm)
Volumen 1 =X

C2: Concentraciéon de plomo requerido

Volumen 2 = Volumen de la fiola 100 ml

Se determind el volumen requerido de la solucién madre para preparar las concentraciones de
plomo en ppm necesarias para los ensayos, con C1, C2 y C3 destinados a pruebas de adsorcion,

y C4, C5 y C6 utilizados para evaluar la tolerancia.

(100 mL)x(50 ppm) _

C1 (para 50 ppm): 6243 pprm. = 0,80 mL de la solucion madre

C2 (para 100 ppm): (100 mL)x(100 ppm) _ 1,60 mL de la solucion madre
6243 ppm.

C3 (para 150 ppm): (100 mL)x(150 ppm) _ 2,40 mL de la solucion madre
6243 ppm.

C4 (para 300 ppm): (100 mL) (300 ppm) _ 4,80 mL de la solucion madre

6243 ppm.
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C5 (para 700 ppm): &2 ?ZL:;CSSIZW'") = 11,21 mL de la solucion madre

C6 (para 1000 ppm): L2 122’;(;2?: PP™) — 16,01 mL de la solucion madre

Se extrae el volumen calculado de la solucion madre y se transfiere cuidadosamente a un matraz
de 100 mL. Luego, se completa el volumen hasta el menisco con agua estéril, logrando la
concentracion deseada de plomo en ppm.

Tabla 6.
Determinacion de las equivalencias en (g)de Pb a partir de nitrato de Pb(NO3)

Equivalencia de la sal Pb (NO3)2 a Pb(II)

1g de Pb (NO3)2 = 0,624 g de iones de Plomo

2.5.3.2 Determinacion de la tolerancia maxima de Bacillus sp. en diferentes
concentraciones de Pb (II) Segin la metodologia de Soto-Padilla, M. et al., (2016), Tur
Naranjo et al., (2012), Pérez-Cordero et al., (2015) y Herrera (2014), a partir de la identificacion
bioquimica y molecular de cepas presuntivas del género Bacillus, se sometieron a una prueba
de tolerancia a concentraciones diferentes de Pb(II) (300 ppm, 700 ppm y 1000 ppm) las cuales
se calcularon en base a la Tabla 6.

Se sembraron cepas de Bacillus sp. en medio agar nutritivo enriquecido con sal de
Pb(II), a concentraciones de 300 ppm, 700 ppm y 1000 ppm a una temperatura de 36°C por 24
- 48 horas, se considerd una placa de control que no contenia la sal de Pb(II).

Las lecturas para la tolerancia de las cepas de Bacillus sp. se evaluaron mediante el
crecimiento: (+) escaso, (++) mediano, (+++) alto y (-) no crecimiento, en los medios de agar
nutritivo con las diferentes concentraciones de Pb(II), de esta manera se determino la tolerancia

maxima. (Soto-Padilla et al., 2016)
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2.5.4 Determinacién de la capacidad y la eficiencia (%) de Bacillus sp. en la adsorcion de
Pb (11)

La produccion de biomasa se realizdo en el laboratorio de Biologia Celular de la
Universidad Nacional de San Antonio Abad del Cusco, y la determinacion de la capacidad y la
eficiencia de adsorcion se llevo a cabo en el laboratorio de Fractal Quimicos E.LR.L en la
ciudad de Cusco.

2.5.4.1 Obtencion de biomasa seca de cepas de Bacillus sp. En base a la metodologia
de Tur Naranjo et al., (2012), para la produccidon de biomasa se realizo el cultivo de una asada
de cada cepa tolerante, fue transferida en 10 mL de caldo nutritivo y se incubo a 36°C por 24
horas. Este se trasvasé en un matraz de 200 mL de capacidad con 100 mL de caldo nutritivo y
fue incubada a 36°C por 48 horas. La biomasa obtenida fue sembrada en un Erlenmeyer de
2000 mL de capacidad conteniendo 1000 mL de caldo nutritivo y se incubd a 36°C por 120
horas. La incubacion requiri6 agitacion continua de 150 rpm.

- Para la recuperacion de los cultivos se centrifugd en tubos conicos de 15 mL a 4500
rpm por 10 minutos, el precipitado se lavd continuamente por 3 veces con agua
destilada para eliminar iones y otros residuos del medio.

- La biomasa se seco en una estufa a 105°C por un tiempo de 8 horas y obtener un peso
constante.

- Se conservo la biomasa seca en tubos con tapa rosca.
2.5.4.2 Exposicion de biomasa seca a concentraciones diferentes de Pb (II). En base

a la metodologia de Tur-Naranjo, et al., (2012); Bautista (2008) y Qiao et al (2018) se siguid
el orden siguiente (Figura 9):

- Se tritur6 y molio la biomasa con espatula de acero
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Se prepard la solucion de Pb(II) a partir de la solucion madre a concentraciones de
50ppm, 100ppm y 150ppm, a pH 4,2 ajustado con 4cido clorhidrico HCI (6,31 x10
molar).

Se hidrat6 la biomasa seca en 2 ml de la solucion de Pb(II) por un lapso de 2 horas de
exposicion, en agitacion continua cada 15 minutos en un vortex mixer a una
temperatura ambiental (24°C).

Se centrifugd a 3500 rpm por 5 minutos y se filtré6 con membranas de nylon de 0,45
micras, el mismo que no permitié el paso de las bacterias por la diferencia de tamafios,

exclusivamente dio el paso a iones de plomo remanente.
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Figura 9.
Exposicion de biomasa seca a concentraciones diferentes de Pb (II)

A. B
C. D.
E.
F.

Nota. A: Trituracion y molienda; B: Preparacion de soluciones de Pb(Il); C: Hidratacion
de biomasa con la solucion de Pb(II); D: Filtracién en membranas de nylon 0,45 micras;
E: Lecturas espectrofotométricas; F: Linealizacion de las absorbancias en la ecuacion de
regresion.
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2.5.4.3 Lecturas espectrofotométricas

Calibracion de espectrofotometro a 355nm de longitud

Para determinar la exactitud fotométrica de la solucion que contiene iones Pb*, se

emplea sulfuro de amonio ((NHa4)2S), el cual interactia con los iones Pb*" presentes en la

solucion, formando sulfuro de plomo (PbS). Esta solucion presenta una coloracion amarilla y

esta compuesta por particulas finas que dispersan la luz a una longitud de onda méxima de 355

nm lo que permite su cuantificacion mediante espectrofotometria. El uso de este método se

debe a que la espectrofotometria permite medir con alta precision la absorbancia o dispersion

de la luz a una longitud de onda en particular, lo que esta directamente relacionado con la

concentracion de la solucion presente en la muestra. Los valores de absorbancia obtenidos se

utilizan para construir una recta de calibracion y obtener una ecuacion de regresion lineal

mediante el software ORIGIN - version 10.5.122.52971.

Tabla 7.

Calibracion de espectrofotometro 355nm de longitud

(NHs)S  H,O(uL) Ab
Tubo/Pbry 0OPPMPD 4y (L) 485 ppm'™® Volumen 355nm
(L) | (ng) (L) final
I Oppm 0 0,00 950 50 1000 0,000
2 lppm 20 2,00 930 50 1000 0,029
3 2ppm 40 400 910 50 1000 0,058
4 4ppm 80 8,00 870 50 1000 0,122

Nota. Laboratorio de Fractal Quimicos E.I.LR.L

El sulfuro de amonio se agrego a cada tubo de muestra (50 uL) con solucion remanente

de plomo obteniendo una coloracion amarilla. Se realiz6 las lecturas al espectrofotdmetro a

una longitud de 355nm de luz visible.

Finalmente se obtuvo absorbancias que ajustadas a la ecuacion de regresion lineal
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(Y = A+ B * X) determina la cantidad de iones de plomo no adsorbidas en la solucion

remanente en unidades de ppm, procedimiento que se realizd en el paquete estadistico

SOFTWARE ORIGIN - version 10.5.122.52971.

2.5.4.4 Determinacion de la cepa de Bacillus sp. con mayor capacidad y eficiencia
para adsorber Pb(II)
Para determinar la capacidad de adsorcion se uso la siguiente formula:

(Ci—Cf) *V

q(mg/g) = —

Donde:

q(mg/g). Capacidad de adsorcion (mg/g)

Ci: Concentracion inicial de plomo (II) en las disoluciones (mg/L)
Cr. Concentracion final de plomo (IT) en las disoluciones (mg/L)
V: Volumen de la disolucién (L)

m: Peso de la biomasa seca de la cepa bacteriana (g)

Para determinar la eficiencia de adsorcion se uso la siguiente formula

(Ci— Cf) 100

Eficiencia de adsorcion(%) = i

Donde:

Ci. Concentracion inicial de Pb(II) en la solucién

Cr. Concentracion final de Pb(II) en la soluciéon
2.5.5 Disefio experimental

La toma de 02 muestras en la ribera del rio Salado en el distrito de Espinar, se realizo
con base en la observacion de la coloracion de las aguas del rio Salado , la evaluacion de la
capacidad y eficiencia del género Bacillus para adsorber Pb(II), consistié en exponer biomasa

seca de cada cepa bacteriana a 3 concentraciones crecientes de Pb(II) 50 ppm, 100 ppm y 150
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ppm, considerando 3 repeticiones por cepa (3x), bajo condiciones controladas de temperatura
(24°C), pH (4,2) y un tiempo (2 horas). Considerando un control negativo (0 ppm) de Pb(II),
disefio experimental detallado en la tabla 8. Datos que fueron analizados en el paquete
estadistico SPSS - Version 29.0 (Kruskal-Wallis) con la finalidad de evaluar las diferencias
significativas de cada variable y Minitab-Version 22.1.0 (ANOVA) con el objetivo de analizar
la interaccion de ambas variables.

Tabla 8.

Diserio experimental para evaluar las cepas de Bacillus sp. con capacidad de adsorber
plomo(1l), aislados del suelo de la ribera del rio Salado (Espinar-Cusco)

Variable independiente Condiciones Variable dependiente
controladas

Concentracion Pb(ll)

Cepa Capacidad Eficiencia
50ppm 100 ppm 150 ppm
CONTROL (-)  1x 1x 1x
0001 3x 3x 3x pH 4,2
Temperatura 24°C
C0002 3x 3x 3x .
Tiempo 2 horas
C0003 3x 3x 3x
C0004 3x 3x 3x

Nota. CONTROL(-): Control negativo; 1x: Repeticion unica; 3x: Repeticion por triplicado.
2.5.6 Analisis estadistico

La base de datos se manejo con el software SPSS - Version 29.0, inicialmente se realizé
la prueba de normalidad de datos con el fin de determinar si se trata de una prueba paramétrica
o no paramétrica. En base a ello se optd por emplear la prueba no paramétrica de Kruskal-
Wallis en el software SPSS - Version 29.0 para evaluar la existencia de diferencias
significativas (p-valor) entre 2 o mas grupos de las variables independientes (Cepa y
Concentracion de Pb(Il)) con relacion a la variable dependiente (Adsorcion), se complemento
el analisis con la representacion grafica del diagrama de cajas para una mejor visualizacion de
resultados. Ademas, se llevo a cabo un analisis de varianza bifactorial (ANOVA) en el paquete

estadistico Minitab - Version 22.1.0, para evaluar la significancia (p-valor) de las interacciones
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entre las variables independientes. El valor de “p” es el parametro mas importante que indica
la significancia estadistica (si p<0,05, existen diferencias significativas; si p>0,05 no existen

diferencias significativas).

CAPITULO III RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Determinacion de la concentracion de plomo en 02 muestras de suelo tomadas de la

ribera del rio Salado (Espinar-Cusco)

La Figura 10 presenta el analisis de metales en los dos puntos de muestreo (M1 y M2)
de la ribera del rio Salado en la provincia de Espinar. El grafico ilustra la cuantificacion de
metales en las siguientes concentraciones: As (10,56 mg/kg en M1 y 8,78 mg/kg en M2), Cu
(40,4 mg/kg en M1 y 112,6 mg/kg en M2), Cr (8,54 mg/kg en M1 y 6,06 mg/kg en M2), Li
(10,2 mg/kgen M1y 7,4 mg/kg en M2), Ni (5,82 mg/kg en M1 y 5,02 mg/kg en M2), Pb (11,31
mg/kg en M1 y 18,12 mg/kg en M2), y Zn (42,6 mg/kg en M1 y 55,3 mg/kg en M2). Las
diferencias en las concentraciones entre M1 y M2 probablemente se deben a la variacion en la
distancia entre los puntos de muestreo y los campamentos mineros (Ver ANEXO N°2).
Tabla 9.

Concentracion de plomo en 02 muestras de suelo en la ribera del Rio Salado en la provincia
de Espinar

N° Estandares de Calidad Ambiental (ECA) suelo
[PLOMO]
mg/kg Suelo agricola Suelo comercial industrial/extractivo
0 ppm
M1 11,31 mg/kg 70 mg/Kg 800 mg/Kg

M2 18,12 mg/kg

57



“eINSIJ B[ U SI[QISIA UOS Ou anb seleq ue) SOUOIOBNUIIUOD UBIUISAI
so[ejow 9 sono sof anb eA ‘sopezijeur s9[LIOW G7 SO P (] UBILISIP 9 V'S NIOJ [OP SSUOIOBIFNI)

OLIOJBIOQE ] [Op QULIOJUI [B 9SBQq UD SOpe) NSy ‘Z oansanw ap ojund :ZA {1 ensonw op oyund [N "DION

(SIW-dDI) 21uaupvanonpuy opp]dody DusSD]J U0d DS dP D14J2UI0.4JI2dSH ap 0pojau |2 10d ‘0Isny) - avuldssy
ap vioulno.Ld D] ap OpYIVS O1Y [oP DAIGLL D] P SDPIUIIGO O]NS dP SDAISINUL 7() SD] UD SIIDIdUL §7 2P UOIDDIL1IUDN)
"01 ean3iy

58



Tabla 10.
Estandares de calidad ambiental para metales pesados a nivel internacional

Niveles de referencia de metales pesados en el recurso suelo

Paises latinoamericanos Paises extranjeros

[J]
s _ . . . @ z
T w Meéxico Chile Peru S a
£y & = 2 4 E
ﬁ 3 © © ® S Sun @ @ T O S ) e ®
£ = S 0© o5 0w ouw L 00 o5 ® c = £ £
o o wn O n wn Ovi O A 0 nw U wvw v g - 2 (@) (]}
w O D3 < = 5T D3 = ) =
o 0 S 9T 9T o S S g <
[¢°] E ) o N @] @ E E E
Plomo 19 400 800 50 75 17 70 800 14 20 100 37,5 1000

05 14 22

N

Cadmio 0,5 37 450 1,25
35 25 31,7 200

[y
Yo

Cobre 25 ** *x 100 150 65 *x *x

Zinc 60  ** *x 120 175 59,9 ** *x 66 71 **117,7 600

1 1 20 %k % %k % * % * %
Niquel 19 o o 50 112 10 30 50 200

Nota. pH: Potencial de hidrogeniones, **: No se encontraron reportes. Camelo y Guerra (2020),
Brizuela y Jiménez (2012)

Figura 11.
Niveles de referencia para metales pesados a nivel internacional
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Nota. Tomado de Brizuela y Jiménez (2012) y Camelo y Guerra (2020)
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Se determind la concentracion de plomo en 02 muestras de la ribera del rio Salado
(Espinar-Cusco). Hallando 11,31 mg/Kgy 18,12 mg/Kg para M1 Y M2 respectivamente (Tabla
9). Segun (MINAM, 2017) el Estandar de Calidad Ambiental (ECA) de suelos refiere que el
valor maximo de plomo en los suelos agricolas debe ser de 70 mg/Kg y para suelos industriales
extractivos de 800 mg/kg. En comparacion con el presente estudio el Instituto Geologico
Minero y Metalurgico (2013), determind la concentracion maxima de plomo en suelos y
sedimentos en la zona de Tintaya, hallando 88 mg/kg, donde se afirma lo dicho por la Figura
10, donde se hace una suposicidon en la toma de muestra ya que cuando es mas cercana a los
campamentos mineros la concentracion del metal seria mayor, esto sugiere que la actividad de
los campamentos mineros probablemente influye directamente en la concentracion del metal
en las muestras.

Tratandose de los Estandares de calidad ambiental en el Pert las concentraciones
evaluadas no exceden los estandares de calidad ambiental. Sin embargo, al compararlas con
los niveles internacionales para metales pesados como el plomo, se observa una discrepancia
significativa. Los valores de referencia para plomo varian entre 14mg/Kg para Espafia, 17
mg/Kg en Brasil, 19 mg/Kg en Ecuador y 20mg/Kg en India. Considerando los valores de
referencia a nivel internacional las muestras evaluadas estarian superando los valores de
referencia en paises como Espana y Brasil (Tabla 10). Esto evidencia que nuestro pais no le
brinda la importancia necesaria a estandarizar las concentraciones de metales pesados como si
lo hacen otros paises (Figura 11). El riesgo de exposicion prolongada a metales pesados expresa
dafios irreversibles en la salud humana, evidenciado en los pobladores de la provincia de
Espinar quienes presentan altos niveles de plomo en su organismo (Huamani Pacaya, 2015) y
(Amnistia Internacional 2021). Una situacion similar también ocurre en la Oroya Junin, este
22 de marzo del 2024 mediante una sentencia de la Corte Interamericana de Derechos Humanos

(Corte IDH) quienes responsabilizan al estado peruano por el incumplimiento en su deber de
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regulacion y fiscalizacion de las actividades minero—metalurgicas por la contaminacion
ambiental y la afectacion en la salud de mas de 80 ciudadanos.
3.2 Aislamiento e identificacion bioquimica y molecular de cepas de Bacillus sp.
3.2.1 Cultivo para cepas de Bacillus sp.

Se realizo el recuento bacteriano a las 24 y 48 horas del cultivo, utilizando las muestras
M1 y M2 vy las diluciones 10 y 10 en agar MYP. Estos recuentos se basaron en el primer
cultivo de cada muestra.
Tabla 11.

Conteo de Unidades Formadoras de Colonia (UFC) de Bacillus sp. a las 24 y 48 horas de
crecimiento en agar Manitol yema de huevo Polimixina (MYP)

Recuento a las 24 horas Recuento a las 48 horas
Dilucion
M1-UFC M2-UFC M1-UFC M2-UFC
1073 37,000 ufc/g 31,000 ufc/g 87,000 ufc/g 34,000 ufc/g
10 290,000 ufc/g 160,000 ufc/g 510,000 ufc/g 260,000 ufc/g

Nota. M1: Muestra 1; M2: Muestra 2; UFC: Unidades formadoras de colonia.

En la Tabla 11 se presentan los resultados del recuento bacteriano en UFC de Bacillus
sp a 24 y 48 horas de crecimiento en Agar Manitol yema de huevo Polimixina (MYP), donde
podemos observar que la muestra 1 (M1) presenta mayor recuento bacteriano en UFC a
comparacion a la muestra 2 (M2) que presenta menor recuento bacteriano en UFC. Vargas
(2017) refiere que la afectacion minera provoca cambios en el recuento bacteriano, asi como
en su fisiologia y actividad, del mismo modo Govin, et al. (2020) menciona que las bacterias
expuestas a metales pesados sufren procesos de adaptacion, ello permite que solo las bacterias

con ciertos mecanismos especiales sobrevivan en ambientes extremos.
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Figura 12.
Cultivo de Bacillus sp en medio de cultivo MYP (Manitol yema de huevo polimixina) a 48
horas de incubacion con una temperatura de 36°C

Nota. A: Punto de muestra 1(M1), B: Punto de muestra 2(M2), C: Punto de muestra 2(M2), D:
Punto de muestra 1(M1)

En la figura 12 se observan las caracteristicas macroscépicas de las colonias cultivadas
en agar Manitol yema de huevo polimixina (MYP), A. presenta un color naranja- amarillento
con aspecto cremoso e irregular, con precipitacion alrededor y bordes crenados; B presenta un
color rosado tenue con bordes aserrados y aspecto cremoso; C muestra un color rosado-naranja
claro sin forma definida, con aspecto cremoso y bordes lobulados; D se observa un color

amarillento opaco, con presencia de bordes sin forma, aspecto cremoso y elevacion de colonia
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plana. Descripcion que concuerda con Calvo y Zuniga (2010), quienes mencionan las
caracteristicas generales como “forma irregular, color cremoso con bordes que varian entre
aserrada, lobulada, digitiforme y ondulada, las elevaciones pueden ser planas o acuminadas
v la consistencia cremosa y ligosa”.
3.2.2 Aislamiento de cepas de Bacillus sp.

Se aislaron las colonias mas representativas a partir del primer cultivo en agar manitol

yema de huevo polimixina (MYP) por la técnica de repique.

Figura 13

Aislamiento y purificacion de cepas de Bacillus sp. en agar Manitol yema de huevo Polimixina
(MYP)

Nota. A: C0001; B: C0002; C: C0005 Y D:C0012

En la figura 13 se presentan las colonias aisladas y purificadas, A: corresponde a la cepa

C0001 donde se observa de color rosado claro con la formacion de un halo circundante
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indicando la presencia de la enzima lecitinasa, B: que corresponde a la cepa C0002 con un
color rosado tenue y formacion de un halo circundante indicador de la enzima lecitinasa, C:
que corresponde a la cepa C0005 donde se observa un crecimiento diferente al resto, es
expansivo a las 24 horas, con forma espiral y rizoideo, con una coloracién blanquecina y la
formacion de un halo circundante y D: que corresponde a la cepa C0012 con una coloracion
amarillenta-naranja en este caso la presencia de lecitinasa no es tan visible.
3.2.3 Tinciones

Para la identificacion de cepas de Bacillus sp. se llevaron a cabo las coloraciones de
Gram y Schaeffer-Fulton. La coloracion de Gram permitio distinguir las cepas Grampositivas,
mientras que la coloracion de Schaeffer-Fulton facilitdé la identificacion de las cepas
esporuladas, a partir de estos analisis, se pudieron descartar las cepas Gramnegativas y aquellas

que no presentaban esporas. Los resultados obtenidos se resumen en la Tabla 12.

Tabla 12.
Tinciones diferenciales: Coloracion Gram y coloracion Schaeffer-Ffulton
. . TINCION
CEPA MORFOLOGIA TINCION GRAM Schaeffer-Ffulton

C0001 Bacilar + +
C0002 Bacilar + +
C0003 Coco - -
C0004 Coco bacilar - -
C0005 Bacilar + +
C0006 Bacilar + -
C0007 Coco bacilar - -
C0008 Coco bacilar + -
C0009 Bacilar - -
C0010 Bacilar - -
Co011 Coco bacilar - -
C0012 Bacilar + +

Nota. (+): Gram positivo; (-) Gram negativo; Tinciéon Schaeffer-Ffulton (+): Presencia de
esporas; (-) ausencia de esporas
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3.2.3.1 Coloracion Gram y Shaeffer-Ffulton

Figura 14.
Observacion microscopica de cepas Gram positivas en un aumento de 1000x

Nota. A: C0001; B: C0002; C: C0005 'Y D:C0012, E: C0006 y F: C0008
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Figura 15.
Tincion Shaeffer-Ffulton para la observacion de esporas a un aumento de 1000x

Nota. A: C0001; B: C0002; C: C0005 Y D:C0012, aumento de 1000x; coloracion verde
turquesa: esporas presentes

De los resultados en base a las coloraciones presentadas en la tabla 12, se deduce que
la cepa C0001, C0002, C0005, C0006, CO008 Y C0012 son Grampositivos (Figura 14) y las
cepas C0001, C0002, C0005 y C0012 presentan una espora central, terminal o sub terminal
(Figura 15), su presencia es una caracteristica importante del género Bacillus. Ambas tinciones
son corroboradas por Campafia (2018) y Cuervo Lozada (2010), quienes trabajaron en la
identificacion del género Bacillus. De modo que las cepas restantes seran descartadas para las

siguientes evaluaciones.
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3.2.4 Identificacién bioquimica

En la Tabla 13 se presentan los resultados de la identificacion bioquimica de 04 cepas
Grampositivas aisladas de la ribera del rio Salado en el distrito de Espinar. Para la cepa C0001
en la prueba TSI indica fermentacion de glucosa (+), la prueba LIA indicador de la
descarboxilacion de lisina (+), movilidad (+), indol (-), ornitina (-), urea (-), citrato (+),
gelatinasa (+) y catalasa (+). Segtin Carrera (2010), Obando y Suarez (2015) podria tratarse de
Bacillus sp., Para la cepa C0002 indica TSI (+), LIA (+), movilidad (+), indol (-), ornitina (-),
urea (-), citrato (-), gelatinasa (+) y catalasa (+) segiin Syed y Chintala (2015) esta lectura indica
que podria tratarse de Bacillus cereus.

Para la cepa C0005 indica TSI, glucosa (+), LIA (-), movilidad (-), indol (-), ornitina
(+), urea (-), citrato (+), gelatinasa (-) y catalasa (+), segun Brown et al, (1995) esta lectura
corresponde en la mayoria de pruebas al género Bacillus con excepcion de la fermentacion de
sacarosa que resulto negativa, sin embargo, el autor reporta esa prueba como positiva.

Para la cepa C0012 indica TSI (+), LIA (+), movilidad (+), indol (-), ornitina (-), urea
(-), citrato (+), gelatinasa (+) y catalasa (+), segiin Ortiz (2023) Obando y Suarez (2015) esta

lectura podria tratarse del género Bacillus.
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Tabla 13.
Identificacion bioquimica para 04 cepas Gram positivas y esporuladas, aisladas de la ribera
del rio Salado de la provincia de Espinar.

IDENTIFICACION BIOQUIMICA

\5 » ) % < E
S o < 7)) ]
o 5 £f £ Mo g = 2 = g
N [ : 5 - % = ; ﬁ :g. Fuente
53 S 2 & 5
= M I O o ° =
Carrera
2 ~ 2010
§ K/A Glucosa+ K/A + - - - + 4+ + Bacillus ( ),
O sp Obandoy
Suarez (2015)
= . Syed y
§ K/A  Glucosa+ KA + - - - - + + f;giéus Chintala
© (2015)
w Glucosa+ .
S
& K/A Sacarosa- K/K - -+ - + - + SBaczlluS ](3;;);\;1 et al,
o Lactosa - p-
~ . Ortiz (2023),
§ K/A Glucosa+ KK + - - - 4+ + + Bacillus Obandoy
o SP- Suarez (2015)

Nota. (+): Positivo, (-): Negativo, M: Movilidad, I: Indol, O: Ornitina
3.2.5 Identificacion molecular

Extraccion de ADN a partir de cultivos aislados de Bacillus sp. Se utiliz6 el kit
comercial Quick-DNA Fungal/Bacterial Kit de la marca: ZYMO RESEARCH, siguiendo el
protocolo establecido por el fabricante detallados en el ANEXO N°3.

Cuantificacion y visualizacion de las muestras de ADN. En la figura 16 se muestra el
gel de agarosa al 1% y se detectd la calidad de las muestras de ADN integras y sin
fragmentacion, es recomendable trabajar con una concentracion de ADN que oscila entre 10
ng/uL y 100 ng/uL. De igual forma en la tabla 14 se muestra la pureza de ADN con una relacién
de A260/280nm donde el rango recomendado debe fluctuar entre 1,8 y 2,1 de modo que todas

las cepas cumplen con el estdndar de calidad y pureza.
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Figura 16.
Geles de electroforesis mostrando la calidad de las 04 muestras de ADN. Electroforesis en
gel de agarosa al 1%

Nota. C1, C2 y C3 son controles positivos de E. coli, Klebsiella sp. y Pseudomonas
sp. respectivamente, M: marcador de 100bp.

Tabla 14.
Medidas de la concentracion de ADN y pureza de las muestras del género Bacillus sp.

Muestra Concentracion (ng/ul) Pureza(A260/A280)
C0001 75,6 1,85
C0002 50,0 1,81
C0005 48,6 1,80
C0012 78,6 1,95

Nota. Las muestras C0001, C0002, C0005 y 0012; mostraron una calidad de ADN 6ptimo e
idoneo para el PCR con el marcador moleculares ADNr 16S.

Amplificacion del marcador molecular ADNr 16S mediante PCR. EI proceso de
amplificacion fue exitoso para las 4 muestras analizadas donde se observé una banda Unica y

definida con un tamafio aproximado de 1500pb (Figura 17).
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Figura 17.
Gel de Electroforesis que muestra los productos de ADNr 16S amplificados por PCR.
Electroforesis en gel de agarosa al 2%

Nota. C1, C2 y C3 son controles positivos de E. coli, Klebsiella sp. y Pseudomonas sp.
respectivamente, C (-): control negativo, M: marcador de 100bp.

Secuenciamiento y analisis bioinformatico. La secuencia consenso obtenida en el
analisis bioinformatico de ADN del gen 16S fueron comparadas con la base de datos del NCBI
utilizando la herramienta BLAST para identificar secuencias homologas y calcular distancias
genéticas (ver ANEXO N°3). Posteriormente, se generd un arbol filogenético utilizando el
programa MEGA mediante el método UPGMA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean) utilizando la base de datos GenBank. Los resultados de este analisis se

detallan en la Tabla 15 y se presentan visualmente en la Figura 18.
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Tabla 15.

Identificacion molecular de las 04 cepas de Bacillus sp. identificadas bioquimicamente

P taj
Nombre oreentaje - Porcentaje Longitud de
Muestra ., de . . .
Cientifico value deidentidad secuencia(pb)
cobertura
Bacill
C0001 actus 94% 0.0  98,95% ~1500pb
thuringiensis
C0002 Bacillus cereus 88% 0.0 94,27% ~1500pb
C0005 Bacillus mycoides 95% 0.0 100,00% ~1500pb
Bacill
C0012 actrus 93% 0.0  98,39% 1500pb
thuringiensis

Nota. (pb): pares de bases

La tabla 15 detalla la identificacion molecular donde: C0001 y C0012 fueron

identificadas como la especie Bacillus thuringiensis con 98,95 y 98,39% de identidad

respectivamente. C0002 fue identificada como la especie Bacillus cereus con 94,27% de

identidad y CO0005 fue identificada como Bacillus mycoides con 100% de identidad.

Informacién respaldada por el trabajo de Syed y Chintala (2015) donde realizaron la

identificacion bioquimica semejante a la cepa C0002 (Tabla 13) que corresponde a la identidad

Bacillus cereus con un 99% de identidad, del mismo modo en el trabajo de Ortiz (2023) donde

su identificacion bioquimica es semejante al obtenido en el presente estudio para la cepa C0012

(Tabla 13) fue identificado como Bacillus thuringiensis con un 100% de identidad.
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Figura 18.
Arbol filogenético de las 04 cepas: B. thuringiensis (C0001), B. cereus (C0002), B. mycoides
(C0005) y B. thuringiensis (C0012)

0.05 0.10 0.15
1 1 ! 1 1

B.suaedae

B.licheniformis

B.halotolerans

B.subtilis
B.rugosus
B.cabrialesii

B.cereus

0005 (Bacillus mycoides)
B.mycoides
B.thuringiensis
B B.clarus
—

0002 (Bacillus cereus)

0001 (Bacillus thuringiensis)

0012 (Bacillus thuringiensis)

Pseudomonas
C Escherichia
Klebsiella
Nota. Informe de los resultados llevado a cabo en el Laboratorio de la Unidad de Gendémica
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia-Lima.

En la figura 18 se representa el arbol filogenético que se generd en base a un modelo
de maxima parsimonia se puede observar que existe un grupo control (Pseudomonas,

Escherichia y Klebsiella) que forma un clado apartado, se muestra otro clado en el que se
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agrupan todas las especies del género Bacillus, pero ambos clados comparten un ancestro en
comun.

Dentro del clado del género Bacillus, se puede observar hasta 3 subgrupos en los cuales
han sido diferenciados unos de otros en base a las mutaciones o polimorfismos encontrados en
sus secuencias de ADN del gen 16S. Se puede observar también que la muestra C0002 esta
estrechamente relacionada a Bacillus cereus quien muestra una longitud de 0,10; mientras que
la muestra C0005 con una longitud de 0,15 esta estrechamente relacionada a Bacillus mycoides.
Mientras que las muestras C0001 y C0012 revelan que las longitudes de las ramas son
uniformes, lo cual se sustenta con la identificacién molecular que confirma que ambas muestras
estan alineadas con la especie Bacillus thuringiensis.

3.3 Determinacion de la tolerancia maxima de Bacillus en diferentes concentraciones de
Pb (I).

La concentracion optima de Pb(II) para la evaluacion de adsorcion se detallo en la tabla

16 y se present6 en la figura 19.

Tabla 16.
Tolerancia de las 04 cepas identificadas como Bacillus a concentraciones crecientes de Pb

(1D

Cepa 300 ppm Pb (I) 700 ppm Pb (II) 2101())0 ppm  Pb
C0001-B. thuringiensis +++ ++ +
C0002-B. cereus +++ +++ +
C0005-B. mycoides ++ + -
C0012-B. thuringiensis ++ + +

Nota. (-): No crecimiento; (+): Escaso crecimiento; (++): Mediano crecimiento; (+++): Alto
crecimiento

Se determino la tolerancia de Bacillus thuringiensis (C0001), Bacillus cereus(C0002),
Bacillus mycoides(C0005) y Bacillus thuringiensis(C0012), en concentraciones de Pb(Il) a
300, 700 y 1000 ppm. Los resultados de tolerancia méaxima fueron detallados en la tabla 16:

Bacillus thuringiensis (C0001) toler6é 300 ppm (+++), 700 ppm (++) y 1000 ppm (+); Bacillus
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cereus(C0002) toler6 300ppm (+++), 700 ppm (+++) y 1000 ppm (+); Bacillus
mycoides(C0005) toler6 300 ppm (++), 700ppm (+) y 1000 ppm (-) y Bacillus
thuringiensis(C0012) tolerd 300 ppm (++), 700 ppm (+) y 1000 ppm (-).

Segun Campana (2018) las especies del género Bacillus tienen una espora central o
terminal que le brinda la capacidad de tolerar condiciones extremas como es la concentracion
alta de plomo. En el trabajo de Soto-Padilla et al., (2016) determind que la concentracién
maxima de tolerancia para Bacillus sp. fue de 1200 ppm. Mientras que Martinez, et al. (2010)
determino la tolerancia méaxima hasta 1,5 mM (416 ppm) de PbCl. para el género Bacillus. Sin
embargo, en el trabajo de Ortiz (2023) determind que las cepas de Bacillus thuringiensis y
Bacillus cereus expuestas a concentraciones crecientes de plomo llegan a tolerar como maximo
hasta 135 ppm.

En contraste al presente estudio Bacillus cereus (C0002) tiene una mayor tolerancia y
Bacillus mycoides (C0005) presenta la menor tolerancia. Un aspecto importante que Bautista
(2008) menciona es la coloracion del cultivo enriquecido con plomo, que se asemeja a un color
parduzco por el contacto entre el agar nutritivo y el plomo, detalle que coincide con la

investigacion ya que se observo una coloracion distinta a lo habitual (Figura 19).
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Figura 19.
Lectura del cultivo de agar nutritivo enriquecido con 300, 700 y 1000 ppm de Pb(II)

700 ppm — Bacillus thuringiensis 1000 ppm — Bacillus cereus

300 ppm — Bacillus mycoides 300 ppm — Bacillus thuringiensis

Seglin se observa en la Figura 19, el crecimiento dptimo se alcanz6 a una concentracion
de 300 ppm; por lo tanto, esta concentracion se establecera como el estandar maximo para las

pruebas de adsorcion.
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3.4 Determinacion de la capacidad y eficiencia de Bacillus sp. en la adsorcion de Pb(II)
3.4.1 Obtencidn de biomasa seca de B. thuringiensis (C0001), B. cereus (C0002), B.
mycoides (C0005) y B. thuringiensis (C0012)

El uso de biomasa seca condiciona que las bacterias se encuentren con un metabolismo
inactivo por lo que la determinacion de adsorcion fue mas exacta y precisa, debido a la falta de
mecanismos de transporte no ocasionaria la bioacumulacion del metal (Perez, et al,.2020). La
adsorcion fue de forma répida y eficiente en la eliminacion de metales y estos pueden ser
recuperados con facilidad, sin embargo, estdn sujetos a la sensibilidad de pH y temperatura

(Caiizares, 2000).

Tabla 17.
Peso neto promedio de biomasa seca obtenida a partir de Bacillus
CEPA Peso promedio total (g)
C0001- B. thuringiensis 0,187 ¢
C0002 - B. cereus 0,184 g
C0005 - B. mycoides 0,083 g
C0012 - B. thuringiensis 0,119 ¢g

Nota. g: gramos

En la Tabla 17 se muestran los promedios de biomasa seca para cada una de las cuatro
cepas de Bacillus (Ver ANEXO N° 4). Al comparar estos resultados con los de Bautista (2008),
quien reportd una biomasa seca optima de 0,015 g para su experimento de adsorcién, y con los
de Qiao et al. (2018), que encontraron una biomasa en el rango de 0,01 g a 0,08 g como Optima,
se observa que la biomasa seca obtenida en la Figura 20 es superior al valor promedio utilizado
por estos autores. Esto sugiere que las cepas de Bacillus en este estudio presentan una biomasa

seca mayor a la que fue considerada dptima en investigaciones anteriores.
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Figura 20.

Biomasa seca: B. thuringiensis (C0001), B. cereus (C0002), B. mycoides (C0005) y B.
thuringiensis (C0012)

Nota. Laboratorio de Fractal Quimicos E.I.R.L- Cusco
3.4.2 Trazabilidad de la curva de calibracion para las lecturas de Pb(l1)

Se realizo la calibracion entre la absorbancia y la concentracion de Pb(II) en
microgramos a un pH de 4,2, con el fin de garantizar las lecturas siguientes y originar la
ecuacion de regresion lineal en el paquete estadistico SOFTWARE ORIGIN — version
10.5.122.52971. La ecuacion de regresion es la siguiente:

Y=A+Bx*x

Donde:

A:-0,0012

B: 0,01527

La recta de calibracion obtenida resultd ser lineal (Figura 21), lo cual indica que el

equipo esta correctamente calibrado.
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Figura 21.
Recta de calibracion del equipo espectrofotométrico para el analisis adsorcion de Pb(II)

3.4.3 Determinacion de la capacidad y eficiencia de adsorcion de las cepas de Bacillus sp
La capacidad y la eficiencia de adsorcion son dos pardmetros muy importantes en la

evaluacion de un adsorbente mientras que en la capacidad se evalua la cantidad de plomo

adsorbido mg/g de biomasa, la eficiencia determina el porcentaje de eliminacion del plomo.

(Humanante, et al, 2022)
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Tabla 18.
Adsorcion de Pb(Il) por las 04 cepas del género Bacillus en términos de capacidad y

eficiencia

Capacidad de adsorcion mg/1g-

. Eficiencia de adsorcion (%)
biomasa

Parametro

Concentracion

de Pb(II) ppm 50 100 150 50 100 150

Bacillus
thuringiensis 9,610 17,13£1,60 24,00+£0,52 99,80% 90,33% 82.,86%

(C0001)

Bacillus cereus
(C0002)

Bacillus
mycoides 9,61+0 14,47+1,12  23,70+0,75 99,80%  76,77%  82,60%
(C0005)
Bacillus
thuringiensis 9,61+0 16,80+1,11  23,57+0,32  99,80%  82,80%  82,44%
(C0012)

9,610 17,63+1,27  24,30+0,17  99,80% 92,33%  83,68%

Nota. Valores promedio de 3 repeticiones por cepa

En la tabla 18 se presentan los valores promedio de capacidad y eficiencia de adsorcion,
siendo la cepa con mayor capacidad de adsorcion Bacillus cereus (C0002) con un 17,63 mg/g
de biomasa a 100 ppm y 24,30 mg/g de biomasa a 150 ppm de plomo; la cepa con menor
capacidad de adsorcion para 100 ppm fue Bacillus mycoides (C0005) con 14,47 mg/g de
biomasa, a 150 ppm. Bacillus thuringiensis (C0012) con 23,57 mg/g de biomasa. La cepa mas
eficiente para la adsorcion de plomo fue Bacillus cereus(C0002) con un 92,33% a 100 ppm y
83,68% a 150 ppm; la cepa menos eficiente fue Bacillus mycoides (C0005) con 76,77% a 100
ppm y Bacillus thuringiensis (C0012) con 82,44 % a 150 ppm (ver ANEXO N°4).

En comparacion con el trabajo de Syed y Chinthala (2015) determinaron un 89% de
adsorcion de plomo por B. cereus (NSPAS.), con un 80% de adsorcion B. licheniformis

(NSPAS) y con una adsorcion del 88% por B. subtilis (NSPA13). Por otro lado, en el trabajo
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de Tur-Naranjo et al., (2012) determinaron la eficiencia de remocién por Bacillus sp. con un
83,1% de eficiencia a un pH de 4,2. En el trabajo de Qiao et al., (2019) tuvieron un 78% de
reduccion de plomo para B. licheniformis, 78% de reducciéon de plomo para B. cereus y 86%
de reduccion para B. subtilis. Segiin Pérez et al (2020) sobre las tecnologias convencionales
para la eliminacién de metales menciona que el adsorbente debe presentar una capacidad de
captura mayor a 15 mg.g™!, el presente estudio demuestra la alta capacidad y eficiencia de las
especies del género Bacillus para la adsorcion de plomo inclusive para su uso en tecnologias

mas grandes como los biorreactores.

Figura 22.
Eficiencia de adsorcion de Pb(Il) expresado en (%) de B. thuringiensis (C0001), B. cereus
(C0002), B. mycoides (C0005) y B. thuringiensis (C0012) aisladas del suelo de la ribera del

rio Salado (Espinar-Cusco)
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En la figura 22 se observa que la cepa mas eficiente fue B. cereus (C0002) que alcanzo

un 99,80% de eficiencia a 50 ppm, seguido de un 92,33% a 100 ppm y un 83,68% a 150 ppm.
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Se observd que la eficiencia disminuye a medida que aumenta la concentracion del plomo, lo
que sugiere un punto de equilibrio donde la pared celular de Bacillus se satura. Por lo tanto, es
crucial estandarizar la concentracion de biomasa para lograr los objetivos deseados (Bautista,
2008).

3.5 Analisis estadistico

Para determinar la prueba adecuada se realiza en primera instancia una prueba de
normalidad que indica si los datos son paramétricos o no paramétricos mediante el valor de p.
3.5.1 Prueba de normalidad

Mediante el estadistico de Anderson Darling (AD) que evalud la distribucion de datos
Donde:
Si AD = 0 los datos son normales
Si AD > 0 los datos no son normales
Sip <0,05 se acepta la Hipdtesis alterna
Ho: Los datos se ajustan a la distribucion normal

H1: Los datos no se ajustan a la distribucién normal
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Decision: Se rechaza la hipotesis nula y se acepta la hipdtesis alterna, entonces la
distribucion de datos no es normal razon por la cual la prueba inferencial fue no paramétrica
(Kruskal-Wallis), sin embargo, se usé adicionalmente el analisis de varianza ANOVA para
evaluar la interaccion de las variables.

Figura 23.
Prueba de normalidad en el paquete estadistico SPSS - Version 29.0

En la figura 23 se observa que los puntos de interseccion no estan alineados en la recta
de trayectoria, el estadistico de Anderson Darling AD fue de 1,160 y el valor de p<0,05

entonces los datos no se ajustan a una distribucion normal
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3.5.2 Prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para capacidad de adsorcion

Tabla 19.
Prueba de Kruskal - Wallis para contrastar las medianas de la variable cepa y concentracion
) L, Significancia ..,
Variable Hipotesis S Decision
asintotica

Ho: La capacidad de adsorcion esta

influenciada por las diversas cepas.
p p Se rechaza la

Cepa HI: La capacidad de adsorcion no esta 0.897 Hlyse
: : . acepta la Ho
influenciada por las diversas cepas.
Ho: La capacidad de adsorcion se mantiene
constante con las diferentes concentraciones
de Pb (II). Se rechaza la
Concentracion 0,000 Hoyse
H1: La capacidad de adsorcion no se acepta la H1
mantiene constante con las diferentes
concentraciones de Pb (II).
El nivel de significancia debe ser de 0,05
Figura 24.

Prueba de Kruskal-Wallis en diagrama de cajas para la capacidad de adsorcion de Pb(Il),
variable cepa
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Figura 25.
Prueba de Kruskal-Wallis en diagrama de cajas para la capacidad de adsorcion de Pb(Il),
variable concentracion (50 ppm, 100 ppm y 150 ppm)

En la figura 24 se demuestra que no existen diferencias significativas (p = 0,897) entre
la capacidad de adsorcion versus las 04 especies de Bacillus; es decir, la capacidad de adsorcion
esta influenciada por las diferentes cepas del género Bacillus, aceptando la hipdtesis nula (Ho)
descrito en la tabla 19, se destaca a Bacillus cereus (C0002) que tiene una mayor capacidad de
adsorcion en relacion a las demas cepas. En cuanto a la capacidad de adsorcion (Figura 25)
versus concentracion de Pb(II) 50 ppm, 100 ppm y 150 ppm, existen diferencias significativas
(p = 0,000); por lo tanto, la capacidad de adsorcién no se mantiene constante con las diferentes
concentraciones de Pb(II) aceptando la hipotesis alterna (H1) como se describe en la tabla 19.
3.5.3 Andlisis bifactorial ANOVA entre las interacciones de las variables para evaluar la
capacidad de adsorcién

Ho: La capacidad de Pb(II) adsorbido es la misma con las 3 concentraciones de Pb(II)
(50, 100 y 150 ppm).

H1: La capacidad de Pb(II) adsorbido difiere con las 3 concentraciones (50, 100 y 150

ppm) de Pb(II).
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Tabla 20.

Anadlisis de varianza bifactorial ANOVA para la capacidad de adsorcion de Pb(Il), variables

cepa y concentracion de Pb(Il)

Fuente GL SCAjust. MC Ajust. Valor F  Valor p
Modelo 11 33663,3 3060,3 292,51 0,000
Lineal 5 33379,4 6675,9 638,09 0,000
CEPA 3 183,4 61,1 5,84 0,004
Concentracion (Pb 1) 2 33196,0 16598,0 1586,47 0,000
Interacciones de 2 términos 6 283.,8 473 4,52 0,003
CEPA*Concentracion 6 283.8 47,3 4,52 0,003
Error 24 251,1 10,5
Total 35 33914,3
Figura 26.

Interaccion para la capacidad de adsorcion entre las variables cepa y concentracion de

Pb(ID)
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Del Anélisis de varianza bifactorial ANOVA detallados en la tabla 20 se puede afirmar
que existen diferencias significativas en la capacidad de adsorcion entre las variables cepa de
Bacillus y las 3 concentraciones de Pb(II) con p = 0,003; por lo tanto, se acepta la hipdtesis
alterna (H1). La adsorcion difiere en cuanto la concentracion de plomo incrementa, obteniendo
una relacioén directamente proporcional. Segun la figura 26 la cepa con mayor capacidad de
adsorcion fue Bacillus cereus (C0002) a comparacion de la cepa con menor capacidad de
adsorcion Bacillus mycoides(C0005).

3.5.4 Prueba no paramétrica Kruskal-Wallis para la eficiencia de adsorcion
Es una prueba no paramétrica alterna al test ANOVA utilizada para comprobar si se presenta
diferencias significativas entre dos o mas grupos de una variable independiente.

Tabla 21.
Prueba de Kruskal-Wallis para contrastar las medianas de la variable cepa y concentracion

Variable Hipotesis Slg‘?lﬁ??ma Decision
asintotica
Ho: La eficiencia de adsorcion esta
influenciada por las diversas cepas.
p p Se rechaza
. ., la H1 v se
Cepa H1: La eficiencia de adsorcion no 0,330 Y
' : . acepta la
esta influenciada por las diversas Ho
cepas.
Ho: La eficiencia de adsorcion se
mantiene constante con las diferentes
concentraciones de Pb (II). Se rechaza
. la Hoy se
Concentracion . ., 0,000
H1: La eficiencia de adsorcion no se ’ acepta la
mantiene constante con las diferentes H1

concentraciones de Pb (II).

El nivel de significancia debe ser de 0,05
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Figura 27.
Prueba de Kruskal-Wallis en diagrama de cajas para la eficiencia de adsorcion de Pb(Il),
variable cepa

Figura 28.
Prueba de Kruskal-Wallis en diagrama de cajas para la eficiencia de adsorcion de Pb(Il),
variable concentracion (50 ppm, 100 ppm y 150 ppm)

En la figura 27 se demuestra que no existen diferencias significativas (p = 0,330) para

la eficiencia de adsorcion de la variable cepa (04 cepas de Bacillus); es decir, la eficiencia de
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adsorcion esta influenciada por las diferentes cepas del género Bacillus, acepando la hipdtesis
nula (Ho) descrita en la tabla 21, donde resalta Bacillus cereus (C0002) que tiene una mayor
eficiencia de adsorcion en relacion a las demas cepas. Con respecto a la eficiencia de adsorcion
(figura 28) de la variable concentracién de plomo (II) (50 ppm, 100 ppm y 150 ppm) existen
diferencias significativas (p = 0,000); por lo tanto, la eficiencia de adsorcidon no se mantiene
constante frente a diferentes concentraciones de Pb(II) aceptando la hipodtesis alterna (H1)
descrita en la tabla 21.
3.5.5 Analisis bifactorial ANOVA entre las interacciones de las variables para evaluar la
eficiencia de adsorcion

Ho: La eficiencia de adsorcion (%) es la misma en las 3 concentraciones (50, 100 y
150 ppm) de Pb(1l).

H1: La eficiencia de adsorcion (%) difiere con las 3 concentraciones (50, 100 y 150

ppm) de Pb(1l).

Tabla 22 .
Analisis de varianza bifactorial ANOVA para la eficiencia de adsorcion de Pb(Il), variables
cepa y concentracion de Pb(Il).

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Modelo 11 2446,6 222,42 21,71 0,000
Lineal 5 2155,6 431,12 42,08 0,000
CEPA 3 172,5 57,51 5,61 0,005
Concentracion (Pb II) 2 1983,1 991,53 96,77 0,000
Interacciones de 2 términos 6 291,0 48,50 4,73 0,003
CEPA*concentracion 6 291,0 48,50 4,73 0,003
Error 24 2459 10,25
Total 35 2692,5
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Figura 29.
Interaccion para la eficiencia de adsorcion entre las variables cepa y concentracion de
Pb(Il)

Del Analisis de varianza bifactorial ANOVA detalladas en la tabla 22 se deduce que
existe una diferencia significativa (p = 0,003) en la eficiencia de adsorcion de Pb(II) entre las
variables cepa y concentracion de Pb(II) (50, 100 y 150 ppm), por lo tanto, se acepta la hipotesis
alterna (Hi). La eficiencia de adsorcion de Pb(Il) difiere en cuanto la concentracion de plomo
incrementa, obteniendo una relacion inversamente proporcional. Segun la figura 29 la cepa con
mayor eficiencia de adsorcion fue Bacillus cereus (C0002) a comparacion de la cepa con menor
eficiencia de adsorcion Bacillus mycoides (C0005). Sin embargo, se observa una disminucion
en la capacidad de adsorcion a 100 ppm, seguida de una recuperacion a 150 ppm. Esto podria
deberse a procesos de saturacion y regeneracion de la pared celular. Ademas, la cepa Bacillus
thuringiensis (C0012) muestra un punto de interseccion en las concentraciones de 100 ppm y
150 ppm, lo que sugiere que esta cepa podria estar experimentando saturacion y regeneracion

en su pared celular segun Kumar y Jain (2019) y Bautista (2008).
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CONCLUSIONES

. La concentracion de plomo en las 02 muestras de suelo tomadas en la ribera del rio
Salado (Espinar — Cusco) fue de 11,31 mg/kg para el punto 1 y 18,12 mg/kg para el
punto 2.

Se identifico bioquimica y molecularmente 04 cepas aisladas del género Bacillus:
Bacillus thuringiensis (C0001); Bacillus cereus (C0002); Bacillus mycoides (C0005) y
Bacillus thuringiensis (C0012).

Se determind la concentracion méxima de tolerancia al Pb(Il) para Bacillus
thuringiensis (C0001) se observd un alto crecimiento a 300 ppm, Bacillus cereus
(C0002) mostro una alta tolerancia a 700 ppm con un alto crecimiento, en contraste
Bacillus mycoides (C0005) y Bacillus thuringiensis (C0012) tuvieron un crecimiento
mediano a 300 ppm estableciendo que la concentracidon optima de Pb(II) para las cuatro
cepas evaluadas fue 300 ppm.

. La especie con mayor capacidad y eficiencia de adsorcion fue Bacillus cereus (C0002)
con 9,61 mg/g (50 ppm); 17,62 mg/g (100 ppm) y 24,30 mg/g (150 ppm) y una
eficiencia de adsorcion de 98%; 92,33% y 83,68% respectivamente.

. El andlisis estadistico de Kruskal-Wallis mostré que tanto la capacidad (p = 0,897) y la
eficiencia (p = 0,330) de adsorcion no presentaron diferencias significativas entre las
cepas, evidenciando que la variable cepa no tuvo un impacto significativo, en contraste
la variable concentracion mostré diferencias significativas (p = 0,000). Por otro lado,
el andlisis ANOVA revel6 diferencias significativas (p = 0,003) cuando se consideraron
las interacciones entre cepa y concentracion de Pb (II), demostrando que la interaccion

de ambas variables tuvo un impacto significativo en el proceso de adsorcion.
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1.

RECOMENDACIONES
Explorar la interaccion de otros grupos bacterianos con diferentes metales pesados, con
el fin de identificar y comparar su potencial de adsorcion
Evaluar las diferentes condiciones para optimizar la adsorcion y estandarizar la
produccion de biomasa bacteriana para facilitar su escalado biotecnologico.
Presentar propuestas de proyectos para la recuperacion de medios contaminados a las
autoridades de la provincia de Espinar o instituciones interesadas, enfocandose en

soluciones innovadoras y sostenibles.
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ANEXO N° 1
FOTOGRAFIAS DE LA EVALUACION DE CEPAS DE Bacillus sp. CON CAPACIDAD DE
ADSORBER PLOMO(1I), AISLADOS DEL SUELO DE LA RIBERA DEL RIO SALADO
(ESPINAR-CUSCO) Rio Salado

Fotografias realizadas /n situ en los puntos de muestreo, rio Salado, Provincia de Espinar — Cusco
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Toma de muestra

Toma de muestras de la ribera del rio Salado - Espinar

Ubicacion de calicata

107
Formacion de la calicata en forma de "V™ a una profundidad de 15 cm.



Diluciones seriadas de la muestra de suelo

Elaboracion de diluciones seriadas

Preparacion de medios y cultivo

Preparacion de Agar MYP (Manitol Yema de huevo — Polimixina).
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Aislamiento de las cepas

Primer aislamiento de 12 cepas bacterianas. 109



Tinciones e identificacion bioquimica

Identificacion bioquimica y seleccion en base a sus caracteristicas metabolicas. 110



Pruebas de tolerancia

Produccion de biomasa

111
Preparacion de caldo nutritivo para la produccion de biomasa en 120 horas.



Experimentos de adsorcion (lecturas espectrofotométricas)
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Lecturas del espectrofotémetro y ejecucion del Software ORIGIN.



ANEXO N° 2
BARRIDO DE 25 METALES POR EL METODO DE ESPECTROMETRIA DE MASAS CON
PLASMA ACOPLADO INDUCTIVAMENTE-CERPER LIMA
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ANEXO N° 3
IDENTIFICACION MOLECULAR EN LA UNIDAD GENOMICA DE LA UNIVERSIDAD
CAYETANO HEREDIA LIMA
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ANEXD iz SECUENCIAS OONSENSO0S

20001 {Bacillus churinglenszlg)

AL T T T TR G R A A A A R A A AR T T O TR T T AR TARC T T RCCTTRACGETADCTARD
A R R G R R A T T A L L T e DA e A e T AR T AR T A T e C ARG CGTTAT CCGEAATTA
I T AR e A L e T e T T T T T AR T e T A T C T RAA AR CCCC TCAR OO TEEAGCODET
A T T A AR T G A A O T T A S T e A A A R R R A S T AR T T O AT TO TACC CETRARAATROCTAS
AT AT R GG AR R A L T O AR S R T T T T G e T C T T AR T AC AC TCACEC GO RARACOCTS
R A AR R A T T A A T A L T e T AT A e O e T AR AT A TCC TRAGCT R TTAGRECCTTT
R T T TR G T o T AR T T AR A T T AR G R T L e O T R L A TAC GG O CAA GO TRARACTC
A AR T T A G G O A AR S T A A T T e T T T AR T T O ARG CRAC SO AR SR ACTTT
AR T T T A A T T O R A A R T T A R A T R A T T T O T T O R R G CACA L TRACRCCTOOT
oA T T T e T A T e T e T O e T A AT T TG G T TAR G O OO A RCCACC AR CCCTTRATCTT
AT AT AT T AR T T L e A T T AR TR T C e e T AT A AR T R CCR AR TR RAT AT
AR T AT AT T T A T A T R e T R R R L T e T A A A T A G e TR AR A CACC TR ARGA
R A TG A G TR T T A T AR AR O ST T T ARG T T CGRAT T TRAGECTGCRACTCGOCTACATCAR
O R A T R T R A T A T R A T e e e T AR TA LT T OO S TCC O TT R T T CORD T AT AT
CoCATC NN NNHEH NN ENNN

0002 {Bacillus ocaraus]

I T T T T I T I GGG e e e e e e D e e T A C A AR A L T TT T I T T T T T TAGGGCCCERLLGLE TARGELTC
A O AR S G T A T O e G O e e e e S T T T T T T T T T T TAAT T T T T T T TRAR A ACACCCCETTTTST
B o i T T T i T R L L e
T T T G e e e A T AR T O CRA T T T N RO CCTTCCERAT TTCT OO C AR
AR AR T T T AR A A A A O S T T AR T A T A A e TT T e TIC TRRRATT CTETTRT TSR
ARAR AR T TG TR T TRAA T AR R T e A T TCAC G T A L CTAA D ARG AR R G CACLCCARATTACCTG
A A T S S T R A T A T A S T e A A T TR T AR T TAT T L O TRRAC P RO CCRTACETS
C T T T ARG T T A T T A A O A e T R O L T A RS T A T TG A AR C TR RACACTTCAST
A R A A R A T A A T T AT e T e T A e T AR T GO CTACACATATCCACGARCACCACTCROD
AR AT T T T T T G T AR LT R A T R O O A A O T e e A C AR R C ACCATTARATADDT
T A T R e T AR A A T R e T T TR T T TA LA R T T T O O R O L T TTAGT G T ARG T TARD
AT T AR R T T e e A T R S S G R T AR A T T A ARG AR TTCACCLCC ORI AT
AN T R A T T e T T T AN T T O A A R A A A A A O T T AT ACC TCTTCACAT OO IO T ARR
AL T AR R TR A T T T T T e e A R A T A A e T T ATCE TTETCR T CAGC TOC TS
TR AT T T GGG T TR G T O L e AR A R O T T AT T TACT TGO CATCAT TAACTTREGCAT
AR T R . T G T A LA AR e A S R A T e e A T A ST CARR TC AT CAT GCCCCTTATGAC
O R T AR A G T e T A A A T S R O S TR AR R R G T G CAR G AR CAC G TEGARC TARATCTCATA
AT T T A T T A T T T A T R R T O T A O T R AR O A A TCCC TACTAA T OROGCAT
A A T O e T AR T A e T T O L S ST C C T TR T T LA CCAC A O CATCC T TTCARACRCCA A AR
ARDES

*0005 (Bacillus mycodas)
TATCCATCCACCCGCGT CECATTACCTACTTGE TGACG TAACCCCTCACCARGGCCACGATGCCTAGCOTS
ACCTGRGACCGTGATCGGCCACACTCECACT GAGACACGECCCAGRCTCCTACGGCAGGCAGCACTACES
AATCTTCOCCAATGGACGAAAGTCTGACCEAGC AR GOCECCTGACTGATGAAGGC TT TCGEETOCTARR
ACTCTCTTCT TAGGGAAGAACAACTCCTACT TCAATAAGC TEECACCTTGAC GG TACC TAACCAGAARGT
CACGGCTARC TACGTGCCAGCAGCOGCEETARTACGTAGG TEECARGOSTTATCCGGAAT TATTESEOGT
AAACCCCCOGCAGGTCE T T TC TTARCTCTCA TG TGAAAGC COACCCCTCAACCGTCCGACCETCATTCCAR
ACTCCCACAC TTCACTCCACAACACCARRCTCCART TCCATCTCTACCCCTCARATCOCTAGAGATATCS
AGGARCACCAGTGGCCAAGGCGACTTTC TG TC TG TAAC T GACACTGACCC GCGAAAGCCTGEECACCAR
ACACCATTAGATACCCTGETAGTCCACCOCG TARAC GATCAGTGCTARCTG TTAGAGGCT T TCOGCCCTT
TAGTCCTGAAG T TAACGCAT TAACCACT OGO C TEEEEAG TACSCCCCCAACGC TCAAAC TCAARCCART
TGACCCCooC CCGCACAAGCGETCCACCATGTCET T TAAT TCEAACCARCGCGARCAACC T TACCAGCTC
TTGEACATCCTCTCAARACTC TAGACATACAGC TTC TCCT T CGECACCACAG TCACAGE TCETECATCCTT
GCTCCTCAGCTCGTGTCETEAGATGTTCCCTTAAGTC CCGCAADGAGCCCAACCC TTGATC TTAGTTGOCA
TCATTARCTTGGCCACT CTAAGCTCACTCOC GO TGACAAACCCCACCARCE TCGGCATCACCTCARATCA
TCATCCCCCT TATGACC TEGEC TACACACC TGO TACAATCGACCCTACARACAGC TGCAAGACCSCGAGCS
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T EACCT AR T T AT AR A G TT T CAGT T GEATTETAGGC TGCARCTCGCCTACATEARGCTGGART
CGCTAGTAAT CGCGGAT CAGCA TGCCGCEGTGAATACGTTTTTTTTTTTTTTTTTGTAGGTATGTGEGEE
GEEEGEETTTTTTTTTTTTIT

»0012 (Bacillus thuringiensis)

A TGRAGAGGETEAT G CAC A TEGEACTGAGACACGECCCAGACTCCTACGEGAGECAGCAGTAGEE
AT T TG AN T A GAR A G T T ACGLAGC AR LG TGAGTGATGARAGGC TTTCGEETCGTARR
AT T GT T GT TAG AR CARC ARG AR C AR TT O TAGT TGAAT ARCC TEECACCTTEACGETACCTARC
LA ARRG A G A RAT TA G T R CAGC A CG L G TAAT AR G TAGETCECARGCETTATCCGGAATTA
I EGECE T AR A GGG A TEETTTC T TARG TCTGAT G T GARAGCCACGGC TCARCCETGGAGGETC
AT T GGARRAC TG CAGAC T TGAG TG AGRARAGAGGA R A TEEAATTCCATETETAGCGETCAAATGCGTAGR
GATATGGAGGARCAC CAC TG AR CCCGACTTTCTEETCTGTAACTCGACACTGAGECEGC GARAGCGTEE
A AR A CATTAGATAC L TG TAG T C A GG TARACGATCACTEGC TAAGTETTAGAGGGTTTC
T T TAGT G T ARG T TARCGCATTAAGCAC TCCGCCTGGGGETACGLCCGEARGEC TGAARCTC AR
A AR TTGACGEEEEC OO A AR R T GEAGCATCTEET TTAATTCCARGCARC CCCGAAGRACCTTALC
AT T TGAC AT T T GAR A R T TAGAGATACGRCCTTCTCCT TOGEGAGCAGAGTCACAGGTGETEE
AT TE TG T A TR TR TG T GAGATG T TG T TARGTCCCGCARCGAGCGCARCCCTTGATCTTAG
I ECCAT CAT TAR T TeEGCAC TCTAAGGT GAC T G CGETGAC AR ACCEGAGGARGETEEEEATGACGTC
AR T AT AT G CCC T TATGAC CTGEECTACACACCTGCTACAATCEACGETACAR RCACCTECARGACT
G GACE T eGAGC TAA T T AT AR R A T T CTCAGTTCEGAT TG TAGEC TECARC TCGCC TACATGAAGT
GEAATCGCTAGTAATCGCGGAT CAGCATGCCGCGETEAATACGTTCCCCGETGCCTTETTCCACCACACT
GOATCCTGTT AR A A GCARA R R AT T T TG TCAGTGATGTC TETACGCATGCATEC AT GHNHNNNT
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ANEXO N° 4
EXPERIMENTOS PARA LA ADSORCION DE Pb (11) (CAPACIDAD Y EFICIENCIA) CON
CEPAS DE Bacillus. FRACTAL QUIMICOS E.IR.L - CUSCO
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ANEXO N° 5
DECRETO SUPREMO N°011-2017-MINAM
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