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Remocioén de mercurio por bacterias nativas aislada de relaves
mineros

RESUMEN

El problema ambiental generado a partir de la contaminaciéon por mercurio en zonas
mineras afecta a la salud humana, a los ecosistemas, principalmente al ecosistema del
suelo, modificando su calidad fisicoquimica y microbioldgica. Los compuestos derivados
del mercurio elemental como el mercurio organico y el metilmercurio presentes en el
suelo pueden ingresar a la cadena tréfica magnificando su toxicidad. Por esta razén se
planted el objetivo de evaluar la eficiencia de remocion de Hg mediante la aplicacion de
bacterias nativas aisladas de relaves mineros. Se aislé cinco cepas bacterianas,
seleccionandose dos con codificaciones PA-RM01 y PA-RMO03, debido a sus
caracteristicas morfolégicas y bioquimicas en respuesta al ambiente contaminado,
exhibiendo adaptaciones notables y una similitud con las bacterias del género
Pseudomona; con el inoculo de las cepas bacterianas (T2, T3, T4, T5, T6 Y T7) se
dosificaron a muestras de 50g de relaves mineros incubados a 37°C por un periodo de
24, 48 y 72 horas, con un blanco control (T1). En cuanto al acceso a nutrientes de la
poblacion bacteriana se limita a la concentracién inicial de materia organica y
macronutrientes para su metabolismo celular y para su crecimiento bacteriano. La mayor
remocién del mercurio se asocio al T2 (PA-RM01 — 1.67ml de dosis) a las 72 horas con
un porcentaje de remocién de 80.48. Este estudio resalta la importancia del uso de
bacterias nativas como una alternativa de remediacion de suelos contaminados con
mercurio.

Palabras clave: metal toxico; biotransformacion; operén Mer



Mercury removal by native bacteria isolated from mine tailings

ABSTRACT

The environmental problem generated by mercury contamination in mining areas affects
human health and ecosystems, mainly the soil ecosystem, modifying its physicochemical
and microbiological quality. Compounds derived from elemental mercury such as organic
mercury and methylmercury present in the soil can enter the trophic chain, magnifying
their toxicity. For this reason, the objective was to evaluate the Hg removal efficiency
through the application of native bacteria isolated from mine tailings. Five bacterial
strains were isolated, selecting two with codifications PA-RM01 and PA-RMO03, due to
their morphological and biochemical characteristics in response to the contaminated
environment, exhibiting remarkable adaptations and a similarity to bacteria of the genus
Pseudomona; The bacterial strains (T2, T3, T4, T5, T6 and T7) were inoculated with 50
g samples of mine tailings incubated at 37°C for a period of 24, 48 and 72 hours, with a
control blank (T1). Access to nutrients for the bacterial population was limited to the initial
concentration of organic matter and macronutrients for cell metabolism and bacterial
growth. The highest mercury removal was associated with T2 (PA-RMO01 - 1.67ml dose)
at 72 hours with a removal percentage of 80.48. This study highlights the importance of
the use of native bacteria as an alternative for remediation of contaminated soils with
mercury.

Keywords: toxic metal; biotransformation; Mer operon



1. INTRODUCCION

La mayor fuente de contaminacion por mercurio (Hg) es la mineria artesanal, que
representa el 20% de la produccidon mundial de oro (Au) (Al-Ansari et al. 2021; Nguyen
et al. 2021; Francisco Lopez et al. 2022). El uso de este contaminante en la extraccion
de Au tiene un impacto de 10 a 19 millones de personas en 70 paises (Rwiza et al.
2023). Por cada 1 gramo de oro producido, se desechan aproximadamente 0.5 a 1
gramos de mercurio al medio ambiente; esto equivale a 350 toneladas de Hg a la
atmosfera y 300 a 700 toneladas a los sistemas acuaticos y a la corteza terrestre (Bauch
et al. 2022). La liberacién de Hg en forma de relave minero supera las 1000 toneladas
por afo (Pribil et al. 2020).

El Hg es el tercer metal mas toxico de la tierra ( Driscoll et al. 2013; Molina et al.
2015), que se encuentra en estado liquido a temperatura ambiente (Bjgrklund et al.
2017) y es altamente volatil (Rice et al. 2014), y puede ser encontrado en el aire, agua
y suelo (Li et al. 2020). EI mercurio elemental (Hg0) es estable pero sufre reacciones
quimicas, bioldgicas y fotoquimicas (Mantey et al. 2020); y la forma mercuriosa (Hg1+)
no es estable, siendo propenso a la desproporcion (Malik y Aleem. 2018); la forma
inorganica (Hg2+) puede transformarse en formas organicas (metilmercurio) a través de
procesos biolégicos y abiéticos (Rodolfo et al. 2017).

Los niveles elevados de metales toxicos pueden causar contaminacion
ambiental (Komnitsas and Modis. 2019; Mufoz et al. 2019), poner en riesgo la salud
humana (ONU 2015; Nguyen et al. 2021; Wang et al. 2022) y la vida silvestre (Dietz et
al. 2019). Los metales toxicos se bioacumulan en los organismos (Cattani et al. 2019) y
se biomagnifican a medida que aumenta el nivel tréfico de la cadena alimenticia (
MacLehose et al. 2019; Mantey et al. 2020; Bauch et al. 2022).

La naturaleza neurotdxica, lipofilica y de bioacumulacion de compuestos
organicos del metilmercurio (CHszHg"), aumentan el riesgo en la salud humana y sobre
los ecosistemas (Mohan et al. 2021; Song et al. 2021), por los efectos adversos en el
sistema nervioso, cardiaco, reproductor, respiratorio e inmunoldégico (Xiang et al. 2020;
Ge et al. 2022).

La desorcion térmica es un método fisicoquimico de remediacién de Hg que
realiza la separacion fisica del suelo-contaminante al aumentar su temperatura en 600-
800 °C, convirtiendo el Hg a estado gaseoso. Por otro lado, el uso de esta técnica implica
un alto costo de energia (Kucharski et al. 2005). El lavado de suelo utiliza una solucién
combinada de productos quimicos H202, Na>S>03 y NasS que transforma el Hg en sales
de mercurio, complejos solubles de Hg, precipitacion y recuperacién de complejos de
Hg, pero tiene como inconveniente el consumo elevado de agua y los contaminantes
secundarios de arcilla y acidos humicos (Ray and Selvakumar 2000). Los métodos
fisicoquimicos se consideran ineficientes debido a la gran cantidad de biomasa cargada
de Hg producida y los altos costos (Dermont et al. 2008; Mahbub et al. 2017a; Yao et al.
2023).

Por otro lado, se conoce de tratamientos ecoamigables con menor impacto
ambiental como la fitorremediacion, que utiliza las plantas para inmovilizar, estabilizar,
extraer, descomponer o disminuir la toxicidad del contaminante (Wang and Delavar
2023); la biorremediacion hace el uso de los microorganismos, los que demostraron
tener la capacidad de tolerar concentraciones altas de metales téxicos(Medvinsky-Roa
and Vallejos 2015), ayudando en su neutralizacion, eliminacion y/o transformacién por
su actividad metabdlica (Rwiza et al. 2023), siendo una alternativa viable por la eficiencia



de los tratamientos aplicados en agua, suelo con costos accesibles (Besnard et al.
2021).

Los microorganismos del suelo contribuyen en la reduccion de diferentes formas
de Hg en el suelo (Nguyen et al. 2021), las bacterias resistentes al Hg pueden
transportar compuestos de Hg al interior de la célula y reducir tanto el Hg?* organico
como el inorganico a Hg® elemental fuera de la célula (McCarthy et al. 2017). La cepa
bacteriana de Sphingopyxis sp. SE2 aislado de suelo contaminado con Hg mostré una
disminucion del metal en un 56% en un periodo de 6 horas a través de la reduccion
enzimatica de Hg?* (Mahbub et al. 2017). El uso de Penicillium spp. DC-F11 aisladas de
suelo contaminado con Hg (Il), mostraron la remocién de Hg en un 50% - 84% de un
medio liquido SAB en condiciones de cultivo oscuro estatico o agitado dentro de las 48h
(Chang et al. 2020); la cepa bacteriana de Pseudomona sp. aisladas de un campo de
hortalizas del distrito de Fengxian, Shanghai, China a una dosis de 100L/hm? mostré
una reduccién del 96% a los 8 dias de prueba (Shi et al. 2019).

Las bacterias que poseen el operon Mer en su genoma, les proporciona
resistencia bacteriana al mercurio organico e inorganico mediante la accion de los genes
funcionales el gen MerA y MerB que codifican las proteinas del ion mercurico reductasa
y la proteina liasa organomercuriales respectivamente (Mantey et al. 2020; Xiang et al.
2020; Joorabian etal. 2023). La liasa con ayuda de la enzima reductasa son
responsable de la reducciéon de los organomercuriales altamente toxicos como el
metilmercurio y el acetato de fenilmercurio en mercurio elemental volatil casi no téxicos
(Mahbub et al. 2017). Se inicia con la union del Hg?* a un par de residuos de cisteina en
la proteina MerP ubicada en el periplasma. Luego se transfiere a un par de residuos de
cisteina en MerT, una proteina de la membrana citoplasmatica y finalmente a un par de
cisteinas en el sitio activo de MerA, que posteriormente se reduce mediante un
mecanismo dependiente de Nicotiamida Adenina Dinucleotido Fosfato (NADPH). El
operon Mer de amplio espectro que contiene MerB codifica la enzima érgano-mercurial
liasa que rompe el covalente carbono-mercurio enlace presente en el Hg organico
transportado al interior de la célula por MerE o actividad MerG donde Hg?* es reducido
a Hg® por el enzima mercurico reductasa (MerA) con compuestos NADPH (Dash and
Das 2012; Mahbub et al. 2017a; 2017b; Bourdineaud et al. 2020; Chang et al. 2020).
Esto se puede apreciar de forma grafica en la (Figura 1).



Figura 1

Esquematizacion del operén Mer en la bacteria. " MerA: Hg reductasa; MerB: liasa
organomercurica; MerT: Transportador de Hg; MerP: Transporte periplasmico de Hg;
MerR: regulador de operdon;, MerD: regulacion de transporte. Adaptado de Gonzalez-
Reguero et al. 2023.

La actividad minera informal de extraccién de oro produce relaves mineros no
tratados que causan problemas ambientales y de salud publica. El objetivo de este
estudio fue evaluar la eficiencia de remociéon de Hg mediante la aplicacion de bacterias
nativas aisladas de relaves mineros.

2. MATERIALES Y METODOS
2.1. Toma de muestras de relaves mineros

Sé tomd dos muestra de relave minero del distrito de Ananea, provincia de San
Antonio de Putina de la Regién de Puno-Perd en las siguientes coordenadas
S14.67484°, W69.56294°, 4646 msnm, de un circuito cerrado del proceso de
amalgamacion; las muestras se recolectaron en bolsas con cierre hermético con un peso
aproximado de 500g, se etiquetaron y trasladaron en cadena al frio (Rakhmanova et al.
2021) segun lo indicado por la guia para el muestreo de suelos D.S.N°002-2013-MINAM
(Ministerio del Ambiente 2014). Luego, se trasladaron a un laboratorio para someterlos
a un analisis fisico-quimico y microbioldgico, siguiendo el protocolo establecido por la
Norma Técnica Peruana 339.150 (Indecopi 2001). Ademas, se caracterizd en los
siguientes parametros: pH, CE, N, P, K, materia Organica (MO), clase estructural segin
el manual de procedimientos de los analisis de suelos y agua con fines de riego
(Ministerio de Agricultura y Riego 2017).
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2.2. Aislamiento e identificacién microbiolégica

Para el aislamiento microbioldégico de las bacterias nativas se utilizdé la
metodologia de (Medvinsky-Roa and Vallejos 2015). Se pesd una muestra de 5g de
relave minero diluyéndolo en 50 ml de agua destilada, para su facil homogenizacion y
posterior reposo por un tiempo de 10 min, con la solucion obtenida se procedi6 a realizar
siembras en los medios de cultivos (Agar Nutritivo y Pseudomona Agar), los que se
incubaron a 37 °C por 24 horas (Kensa 2011; Garcha et al. 2016). Posteriormente se
verificé el crecimiento microbiano existente, seleccionando colonias de diferentes
morfologias para su purificacion (Vermote et al. 2023), a través de la técnica de
agotamiento en placa (Cetrimida Agar y Pseudomona Agar), las colonias puras
obtenidas fueron sembradas en caldo Luria, para su posterior uso en los tratamientos
de relaves mineros (Tapia-Vazquez et al. 2020).

Seguidamente, la identificacion microbiolégica de las cepas bacterianas, se
realizé por la descripcidon cualitativa y pruebas bioquimicas (Hood and Zottola. 1997;
Martinez-Sanchez et al. 1998; Shahzadi et al. 2019)

Figura 2

Esquematizacion del aislamiento bacteriano de relaves mineros.
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2.3. Dosificacion microbiana para tratamiento

A - RM03

ONTROI

Se utilizaron tubos coénicos de 50 ml, en los que se dispusieron 50g de relave
minero con un pH inicial de 7.55, las muestras fueron incubadas (Incubadora Incubig-
TFT) a una temperatura de 37 °C y se realizaron mediciones a las 24, 48 y 72 horas. En
el experimento, se conformaron dos grupos de tratamientos de las cepas bacterianas
PA-RM01 y PA-RMO03, se dosifico a cada tratamiento una concentracion de dosis
bacteriana, con excepcion del blanco control, asi mismo, se afadid 10 ml de agua

11



destilada a todos los ensayos experimentales; ademas, cada tratamiento se realizo por
triplicado. (Tabla 1).

Tabla 1

Codificacion de Tratamientos aplicados par la remocion de mercurio en relaves mineros.

Tratamientos

T1 Blanco AD

T2 PA-RM 01 1.67ml
T3 PA-RM 01 2.5 ml
T4 PA-RM 01 3.3ml
T5 PA-RM 03 1.67ml
T6 PA-RM 03 2.5 ml
T7 PA-RM 03 3.3ml

2.4. Analisis fisicoquimicos

La medicion de pH se realizé con el multiparametro (Smart Sensor PH-328) y la
concentracion de Hg se cuantific6 a través del método de digestion acida -
espectrofotometria de absorcién atémica (Nagahiro et al. 1984; Custodio et al. 2021).

2.5. Analisis estadistico

Los datos experimentales fueron analizados mediante el uso del paquete
estadistico SPSS version 16.0 para Windows. El disefio experimental empleado fue el
Disefio de Bloques Completos al Azar (DBCA), donde las pruebas estadisticas se
realizaron con el Método de Analisis de Varianza (ANOVA) para evaluar los efectos de
las bacterias nativas sobre el indice de pH y la remocion del mercurio sobre las
muestras. Antes de realizar el analisis de varianza, se tuvo que verificar la normalidad
del conjunto de datos manejados en la experimentacién mediante la prueba de Shapiro-
Wilk y la homogeneidad de las varianzas con la prueba estadistico de Levene. Las
pruebas estadisticas se realizaron con un nivel de significancia (a) del 95%. Para los
casos donde se demuestra significancias estadisticas, se seleccionaron los test de
comparaciones multiples de Tukey y Duncan, para determinar los mejores resultados
del parametro de evaluacion.

Para procesar los resultados se realizaron graficas de barras con el uso del
programa Excel, utilizando el promedio de cada parametro analizado, de esta forma se
pudo conocer la variacion de los parametros a diferentes tiempos de tratamiento.

3. RESULTADOS
3.1. Caracterizacion del relave minero

El analisis mecanico del relave minero mostré una composicién del 93% de
arena, un 5% de arcilla y un 2% de limo, el que indica una clasificacion estructural
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correspondiente al tipo de suelo arena. La presencia de materia organica en la muestra
fue del 0.60% y el contenido de Nitrogeno Total del 0.03%. El pH del relave minero
mostré un valor de 7.55, y la conductividad eléctrica de 0.20 mS/cm. Ademas, se
detectaron concentraciones de macronutrientes de 1.20 ml/L de fésforo y 10 ml/L de
potasio en la muestra analizada.

3.2. Andlisis microbiolégico

Los morfotipos encontrados en el aislamiento microbiolégico fueron cinco, de los
gue se seleccionaron dos, con los siguientes codigos PA-RM01 y PA-RMO03, por su
capacidad de subsistencia a ambientes adversos (presencia de mercurio); los que se
aplicaron en la dosificacién microbiana del tratamiento de relaves mineros.

Tabla 2

Identificacion Bioquimica de los aislados obtenidos de Relave Minero (PA-RMO01 - PA-
RMO03).

Tratamiento

Pruebas pre post
PA-RMO1 PA-RMO03 PA-RMO1 PA-RMO03
Tamanio 0.1cm 1.09 cm 0.05cm 0.67 cm
Pigmentacié . Crema
n (PA) Crema Blanquecina obscura Crema
Elevacion Planoconvexa Umbilicada  Planoconvexa  Umbilicada
Borde Redondeado Lobulado Redondeado Lobulado
Morfologia Forma Circular Irregular Circular Irregular
Superficie Lisa Rugosa Lisa Rugosa
ReerLxLllcz)n de Brillante Mate Brillante Mate
Aspecto Humedo Seco Humedo Seco
Consistencia Butirosa Vitrea Butirosa Vitrea
Tincion de . ; . .
Gram Negativa Negativa Negativa Negativa
Catalasa Negativa Positiva Negativa Positiva
Oxidasa Negativa Negativa Positiva Negativa
Indol Negativa Negativa Negativa Negativa
Agar Negativa Positiva Positiva Positiva
Co Glucosa
Bioquimica Simons . : : i
Citrato Agar Negativa Negativa Negativa Negativa
Agar . . . .
MacConkey Negativa Negativa Negativa Negativa
Agar Manitol Negativa Positiva Negativa Positiva
Sabouraud
Dextrosa Negativa Positiva Positiva Positiva
Agar
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Cetrimida

Positiva Positiva Negativa Negativa
Agar
Pseudomona Positiva Positiva Negativa Positiva
Agar
Agar nutritivo Positiva Positiva Positiva Positiva
Agar Urea Positiva Positiva Positiva Positiva

La Tabla 2 exhibe diferencias en las caracteristicas morfolégicas de las cepas
bacterianas PA-RM01 y PA-RMO03, mostrando variaciones en el tamafo y pigmentacion
de las colonias después del tratamiento, observando de forma macroscopica una
adaptacion microbiana al ambiente adverso. Los resultados de las pruebas realizadas
mostraron una similitud con las propiedades tipicas de las bacterias del género
Pseudomona sp.

3.3. Capacidad remediadora de mercurio por bacterias nativas

La aplicacion del tratamiento experimental se realizé por un periodo de 72 horas,
con una temperatura constante de 37°C y a una humedad relativa constante de 84%
proporcionada por el agua destilada. En el transcurso del tratamiento se efectuaron
mediciones correspondientes al pH y Hg.

3.4. Variacioén del pH en el tiempo por influencia del metabolismo
celular bacteriana

Los analisis del potencial de hidrogeno realizados durante las 72 horas de
tratamiento mostraron variaciones en los valores de las muestras, denotando
acidificacion en ellas. El valor inicial general de pH fue de 7.55, disminuyendo a un valor
promedio de 5.41 a las primeras 24 horas, el cual contindo disminuyendo en 0.08 con
respecto al valor anterior a las 48 horas, llegando a un pH promedio de 5.27 a las 72
horas, donde se observd una reduccion de 2.28 en el potencial de hidrogeno. Los
valores por tratamiento pueden ser visualizados en la (Figura 3).
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Figura 3.

Variacién de pH en el tiempo por la influencia del metabolismo bacteriano
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3.5. Remocidén de Hg por bacterias nativas aisladas

Figura 4.

Promedio de remocién del Hg por accion de las bacterias nativas aisladas
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Figura 5.

Porcentaje de remocion del Hg por accion de las bacterias nativas aisladas
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La concentracion inicial de mercurio en las muestras fue de 11640 mg/L de Hg,
valor que fue variando con respecto al tiempo de tratamiento, siendo el T3, el cual mostré
un mayor porcentaje de remocion de 34.42 a las 24 horas, seguido del T6 que mostro
una reduccion del 23.22% respecto a la concentracion inicial de mercurio. La remocion
de mercurio en porcentaje a las 48 horas del T3 fue de 52.94%, seguida del T2 con un
valor de 48.34%. Sin embargo, los mejores resultados obtenidos fueron a las 72 horas
del tratamiento, donde el T2 presentd un porcentaje de remocién de 80.48 seguido del
T5 con 64.35% de remocion de mercurio (Figura 4 y 5). Por consiguiente, podemos decir
que el tratamiento de mayor eficiencia para la remocién de mercurio en base a la
presente investigaciéon es el T2, que usa la cepa bacteriana PA-RM 01 a una dosis de
1.67ml en un periodo de 72 horas.

3.6. Interpretacion Estadistica

El analisis de varianza aplicado, revela que, para el componente de pH, el factor
de tratamiento al tener un (P > 0.05) indica que, los tratamientos (T1, T2, T3, T4, T5, T6
y T7) estadisticamente son similares, mientras que para el factor de tiempo (P < 0.05)
indica que al menos uno de las horas de monitoreo (0, 24, 48 y 72 horas) es diferente.
Por otra parte, para el componente de remocién de mercurio, el factor de tratamiento y
el factor de tiempo tienen un (P < 0.05), indicando que por lo menos uno de los
tratamientos y uno de las horas de monitoreo es diferente.

De acuerdo a las pruebas de comparaciones multiples de Tukey para el indice
de pH del factor tiempo, a las 24, 48 y 72 horas logra un indice de pH favorable para la
remocion de mercurio por las bacterias nativas, mientras que, para la prueba de Duncan,
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solamente a las 48 y 72 horas se demuestra un pH significativamente mas adecuado
para el desarrollo de las bacterias nativas. Para el factor de remocién de mercurio, las
pruebas de comparaciones multiples de Tukey y Duncan del factor de tratamiento, indica
que los tratamientos T1, T2, T3, T4, T5 y T6 demuestran mayores significancias al
remover mercurio, por ofra parte, para el factor de tiempo, la comparacion multiple de
Tukey y Duncan muestran que a las 72 horas se evidencia los mejores niveles de
remocion de mercurio.

El analisis de varianza realizado para el componente del pH con un (P > 0.05),
indica que se sostiene la hipétesis nula, demostrando que los tratamientos T1, T2, T3,
T4, T5, T6 y T7 son similares, y entre los tratamientos no se demuestra una diferencia
con respecto al pH y que el unico factor influyente para el componente del pH es el
tiempo. Mezzari et al. (2011), indican que al momento de realizar una investigacion
experimental los tratamientos no siempre en todos los casos demuestran significancia
en el parametro evaluado, sin embargo, muchas otras investigaciones enfatizan que
otros parametros demuestran significancia en el objeto de estudio.

4. DISCUSION
4.1. Caracterizacion de relaves mineros

La composicion del relave minero se clasifica como un suelo arenoso, teniendo
influencia en la retencion de agua y la disponibilidad de oxigeno, favoreciendo el
desarrollo de las bacterias (Benslama and Boulahrouf 2016; Zhao et al. 2022).

El contenido de 0.60% de materia organica, hace referencia a presencia de
cualquier sustancia que contenga carbono (restos de plantas, microorganismos
muertos, etc.) la que es favorable para el metabolismo bacteriano al convertirse en
energia (Oraegbunam et al. 2022; Zhang et al. 2024).

El nitrégeno disponible en los suelos es un elemento esencial para la sintesis de
proteina que ayudan en el crecimiento y reproduccién bacteriana, asi mismo, el
nitrégeno es un componente clave de nucleétidos, que son los bloques de construccion
de los acidos nucleicos (ADN y ARN), fundamentales para la transmision de informacion
genética y la replicacion celular (Welman-Purchase et al. 2024).

El pH de 7.55 sugiere que la muestra es un medio ligeramente alcalino. La
conductividad eléctrica mide la capacidad para conducir corriente eléctrica y puede estar
relacionada con la presencia de sales disueltas, influyendo en la viabilidad del desarrollo
de cepas bacterianas sensibles a concentraciones altas de sales minerales (Yan et al.
2023; Cheng et al. 2024).

El fésforo es un macronutriente esencial para el metabolismo bacteriano, sintesis
de acidos nucleicos, estructura de membranas, regulacion de procesos celulares,
ademas, es parte esencial del ATP que proporciona energia a la célula bacteriana (West
et al. 1986; Ogunremi et al. 2023).

En el Precursor de la via pentosa fosfato, el fosforo esta involucrado en la
transferencia de grupos fosfato, esenciales para actividades enzimaticas y de
transferencia energética en forma de NADPH (Wood 1985) . Por consiguiente, de la
homeostasis celular bacteriana (Patel et al. 2022).
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El potasio es un catidon esencial para el desarrollo y supervivencia microbiana,
ayudando en el equilibrio osmético bacteriano, evitando perdida excesiva de agua y
manteniendo la integridad celular, ‘por consiguiente, ayuda en las actividades
enzimaticas, regulacion del pH intracelular y en la regulacion osmatica de la presion
Turgor que es fundamental para la forma y rigidez de la célula bacteriana (Ghosh et al.
2023). Encontrandose en el espacio periplasmico, también, en el citoplasma en forma
de bombas de potasio, que es fundamental para la homeostasis idnica, la regulacion
osmotica, la estabilidad estructural y la actividad enzimatica (Han et al. 2023). Ademas,
las bacterias tienen la capacidad de regular la concentracion de potasio, y éste es
fundamental para su adaptabilidad en entornos adversos (supervivencia en diversos
nichos ecoldgicos) (Han et al. 2024).

4.2. Analisis microbioldgico

La variacion en las caracteristicas morfolégicas de las cepas bacterianas PA-
RMO01 y PA-RMO03 antes y después del tratamiento en los relaves mineros muestran la
reaccién y adaptacion de las bacterias a un entorno adverso, observandose una
reduccion en el tamafio de las colonias PA-RM01 de 0.1 cm a 0.05 cm y de PA-RM03
de 1.09 cm a 0.67 cm, lo que sugiere que ambas cepas bacterianas ajustaron su tamaro
en respuesta al tratamiento (Ferreres et al. 2023), para lograr un crecimiento mas
eficiente, siendo una estrategia de adaptacion al estrés inducido por el ambiente adverso
(Yang et al. 2023).

Adicionalmente, la pigmentacion oscura observada en PA-RMO01 después del
tratamiento podria ser el resultado de la produccién de pigmentos destinados a proteger
a las bacterias contra el estrés oxidativo causado por la presencia de mercurio que se
da en las vesiculas intracelulares llamadas cromatéforos (Ma et al. 2023); estos cambios
en las caracteristicas morfolégicas sugieren que ambas cepas adaptaron su morfologia
y estructura celular para optimizar su supervivencia y adaptacion al entorno
contaminado (Imron et al. 2019), lo que como consecuencia activa el gen del operoén
Mer (Yang et al. 2023).

Las pruebas bioquimicas muestran que PA-RM03 se mantuvo positiva en
catalasa, indicando su capacidad de degradar el peréxido de hidrogeno como estrategia
para combatir el estrés oxidativo (Arrieta 2001), mientras, PA-RM0O1 permanecio
negativa sefalando una menor capacidad de neutralizar el peroxido de hidrégeno,
sugiriendo una mayor probabilidad de estrés oxidativo (Shen and Zhang 2022).

Por otro lado, PA-RM03 mostré ser negativa en oxidasa, sin embargo, PA-RMO01
fue oxidasa negativa antes del tratamiento y pasé a ser positiva después de la
dosificacién, indicando la activacion de la produccion de la enzima oxidasa en respuesta
al mercurio. La actividad de la enzima oxidasa en bacterias se relaciona con la
capacidad de producir especies reactivas de oxigeno (ROS) como parte de su
metabolismo para descomponer el peréxido de hidrogeno y protegerse del dano
oxidativo (Sanyal et al. 2023; Peng et al. 2023)

Las fuentes de carbono utilizadas por las comunidades bacterianas varian de
acuerdo al entorno en el que se encuentran, en el caso de las cepas bacterianas PA-
RMO01 y PARMO3, posiblemente haya ocurrido el uso de las vias pentosa fosfato por la
NADPH para contrarrestar el ROS (Hg*" + Oz, — Hg2+O2 como superdxido, Oze- + H20
— H>02 + O, como peroxido de hidrogeno, H,O, + Fex+ — «OH + OH- + Fes:. como
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radical hidroxilo) y la glicolisis quien descompone la glucosa de 6 carbono por
reacciones enzimaticas a NADH, ATP, 2 piruvato los que ingresan al ciclo de Krebs a
través del acetil CoA generando NADH, FADH;, CO, y ATP las que seran aprovechadas
como fuente de energia celular (Malik and Aleem 2018).

La transicion de PA-RMO01 de un estado negativo (pre) a positivo (post) en la
fermentacion de glucosa, sugiere una adaptacion hacia el uso de glucosa, indicando
una adaptacién de uso de glucosa (materia organica descompuesta) como fuente de
energia (Malik and Aleem 2018), sugiriendo que la via metabdlica usada por la bacteria
nativa es la glicolisis para la generacion de moléculas de piruvato. PA-RM03 mantuvo
su positividad en varias pruebas, mostrando que conservo sus capacidades metabdlicas
de aprovechamiento energético diverso (Gworek et al. 2020).

La pérdida de la capacidad de crecimiento en el Cetrimida Agar podria indicar
una respuesta especifica al ambiente contaminado, mientras que la persistencia del
crecimiento en el Agar Pseudomona y Agar Nutritivo resalta la existencia de informacion
en el ADN que tiene la bacteria para crecer en medio selectivos y generales. Por otro
lado, las pruebas de Simons Citrato Agar y Agar MacConkey permanecieron negativas
en ambas cepas, mostrando que su capacidad para utilizar citrato o fermentar lactosa
no se vio afectada (Rivera Flores et al. 2021); estas pruebas bioquimicas son esenciales
para comprender cdmo las bacterias se adaptan a condiciones adversas y proporcionan
informacion valiosa para la caracterizacion de las cepas (Choudhary et al. 2022).
Ademas, son herramientas fundamentales para evaluar la eficacia de tratamientos
especificos en la remediacion de entornos contaminados.

Las cepas bacterianas PA-RM01 y PA-RMO03 pertenecen al grupo taxonémico de
los bacilos Gram negativa, diferenciandose por la composicién quimica de su pared
celular (lto et al. 2023), las bacterias Gram positivas poseen una capa densa de
peptidoglicano en su pared, con un grosor que oscila entre 20 y 80 nandémetros
(Kunugiza et al. 2023); por otro lado, las bacterias Gram negativas cuentan con una
capa de peptidoglicano mas delgada, de aproximadamente 2 nanémetros, ademas de
una capa adicional compuesta por lipopolisacaridos, lipoproteinas y lipidos (Lopardo
2016; Powers-Fletcher and Smulian 2023).

El presente estudio proporcioné informacion experimental sobre la capacidad de
remocion de mercurio de las cepas aisladas de relaves mineros, mostrando que la cepa
PA-RM 01 activo la produccion de la enzima oxidasa en respuesta al estrés oxidativo,
asi mismo, en funcion a la catalasa no se mostr6 cambios. Por otra parte, la cepa PA-
RM 03 se mantuvo en catalasa positiva indicando que es una bacteria aerobia, ademas,
los ensayos frente a la oxidasa no mostraron cambios, pudiendo ser utilizadas como
tratamientos de biorremediacion en entornos contaminados. Las cepas bacterianas PA-
RM 01 y PA-RM 03 mostraron tener una gran similitud con las caracteristicas del género
Pseudomona, sin embargo, es necesario realizar pruebas moleculares para su
identificacion especifica.

4.3. Capacidad remediadora de mercurio por bacterias nativas

Los microorganismos del suelo tienen la capacidad de contribuir a la
sostenibilidad de los ecosistemas, debido a que son los principales agentes del ciclo de
los nutrientes al regular la dinamica de la materia organica del suelo (Correa 2016). Al
realizarse la descomposicion de los residuos y de la materia organica; los nutrientes en
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exceso de nitrogeno, fosforo y azufre son liberados dentro del suelo en forma de
nutrientes disponibles (Rodriguez 2016; Calheiros et al. 2018).

Al ser los materiales de desecho mas complicados de descomponer que el
material original organico, los microorganismos empiezan a descomponer los residuos
y almacenan el carbono dentro de su propia biomasa o mediante la reconstruccién de
nuevas estructuras de carbono (Rodriguez 2016).

Las bacterias por otra parte descomponen los desechos y los organismos
muertos en moléculas mas pequefas, al hacer uso de los sustratos organicos que
descomponen, lo convierten en energia, carbono y nutrientes para su supervivencia
(Julca-Otiniano et al. 2006; Barman et al. 2018).

4.4. Variacion del pH en el tiempo por influencia del metabolismo
celular bacteriana

Los resultados de la Figura 2 muestran una disminucidn constante en los valores
del potencial de Hidrégeno en las pruebas T2, T3 y T5 con respecto al tiempo, por otro
lado, las pruebas T1, T4, T6 y T7 mostraron disminucion a las 24 horas y un aumento
en el pH a las 48 horas y/o 72 horas.

La acidificacion del medio es causa aparente del metabolismo bacteriano (Tao et
al. 2016), debido a que la funcionalidad de las cepas bacterianas aisladas mostraron
una mejor remocién del metal toxico a un pH acido (Xu 2018) en la biotransformacion
del metal por bacterias nativas aisladas ( PA-RM 01 y PA-RM 03) (Kelly et al. 2003), el
potencial de hidrogeno es un factor de influencia geoquimica para la movilidad del Hg
en el suelo (Yang et al. 2007).

La disminucién del pH de 7.2 a 6.3 dio lugar a un aumento en la absorcién de Hg
(I), por las bacterias Vibrio anguillarum y E. coli. (Chen et al. 2023), no obstante, el
trabajo bacteriano a un pH de 5 a 8 son mas favorables que a otros niveles de pH
(Golding et al. 2008).

Los niveles de pH varian debido a la presencia de metal toxico, que altera el
metabolismo de las bacterias, dando un periodo de tiempo de adaptabilidad al
contaminante (Holoka 2003).

En el proceso de oxidacion de estos compuestos, se producen electrones y
protones, los protones (iones de hidrogeno) liberados durante la oxidacién de
compuestos organicos pueden aumentar la acidez del medio al liberar iones H, lo que
conduciria a una disminucion del pH en el entorno (Mohan et al. 2021).

El aumento de pH evidenciado en las pruebas T1, T4, T6 y T7 podria estar
relacionado con una fase posterior en el metabolismo microbiano de las bacterias
nativas. Donde las bacterias después de utilizar fuentes de carbono, comienzan a
cambiar su metabolismo para utilizar otros compuestos disponibles en el relave y
producir productos finales que tengan efectos alcalinizantes, como la liberacion de
hidroxilos (OH) o la utilizacion de compuestos alcalinos presentes en el relave
(Dunham-Cheatham et al. 2015).

Por lo tanto, se puede concluir que hay una correlacion positiva entre un pH acido
y la capacidad de las bacterias aisladas de relaves mineros para eliminar el mercurio.
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El ambiente acido promueve tanto la movilidad del mercurio como el proceso metabdlico
de las cepas bacterianas PA-RM01 y PA-RMO3.

4.5. Remocion de Hg por bacterias nativas aisladas

Las pruebas experimentales muestran que la cantidad de mercurio removido
aumenta con el tiempo de experimentacién, en el caso de la cepa PA-RM 01 la mayor
tasa de eliminacion ocurre a las 72 horas. Esto sugiere que las bacterias nativas
comenzaron a acumular y biotransformar el mercurio (Hg?*) a su forma elemental (Hg®),
gue es menos toxica (Jafari et al. 2015; Okino et al. 2000).

La concentracion de T1 (blanco) aumenta a las 24 horas debido a las reacciones
de adsorcién-desorcion (Figura 3). Al contener grupos funcionales como el carboxilo, el
fenol, los grupos aminos y el sulfhidrico, las moléculas que componen la materia
organica pueden formar complejos estables con los iones metalicos, lo que reduce la
movilidad del mercurio en la muestra de suelo, convirtiendo en una gran reserva de
mercurio (Dunham-Cheatham et al. 2015; Jafari et al. 2015).

La distribucion y prevalencia de las bacterias en el medio ambiente es diversa,
las que adaptan su metabolismo para sobrevivir (Rasmussen and Serensen 2001;
Holoka 2003; Caiza 2018). En respuesta a un ambiente contaminado por mercurio,
activan el operon Mer y se desarrollan como agentes de biorremediacién (Irawati et al.
2012; Ochoa-Agudelo et al. 2022).

Las altas temperaturas, los niveles bajos de oxigeno y pH favorecieron la
metilacion del mercurio (Hg?" (Gworek et al. 2020), lo que dio lugar a un valor mayor del
inicial en el mercurio, sin embargo, fue contrarrestado por las bacterias existentes en las
muestras de relave minero, quienes al adquirir humedad por el agua destilada,
temperatura idénea de crecimiento bacteriano por incubacion, y la materia organica
existente en relave minero, adaptaron su metabolismo de subsistencia, activando el gen
operdon Mer para la reduccion de la carga contaminante (Jafari et al. 2015).

El mercurio presente en las muestras disminuy6 debido al metabolismo de las
poblaciones bacterianas presentes. Se ha observado que la cepa PA-RMO01 ha
demostrado una gran capacidad de adaptacion, especialmente cuando se le suministra
una dosis optima de 1.67 ml, lo que permite que las bacterias tengan acceso a una
mayor cantidad de nutrientes, y el periodo de 72 horas evidencia activacion de los genes
de resistencia de las cepas bacterianas.
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Evidencia de sumision del articulo

1812023, 18:27 Gmail - [EA] Acuse de recibo de envio

M Gmail Lisseth HM <lissethjhm@gmail.com>

IEA] Acuse de recibo de envio

Esteban Jobbagy via Ecologia Austral <noreply@ecologiaaustral com.ar=> 18 de diciembre de 2023, 18:12
Responder a: Esteban Jobbagy =manuscritos@ecologiaaustral.com.ar=
Para: Lisseth Jazmin Huayhua Mamani <lissethjhm@agmail.com=

Lisseth Jazmin Huayhua Mamani:

Gracias por enviar el manuscrito, "La Remocion de mercurio por bacterias nativas aislada de relaves mineros:
Mercury removal by native bacteria isolated from mine tailings” a Ecologia Austral. Con nuestro sistema de gestion de
revistas en linea, podra iniciar sesion en el sitio web de la revista y hacer un seguimiento de su progreso a través del
proceso editonal:

URL del manuscrito: https:ifojs ecologiaaustral.com arfindex php/Ecologia_AustralfauthorDashboard/submission/2372
Nombre de usuario/a: lisseth_27

En caso de dudas, contactenos a manuscritos@ecologiaaustral.com.ar
Eva L. Florio

Editora de compaginacion y comunicacion

Ecologia Austral

Esteban Jobbagy

Este es un mail automatico, por favor no lo responda

Ecologia Austral - hitp-//ojs ecologiaaustral.com.ar
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Anexo 2.

Copia de resolucion de inscripcion del perfil de proyecto de tesis en formato articulo
aprobado por el consejo de facultad correspondiente

& "“a.‘
\@ “ANO DE LA UNIDAD, LA PAZ Y EL DESARROLLO™
"\._,/

UNIvg,

Ao

RESOLUCION N° 0933-2023/UPelU-FIA-CF
Lima. Nafia, 12 de diciembre de 2023

VISTO:

El expechente de los (las) bachilleres Lisseth Jarmin Husybhua Mamanl idennficado(a) con codigo
umversitario N* 201610709 y Eddy Denllson Condort Pard identificado(s) cou codigo umiversitario N* 201712481,
de 12 Escuels Profesional de Ingenseria Ambeental de Is Facultad de Ingenienia y Arquitectura de la Universidad Peruans
Unidn

CONSIDERANDO:

Que 1s Unsversidad Peruama Union Bene autonomsa académica, admin strativa y normustiva, dentro del &mbito
establecido por 1s Ley Universitaria N 30220 y el Estatuto de 1s Universidad:

Que Ia Facultad de Ingemeria y Arquitectura de I Universidad Peruana Union, mediante sus reglamentos
acadénicos y admimstiativos, b establecido las formas ¥ procedimientos par I sustantacion de §a tesis en fonuato
articulo;

Que ¢] Commté Dictasmnador ba enutido su dictamen aprobando ¢l mforme de tesis tiulado "Remocion de
mercuno por bacterias nativas sisladas de relaves muneros™, presentado por Jos{las) bachilleres Lisveth Jazmin
Huayima Mamani v Eddy Denilson Condori Parl reunsendo de esta manera las condiciones previas pam la

declaratoria de expedito para la programacién de la sustentacion:

Estando a Jo acordado en Is sesitn del Consejo de I Facultad de Ingemersa y Arguitectrs de la Universidad
Peruana Unidn, celebrads el 12 de diciembre de 2023, y en splicacidan del Estatuto y ¢ Reglamento General de
imvestigacion de Ia Universidad;

SE RESUELVE:
1. Declarw expedito a los (las) bachilleres Lisseth Jazmin Huayhuas Mamant y Eddy Dendlson Condort
Pari, para que sustenten ia tesis en formato articulo titulada "Reamocion de mercurnio por bacterias tativas

aisladas de relaves nuneros”, conducente a la oltencidn del titulo profesional de Ingemiero Amiviental,
¢l 21 de diciembre de 2023, a las 10200 homas. en el Anditorso Wellesley Muir

[

Designar el Jarado de Sustentacion, encargado de gestionar la sustentacion respectiva, el mismo que
queda constituido par Jos sigwmentes npemibros:

Presidente: Ing. Enrique Marnasi Cuela
Secretano: MSc. Loayda Abigail Condori Twrpo
Vocal 1: Muo, Juan Edwedo Vigo Rivera
Vocal 2 Ing Nancy Qurasi Rafael

Registrese, comuniquese y archivese.

7 Mg Ketty Magaly Arellano Lino
SECRETARIA ACADEMICA
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Anexo 3.

Panel fotografico de la ejecucion del proyecto de investigacion.
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Anexo 4.

Constancia de revision linglista

CONSTANCIA

Yo, JAEL CALLA CALLA d de la E.P. Ingenienia Amb I y especialista en REDACCION TECNICA AMBIENTAL ¢ idioma
extranjero (INGLES).

Realicé la revision de la redaccion y del abstract del trabajo de mvestigacion titulado “Remacion de mercurio por bacterias nativas aislada de
relaves mineros™ de los estudiantes: Lisseth J. Huayhua Mamani v Eddy D. Condoni Pari, de la EP. Ingenieria Ambiental.

Siendo ¢ resultado el siguente:
e Apmobado sin Observaciones

Constancia que se expide a peticion de la parte interesada o 19 de diciembre del 2023,

i A /
O Z
/ J

Firma
CIP: 146540
DNI: 10250002
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Anexo 5.

Constancia de revision estadistica

Juliaca 16 de diciembre de 2023
A quien corresponda:

El que suscribe Ingeniero Estadistico e Informatico Henry Pari Mamani, hace constatar
la validacion Estadistica del trabajo de investigacion de los interesados:

LISSETH JAZMIN HUAYHUA MAMANI Y EDDY DENILSON CONDORI PARI

La validacion estadistica de la investigacion denominada “Remocion de mercurio por
bacterias nativas aislada de relaves mineros™ consta de un disefio DBCA (Disefo De
Bloques Completamente Aleatorio), donde se realizo un ANOVA (Analisis de Varianza)
para determinar la influencia de las bacterias nativas sobre el componente de pH y
remocion de mercurio, teniendo los factores de tratamiento y horas, para ello
precedentemente se realizo la prueba de normalidad de Shapiro-Wilk y homogeneidad de
varianza por la prueba estadistica de Levene, posterior a ello se aplico la prueba H de
Kruskal-Wallis para los resultados no significativos de los supuestos del modelo.
Finalmente se realizo las comparaciones multiples de Tukey y Duncan para determinar

las mejores pruebas.

Se expide el presente documento a solicitud de los interesados.

ATENTAMENTE.

ING. HENRY PARI MAMANI
ESTADISTICO E INFORMATICO
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