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RESUMEN

El presente estudio tuvo como objetivo mejorar el humedal construido de
Mesapata para recuperar la calidad del agua del Drenaje Acido de Mina (DAM);
para ello, se realizd pruebas de los componentes del humedal en condiciones

controladas de invernadero.

El desarrollo de la investigacion consistio en 3 etapas, etapa de aislamiento
de Bacterias Sulfato Reductoras, evaluacion de los componentes del humedal
(tratamiento) y la etapa de monitoreo. La etapa de aislamiento del consorcio de
Bacterias Sulfato Reductoras consistio en aislar las bacterias anaerobicas
recolectadas de la estacion de muestreo de Mesapata y Pastoruri, en los medios
de cultivo que favorezcan su crecimiento tales como el medio de cultivo Postgate
B y la columna Winogradsky, bajo condiciones controladas de invernadero. En la
etapa de tratamiento se evaludé los componentes del humedal de manera
independiente y sinérgica para determinar su eficiencia en la remocion de metales
pesados respecto al tiempo. En la Ultima etapa de la investigacion se enfocé en el
control y monitoreo de parametros cualitativos en el crecimiento de las bacterias
en los medios de cultivo y los parametros fisicoquimicos y quimicos en la etapa de

evaluacion de los componentes del humedal.

Las bacterias presentaron mayor velocidad de crecimiento en la columna de
Winogradsky a comparacion del medio de cultivo Postgate B; sin embargo, en un
tiempo promedio de 2 meses estas bacterias presentaron crecimiento moderado a
alto. El ennegrecimiento del medio de cultivo y la generacibn de gases con
presencia de sulfuro (olor a huevo podrido) son las caracteristicas evaluadas

dentro del monitoreo de las Bacterias sulfato Reductoras.

En la evaluacion de los componentes del humedal, el tratamiento que
presenta mayor eficiencia de remocién de metales pesados y mejoramiento de los
pardmetros fisicoquimicos, son los tratamientos sinérgicos entre las Bacterias
Sulfato Reductoras, el compost, la grava y las plantas fitorremediadoras debido a
que presentan mayores eficiencias respecto a los tratamientos independiente de

los componentes del humedal.
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Finalmente, en la investigacion se recomienda usar el tratamiento sinérgico
de los componentes del humedal para la obtencion de mejores eficiencias en la
remocion de metales pesados y la recuperacion de la calidad de un drenaje acido
de mina y drenaje acido de roca.

Palabras clave: Humedales construidos, Bacterias Sulfato Reductoras,

drenajes acidos de mina, biorremediacion.
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ABSTRACT

The objective of this study was to improve the Mesapata constructed wetland
to recover the quality of the water from the Acid Mine Drainage (AMD); For this,
tests of the wetland components were carried out under controlled greenhouse

conditions.

The development of the research consisted of 3 stages, stage of isolation of
Sulfate Reducing Bacteria, evaluation of wetland components (treatment) and
monitoring stage. The isolation stage of the Sulfate Reducing Bacteria consortium
consisted of isolating the anaerobic bacteria collected from the Mesapata and
Pastoruri sampling stations, in a media that favor their growth, such as the
Postgate B culture medium and the Winogradsky column, under controlled
greenhouse conditions. In the treatment stage, the components of the wetland
were evaluated independently and synergistically to determine their efficiency in
the removal of heavy metals with respect to time. In the last stage of the
investigation, the focus was on the control and monitoring of qualitative
parameters in the growth of bacteria in the culture media and the physicochemical

and chemical parameters in the evaluation stage of the wetland components.

The bacteria showed a higher growth rate in the Winogradsky column
compared to the Postgate B culture medium; however, in an average time of 2
months these bacteria showed moderate to high growth. The blackening of the
culture medium and the generation of gases with the presence of sulfur (rotten egg
smell) are the characteristics evaluated within the monitoring of the Reducing
Sulfate Bacteria. In the evaluation of the components of the wetland, the treatment
that presents the highest efficiency of removal of heavy metals and improvement
of the physicochemical parameters, are the synergistic treatments between the
Sulfate Reducing Bacteria, the compost, the gravel and the phytoremediation
plants. This being due to the fact that they present greater efficiencies compared

to treatments independent of wetland components.

Finally, in the investigation it is recommended to use the synergistic

treatment of the wetland components to obtain better efficiencies in the removal of

ix
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heavy metals and the recovery of the quality of acid mine drainage and acid rock

drainage.

Keywords: Constructed wetlands, Sulfate Reducing Bacteria, acid mine
drainage, bioremediation.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

La mineria es la actividad econdmica mas importante en el Peru cuya
transferencia por canon minero supera los S/ 2600 millones con estimados de
inversiones mineras que bordean los 26 mil millones de doélares en Ancash, a
setiembre de 2020 (Instituto de Ingenieros de Minas del Pert, 2010; MINEM,
2020). No obstante, las etapas de exploracion, explotacion y concentracion de
minerales causan dafios a la salud humana y el ambiente (Loayza-Muro, 2016),
debido a que sus residuos generados son almacenados en grandes depdsitos,
llamados Pasivos Ambientales Mineros (PAM). Los PAM contienen minerales
sulfurados (pirita, galena, arsenopirita y calcopirita) que por la exposicion al
oxigeno y agua reaccionan generando Drenajes Acidos de Mina (DAM)
(Marchand et al., 2010; Martin-Crespo et al., 2016)

En la actualidad, se tiene registrado 8448 PAM'’s a nivel nacional y de estos
1479 (17%) se generan en la region Ancash. El problema se va agudizando en la

provincia de Recuay que aloja 204 pasivos mineros y 8 plantas concentradoras de

minerales (MINEM, 2019) sin planes de mitigacion de los DAM.
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Para el tratamiento de los DAM se disponen de tecnologias con tratamientos
activos y pasivos de libre eleccion (Lépez et al., 2002). Por ello, en Mesapata,
Recuay se ha implementado un sistema biotecnoldgico para el tratamiento de
estos drenajes, el cual cuenta con un sedimentador y un humedal construido con
la finalidad de neutralizar biolégicamente el pH y eliminar los metales pesados.
Sin embargo, el sistema no viene registrando eficiencias optimas de remocion de

metales por la falta de mantenimiento de este.

El Perd es un pais megadiverso con recursos mineros, segundo productor
de Cu, Zinc y Ag a nivel mundial y su economia se sustenta principalmente en
esta actividad, influyendo significativamente en las exportaciones (del orden del
61.9%), de las cuales 60.5% correspondié a los minerales metélicos (Chappuis,
2019). Ancash, es un departamento por el que discurre longitudinalmente la
Cordillera de los Andes, con sus picos mas altos en el territorio peruano; su
actividad minera a marzo de 2020 lo sitia como primer productor de Cu, Zn, Ag y
Bi a nivel nacional (MINEM, 2020). La mineria, si bien es importante para el
desarrollo nacional muestra la paradoja, ademas de ser fuente de riqueza,

también de conflictos sociales.

A diciembre de 2020, se han registrado 197 conflictos sociales, de los cuales
el 65.5% fueron socioambientales; el 64.3% (83 casos) corresponde a conflictos

relacionados a la actividad minera (Defensoria del Pueblo, 2020).

Al 2019 se reportaban 8448 PAM’'s y solo el 24% tiene acciones de
remediacion y reaprovechamiento; Recuay es la provincia de Ancash con mayor
acumulacién de PAM'’s. Esta falta de atencion ha generado desconfianza de la
poblacion ante nuevos proyectos de exploracién, explotacion y concentracion, asi
como deficiente infraestructura y de gestion por el estado, lo que finalmente ha

sido la base para la generacién de conflictos sociales (Chappuis, 2019).

Por ello, se debe implementar estrategias para remediar los ecosistemas
perturbados, entre ellos se tiene al tratamiento pasivo que esta enfocado en el
uso de humedales construidos que inmovilizan los metales pesados por diferentes

procesos bioquimicos constituyéndose asi, como una alternativa valida para la

solucién de los problemas de contaminacién generados por los DAM’s, siendo
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mucho mas barata en su implementacion y mantenimiento (Sanchez y Ferreira,
2016; Sieger et al., 2015).

1.1. Objetivos
1.1.1. Objetivo general

Mejorar el humedal construido para recuperar la calidad del
agua del Drenaje Acido de Mina (DAM) de Mesapata, Recuay,
Ancash.

1.1.2. Objetivos especificos

e Determinar el nivel de inmovilizacién de metales pesados por la

accion de las Bacterias Sulfato Reductoras (BSR).

e Determinar el nivel de inmovilizacion de metales pesados por

accion del compost.

e Determinar el nivel de inmovilizacion de metales pesados por la

sinergia de las BSR y compost.

e Determinar el nivel de inmovilizacion de metales pesados en el

humedal construido.
1.2. Hipotesis

El mejoramiento del humedal construido recuperara la calidad del agua
del drenaje acido del Pasivo Ambiental Minero (PAM) de Mesapata, que esta
sujeto a pruebas de remocion de metales en diferentes condiciones de los

componentes y condiciones sinérgicas del humedal construido.
1.3. Variables
1.3.1. Variable independiente
La variable causa es: Humedal construido.
1.3.2. Variable dependiente

La variable efecto es: La calidad del Drenaje Acido de Mina (DAM),

Mesapata.
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CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes
2.1.1. Biorremediacion de drenajes acidos

Segun (Villanueva et al., 2005), se implementd un sistema de
biorremediacion en la cancha de relave de la planta concentradora de
Mesapata, que consistia principalmente en tratar el Drenaje Acido de
Mina (DAM) con sistemas de humedales y posas de sedimentacion
(como pre-tratamiento). Ademds, el humedal incorpor6 especies
vegetales de la zona con capacidad fitorremediadora como el Juncus
imbricatus y Cyperus niger; considerando las condiciones iniciales del
DAM, pH 2.2, sulfatos 500 ppm, Fe 25 ppm, Pb 26 ppm, Cu 7 ppm; se
recuperd a pH 7.3, sulfatos 26 ppm, Fe 01 ppm, Pb 0.2 ppmy Cu 0.1
ppm. Concluyendo que la aplicacion de humedales en recupera de

manera sostenida los parametros perturbados por el DAM.

En el trabajo de (Palomino et al, 2008) denominado

“Biorremediacion de drenajes acidos con humedales altoandinos,
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Ancash - Perl” se ha evaluado la interaccion entre bacterias y
especies fitorremediadoras en humedales construidos en la Quebrada
de Rurec y Quilcayhuanca, Planta concentradora de Mesapata y el
Pasivo minero de Huancapeti. El cual, concluye que entre las
bacterias sulfato reductoras destacan los géneros Desulfovibrio y
Desulfosarcina; se han identificado 65 especies fitorremediadoras; la
capacidad de remocion de metales pesados varia segun el metal,
entre un 23% hasta un 98%.

En el trabajo de (Quiroga, 2015), “Procesos de bioprecipitacion
de metales pesados y bioreduccién de Hierro (lll) para el tratamiento
de aguas 4cidas de minas a escala de laboratorio” se experimentaron
en tres condiciones: 70% de recambio de volumen efectivo con 12
horas de tiempo de retencién, 30% de recambio de volumen efectivo
con 24 horas de tiempo de retencion y un tratamiento biolégico
(bacterias sulfato reductoras) complementado con un pre-tratamiento
quimico. Concluye que la eficiencia de remocion para la segunda y
tercera condicion fueron similares (con excepcion de Zn y sulfatos),
alcanzando una remocion de sulfatos hasta un 70% (con desventaja
en el segundo caso por generar mas sulfato en el reactor de hierro
reduccion), ~60-80% para el Fe y Zn y 95-100% de Pb y Cd, a partir
de una concentracion inicial de 2900 mg/L y 6000 mg/L de Fe y Zn,
respectivamente. Adicionalmente, se detectaron géneros sulfato
reductoras con mayor predominancia como: Desulfovibrio spp.,
Desulfobotulus sapovorans y Desulfovibrio fairfieldensis. Seguidos de:
Desulfobacter spp., Desulfobulbus spp., Desulfosarcina sp.,
Desulfonema spp., Desulfococcus sp., Desulfobacterium spp.,
Desulfobotulus sp., Desulfostipes sp., Desulfomusa sp. v,

Desulfofrigus y Desulfofaba spp.

En el trabajo de (Cadillo, 2018), “Propuesta de mejoramiento de
la calidad de las aguas acidas que drenan del pasivo ambiental de la

mina Nuncia mediante el uso de bacterias sulfato reductoras Ataquero

- Carhuaz - Ancash”, concluye que el uso de turba, paja y bosta de
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vaca generan bacterias sulfato reductoras que incrementan el pH de
1.1 hasta 6.24 del drenaje acido y disminuyen la concentracion de
cobre de 0.63 mg/L hasta 0.21 mg/L, cumpliendo la normativa
peruana de los Limites Maximos Permisibles D.S 010-2010-MINAM.

Las plantas cumplen un rol en los sistemas de biorremediacion.
Por ello, en el estudio de (Nafez Alcantara, 2016) denominado
“Estudio y seleccion de especies vegetales con potencial
biorremediador en drenajes &cidos de roca y relaves minerales de la
cuenca del rio Santa (Ancash, Pert)”, se ha recolectado de cuatro
lugares contaminados por actividades de extraccion o concentracion
de minerales (relaves de Huancapeti, Ticapampa, Santa Rosa de
Jangas y Mesapata) y de drenaje acido de roca (Pastoruri) en época
seca y humeda. De un total de 48 plantas recolectadas se han
seleccionado 20 especies tolerantes y/o hiperacumuladoras para
plata, aluminio, arsénico, boro, hierro, cadmio, cromo, cobre y plomo,
mediante el célculo del factor de bioconcentracion; entre ellas esté la
Distichia muscoides, Juncus arcticus, J. bufonius, Penicetum

clandestinum, Calamagrostis ligulata, C. glacialis y Huperzia crassa.

2.1.2. Propagacion de Bacterias Sulfato Reductoras

Se ha realizado estudios para el crecimiento y propagacion de
Bacterias Sulfato Reductoras (BSR) en condiciones de ambientes

acidos, entre ellos se tiene lo siguiente:

Segun (Elliott et al., 1998), su investigacion se bas6 en inocular
bacterias sulfato reductoras en condiciones acidas con un biorreactor
de medio poroso ascendente. Obteniendo como resultado que a un
pH de 3.25, el reactor elimina el 38.3% del sulfato de flujo y eleva el
pH del medio a 5.82. A pH 3.0, la produccién de sulfato esta por
debajo de los niveles detectables y la eliminacion de sulfato
desciende al 14.4%; sin embargo, las BSR se recuperan en la

columna después de 21 dias de funcionamiento a pH 3.0, indicando

gue estas bacterias son capaces de resistir a pH &cidos durante
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periodos prolongados. A partir de estos resultados, concluye que un
proceso con BSR seria un método viable para remediar los drenajes

acidos de mina.

En el estudio de (Gutierrez Rojas et al., 2007), “Aislamiento y
cultivo de bacterias sulfato reductoras aciddéfilas para la Produccion de
Sulfuro Biogénico para la precipitacion de metales pesados” se
estudiaron muestras de lodo en condiciones acidas provenientes de la
region altiplanica en columnas de Winogradsky, con la finalidad de
establecer consorcios de las bacterias sulfato reductoras acidofilos y
aplicarse en biorreactores para la produccion de sulfuro de hidrogeno

en condiciones acidas con residuos agricolas como materia oxidable.

Adicionalmente, (Gutierrez Rojas et al.,, 2009) en su estudio
“Cultivo a escala de laboratorio de bacterias sulfato reductoras
acidofilas y su aplicacién en procesos de biorremediacion utilizadas
para la precipitacion de metales pesados”, utiliza como fuente de
carbono el papel en desuso y acidos grasos volatiles (AGV).
Concluyendo que el mejor soporte para el estudio fue el papel,
obteniendo una produccién de sulfuro de hidrogeno alrededor de 7
nM, en mezcla 1:1 de medio Postgate C modificado y el efluente a

tratado.
2.2. Bases tedricas
2.2.1. Actividad minera en el pais y la region

La mineria en el Peri ha tenido un papel importante en el
desarrollo econdémico y social del pais; debido a su dominio
metallrgico del oro y la plata para sus diversos usos, principalmente
religiosos, desde la cultura preincaica y cultura incaica. Ademas, a
inicio de la republica se ha realizado la extraccion de minerales con
fines de exportacion, siendo el oro y plata la fuente principal. Y a

inicios del siglo XX se realizo la extraccion de cobre, plomo, zinc,

hierro, cadmio, otros metales y minerales no metalicos (Zufiiga, 1991).
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La mineria continla siendo la actividad economica mas
importante en el Pert debido a su contribucion al crecimiento y
desarrollo econdémico a nivel nacional mediante su aporte del 10% al
Producto Bruto Interno (PBI) en la Ultima década, a la generacion de
empleo, divisas y contribucién a la recaudacion fiscal; a pesar de la
crisis economica mundial producto de la pandemia por Covid-19 en el
presente afio. Segun el Boletin Estadistico Minero Edicion N°05-2021
del Ministerio de Energia y Minas (MINEM), la actividad minera ha
reportado una transferencia superior a los S/ 1781 millones, a los
gobiernos regionales y locales por concepto de canon minero,
regalias mineras, entre otros (MINEM, 2021a, 2021b). Siendo Ancash,
Arequipa, Tacna, Ica y Cuzco las regiones con mayor transferencia de

estos.

De acuerdo con el Organismo Supervisor de la Inversién en
Energia y Mineria (OSINERGMIN), la mineria en el Peru se clasifica
en gran mineria (capacidad de produccion y/o beneficio mayor a 5000
TMD), mediana mineria (capacidad de produccién menor a 5000
TMD), pequefia mineria (2000 hectareas en extension de tierras y
produccion no mayor a 350 TMD y artesanal (extension de tierras

hasta 1000 hectareas y capacidad productiva no mayor a 25 TMD).

Tabla 1. Clasificacion de la actividad minera en el Perd.

. CAPACIDAD

ESTRATO EXTENSION PRODUCTIVA
Gran mineria No aplica Mas de 5000 TMD
Mediana mineria No aplica Hasta 5000 TMD

Pequefia mineria | Hasta 2000 ha Hasta 350 TMD

Mineria artesanal Hasta 1000 ha Hasta 25 TMD

Fuente: OSINERGMIN, 2017.

Considerando las condiciones geograficas y potencial geoldgico
del Perq, segun el MINEM en el 2020 se ubicé en el segundo lugar en

la produccion mundial de cobre y plata; tercero en zinc y cuarto en

plomo, estafio y molibdeno. Mientras que, a nivel Latinoamérica
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ocupd el primer lugar en la produccion de oro, zinc, plomo y estafio;

segundo de cobre, plata y molibdeno.

PRODUCTO LATINOAMERICA MUNDO
Oro

Cobre
Plata

Zinc

Plomo
Estafio
Molibdeno

Cadmio

Roca Fosférica

Diatomita

Indio

Andalucita
yminerales relacionados

PO OO~~~ =~

Selenio 10

Figura 1. Peru en el ranking mundial de produccién minera. Fuente: MINEM, 2020.

Considerando la produccién minera en el ambito nacional, la
region Ancash en el 2020 es la principal productora de cobre, zinc y
plata debido principalmente a la Compafiia Minera Antamina S.A
(MINEM, 2020).

2.2.2. Contaminacion ambiental por actividad minera en el Peru

La mineria es la actividad extractiva con mayor relevancia e
importante contribucion al PBI de la economia nacional. Sin embargo,
esta actividad ha generado problemas socioambientales a lo largo de
su trayectoria, acumulando volimenes considerables de residuos
generados en cada una de sus etapas, siendo abandonadas por los
propietarios u operadores mineros (Doroni et al., 2020) sin la
rehabilitacion inmediata y adecuada, propiciando la aparicion de
Pasivos Ambientales Mineros (PAM’s) incrementando riesgos a la

salud humana y el ambiente (Chappuis, 2019).

Segun la dltima actualizacién (R.M. N° 238-2020-MINEM/DM
27/08/2020) del inventario de Pasivos Ambientales, se ha registrado
un total de 7956 PAM distribuidos alrededor del territorio nacional,

siendo la region Ancash con mayor influencia de estos con un total de

nnnnnn
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1235 PAM, de los cuales 23 presentan caracteristicas con riesgo muy
alto y 67 de riesgo alto; seguido por las regiones de Cajamarca (1156
PAM), Puno (921 PAM) y Huancavelica (854 PAM), como se observa

en la siguiente figura.
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Figura 2. Distribucion de PAM por regién. Fuente: R.M. N° 238-2020-MINEM/DM
27/08/2020).

Los impactos mas frecuentes generados por infraestructuras y
desechos de la actividad minera abandonada son: la contaminacion
de aguas superficiales y subterraneas, degradacion de la calidad de
los suelos, contaminacion del aire (Chavez Quijada, 2015), pérdida de
vegetacion y alteracion fisica de los paisajes (Aramburo & Olaya,
2012).

2.2.3. Generacion de Drenaje Acido de Mina

La generacion de los Drenajes Acidos de Mina (DAM) se da
principalmente por procesos de oxidacion quimica y biologica de
minerales sulfurados; se caracteriza por ser una sustancia liquida de
color rojizo, de concentraciones elevadas de iones H* (pH acidos) y
de sulfatos y metales pesados (Fe, Al, Mn, Zn, Cu, Pb, Hg, Cd, Ni)
(Aduvire, 1991; Nufez, 2020; Sgier et al., 2015).

La formacion de los DAM estan determinadas por cuatro

reacciones quimicas de la pirita (Ford, 2003), siendo las siguientes:

4 FeSy + 15 Oz + 14 H20 — 4 Fe(OH)3 | + 8 H2SO04 ... [1]
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En la primera reaccion la pirita se oxida por presencia del

oxigeno, a su vez el azufre se oxida a sulfato liberando hierro ferroso.
2FeS2+702+2H20 - 2Fe*+4S04+4H" ... [2]

En la segunda reaccion el hierro ferroso pasa a hierro férrico, la
velocidad de reaccion depende del pH acido (2-3 Optimo) en
presencia de bacterias aumentando la tasa de oxidacion (Neculita et

al., 2007) del hierro ferroso a férrico.
4Fe**+02+4H"—>4Fe* +2H0 ... [3]

La siguiente reaccidon esta dado por la hidrélisis del hierro, se
formaran precipitados de hidréxido férrico dependiendo del rango de
pH (por encima de 3.5); ademas el aluminio, manganeso, arsénico,
cobre, cadmio, plomo y zinc, precipitaran con el hierro en bajas

concentraciones.
4Fe¥ +12 H20 — 4 Fe(OH)s | + 12 H ... [4]

La cuarta reaccion esta dado por la oxidacion de la pirita u otros
metales por el hierro férrico producido en las reacciones 1 y 2,
generando un ciclo a partir de la reaccion general hasta agotar el

hierro férrico o la pirita (y otros metales).
FeS2 + 14 Fe3* + 8 H20 — 15 Fe?* + 2 S04> + 16 H* ... [5]

La liberacion de los metales en altas concentraciones son
nocivos para la actividad bioldgica, en su trayecto contaminan
cuerpos de aguas causando dafios a estructuras construidas (Lépez
Pamo et al., 2002).

2.2.4. Estrategias de remediacion de Drenajes Acidos de Mina

Las estrategias de remediacion de los Drenajes Acidos de Mina
(DAM) algunas dependen de actividades biol6gicas y otras no
(Johnson & Hallberg, 2005), llamadas tratamientos activos y pasivos,

como se muestra en la siguiente figura:

lllllll

@ OIIO) Repositorio Institucional - UNASAM - Perti



Sistema activo: aireacion y adicién de cal
— Abidtico

Sistema pasivo: drenajes anoxicos de piedra caliza

REMEDIACION Sistema Biorreactores sulfidogénicos fuera
activo de linea

—» Biologico

Humedales aerdbicos
Reactores de compostaje/humedales
Barreras reactivas permeables

Biorreactores de oxidacion de hierro

Sistema
pasivo

Figura 3. Estrategias bioldgicas y abiéticas para remediar DAM. Fuente: (Johnson &
Hallberg, 2005).

a. Sistema de tratamientos activos

Son tratamientos del tipo convencional debido a que requiere
suministro constante de productos quimicos, mano de obra y
energia artificial (Sgier et al., 2015; Taylor et al., 2005), este tipo de
tratamientos son costosos respecto al tiempo. La neutralizacion,
forma parte de este tipo de tratamientos el cual consiste en la
adicién de productos quimicos alcalinos, el cual aumenta el pH
acelerando la oxidacion quimica del hierro ferroso y provocando la
precipitacion de metales en forma de hidroxidos y carbonatos, el
precipitado generado (lodo) es rico en hierro que también puede
contener otros metales, producto de una coprecipitacion; todo ello,
depende de la caracterizacibn quimica del drenaje acido en
tratamiento (Johnson & Hallberg, 2005; Olds et al., 2013).

b. Sistema de tratamientos pasivos

Los tratamientos pasivos estan enfocados principalmente en
la mejora de la calidad del agua mediante procesos fisicos,
quimicos y biolégicos que ocurren en los humedales naturales,
neutralizando el pH y eliminando metales (Watzlaf, 1997; Zipper &
Skousen, 2014) presentes en drenajes acidos. Ademas, estos
sistemas brindan soluciones de remediacibn a bajo costo
operacional y mantenimiento, respecto a los tratamientos quimicos

tradicionales que presentan elevados costos en la remociéon del

lodo formado (Johnson & Hallberg, 2005); sin embargo, requieren
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de mayor tiempo para alcanzar su eficiencia de remocion
(lakovleva et al., 2015).

En la tabla se puede apreciar las ventajas y desventajas de

los tratamientos pasivos.

Tabla 2: Ventajas y desventajas de los tratamientos pasivos.

Ventajas

Desventajas

No requieren energia eléctrica.

No requieren
mecanicos o]
guimicos peligrosos.

equipos
productos

No requieren operacién de
mantenimiento diario.

No requieren energia eléctrica.

Puede presentar fallas debido a
un deficiente disefio.

Son tecnologias en investigacion
por lo que el rango de error
incrementa si esta no cumple un

. disefio adecuado
= Son sistemas naturales vy

pueden albergar plantas.

= NoO son muy costosos

Fuente: (Ford, 2003).
2.2.5. Tratamiento pasivo abiotico
a. Drenajes anoxicos de piedra caliza (ALD)

Se caracterizan por ser pozos de 1 a 2 m de profundidad,
compuestas por piedras caliza u otro material calcéareo, cubierta
con tierra arcillosa y geomembrana para evitar el contacto del DAM
con el oxigeno, garantizando condiciones andxicas, la presencia de
oxigeno o aluminio obstruird el sistema provocando fallas. La
finalidad de este sistema se enfoca en convertir el agua acida en
aguas con exceso de alcalinidad (Ford, 2003; Taylor et al., 2005;
Zipper & Skousen, 2014).

Figura 4. Drenajes andxicos de piedra caliza. Fuente: (Ford, 2003).

2.2.6. Tratamientos pasivos biologicos
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Este tipo de tratamientos se enfocan en la biorremediacion
mediante el uso de microorganismos capaces de generar alcalinidad
e inmovilizacion de metales. Los sistemas mas conocidos y usados a
gran escala son los humedales construidos y biorreactores de

compost (Johnson & Hallberg, 2005).
b. Humedales aerobios

Son sistemas para tratar aguas ligeramente 4cidas y alcalinas
que contienen elevadas concentraciones de hierro. Estas se
caracterizan principalmente por ser sistemas de poca profundidad
con la finalidad de reducir los sélidos disueltos; y tener plantas
macrofitas que cumplen la funcion de aireacion al flujo de agua
mediante sus raices, permitiendo la oxidacion del hierro ferroso (Fe
disuelto) a hierro férrico. El precipitado formado son retenidos en
las superficies de las plantas o en la parte inferior del humedal
construido (Ford, 2003; Johnson & Hallberg, 2005; Taylor et al.,
2005; Zipper & Skousen, 2014). Las reacciones que ocurren en

este tratamiento esta detallado en la ecuacion [3] y [4].

Figura 5. Humedales construidos aerobios. Fuente: (Ford, 2003).

Complementariamente a este tratamiento se disefia un
sistema de sedimentacion previo, con la finalidad de retener la
mayor parte de solidos suspendidos e incrementar el tiempo de
vida util del humedal aerobio por acumulacion de particulas (Zipper
& Skousen, 2014).

c. Humedales anaerdébicos

Los humedales anaerbbicos son estanques de retencion de
agua, compuesta por materia organica (compost) y piedra caliza,
gue neutralizan la acidez y reducen los metales en forma de sulfuro

(Ford, 2003). Estos procesos se desarrollan por presencia de
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actividad microbiana generada por las Bacterias Sulfato
Reductoras (BSR), influyendo en el incremento de la alcalinidad
como bicarbonato (HCO?) y la reduccién de sulfatos (SO4%) (Zipper

& Skousen, 2014); como se muestra en la siguiente ecuacion:

2 H20 + S04 + C(materia organicay — H2S + 2 HCO3"(bicarbonato alcalino)
.[6]

Las BSR utilizan la materia organica como fuente de carbono
y el sulfato como aceptor de electrones garantizando su

crecimiento (Taylor et al., 2005).

L A 'r.lr'r LI 1'."' L g
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Ml | 1 1 1 1 1 1,

Figura 6. Humedales construidos anaerobicos. Fuente: (Ford, 2003).

El proceso de reduccion bioldgica del sulfato que ocurre en el
tratamiento  anaerébico a condiciones anoOxicas (Bajas
concentraciones de O2) (Obreque-Contreras et al., 2015), similar a
los humedales naturales, el mecanismo para determinar dicho
proceso es la presencia de burbujas con gases de sulfuro (H2S),
olor caracteristico a “huevo podrido”. La reduccién de sulfato
provoca la formacién de sulfuros metalicos que son depositados en
el sustrato (Zipper & Skousen, 2014), dicho mecanismo esta

detallado en la siguiente reaccion:
M + SO4% + CH20 — MS + HCOs ... [7]

La alcalinidad también es generada por la disolucién de la
piedra caliza dentro del sustrato, generandose la siguiente

reaccion:

CaCOs + H* — Ca?* + HCO3z ... [8]

nnnnnn
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La generacion de bicarbonato (HCO3) es una fuente de
alcalinidad que neutraliza los iones de H*, elevando el pH y
mejorando las condiciones para la precipitacion de metales
solubles presentes en el DAM, esta reaccion se detalla en la

siguiente ecuacion:
HCOs + H* > H20 + CO2(aq) ... [9]

d. Barreras reactivas permeables

El uso de este sistema se enfoca en el tratamiento de aguas
subterraneas contaminadas; su disefio se enfoca en la excavacion
de una zanja o pozo en el flujo del agua subterranea, compuesta
por capas de materia organica y piedra caliza, para la remediacién
de DAM que se encuentran en columnas de agua. Los procesos
gue ocurren dentro del sistema generan alcalinidad (mejorando las
condiciones para la precipitacion de metales) y eliminacién de
metales como sulfuros, hidroxidos y carbonatos (Johnson &
Hallberg, 2005; Taylor et al., 2005).

- P o= s

-
Acid Influent ‘j
>

Treated Effluent

Sulphate Reduction
in organic layer
(reactive barrier)

Figura 7. Barreras Reactivas Permeables. Fuente: (Taylor et al., 2005).

e. Biorreactores de oxidacién de hierro

El tratamiento se enfoca en la oxidacién de hierro ferroso a
hierro férrico mediante actividad microbiana, presentes a

condiciones acidas de DAM, entre ellas se tiene a las bacterias

Acidithiobacillus ferrooxidans. La aplicaciéon de estas bacterias en
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una columna de lecho compacto ayuda a la reduccion del hierro
como sucede en los humedales construidos anaerébicos (Zipper &
Skousen, 2014).

f. Sistemas de produccidn sucesiva de alcalinidad (SAPS)

Este sistema es un humedal construido de flujo vertical es la
integracion del mecanismo de tratamiento del humedal anaerdbico
y el ALD con la finalidad de compensar las limitaciones de ambos
tratamientos (Kepler & McCleary, 1994). Se compone de
compuestos organicos y alcalinos a una profundidad de 1 a 3 m, el
substrato inferior es piedra caliza y sirve para neutralizar el pH;
mientras que la capa superior es materia organica donde se reduce
el sulfato y el Fe3* se transforma en Fe?* (Skousen et al., 1998).

, .y
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Figura 8. Sistemas de produccién sucesiva de alcalinidad (SAPS). Fuente:
(Taylor et al., 2005).

2.2.7. Seleccion adecuada para el tratamiento de drenaje acido de mina

De acuerdo con las estrategias mencionadas anteriormente se
debe tener en cuenta que cada una cumple un mecanismo de
remediacion diferente; por ello, con la finalidad de obtener eficiencias
adecuadas en la neutralizacion de pH, remocion de metales y

sulfatos, se debe considerar la caracterizacién quimica del DAM a

tratar.
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TRATAMIENTOS PASIVOS EN
FUNCION DE LAS
CARACTERISTICAS DEL DRENAJE
AGUA NETAMENTE AGUA METAMENTE ACIDA
ALCALINA
OXIGENO DISUELTO BAJO OXIGENO
Fe™, Al<1 mg/ DISUELTD ALTO
DO>5 mg/l
ACIDEZ (Fe+Mn}<150 mg/| ACIDEZ (Fe+Mn)>150 mg/| v
DO<2 mg/| DO=2-5 mg/ Fe", Al>1 mg/
Fe™'<10% Fe total Fe™=10-25 % Fe total
PH>4,5 TEST CON CALIZA TEST COMN CALIZA a
PREDICE. AGUA PREDICE AGUA Pr<t.5
MET, ALCALINA NET, ACIDA
ALD J
ACIDEZ<300 mg/| | ACIDEZ>300 mg/
SAPS
HUMEDAL HUMEDAL + HUMEDAL
AEROSI0 AMAERCEIO HUMEDAL AMAERCEIO
AEROBIO
D0 = OXIGEND DISUELTO

Figura 9. Diagrama de flujo para seleccionar el sistema o la combinacion de sistemas
para el tratamiento pasivo de drenajes acidos de mina. Fuente: (Lopez Pamo et al.,
2002).

2.2.8. Humedales construidos

Los humedales construidos o también llamados humedales
artificiales son tratamientos no convencionales de bajo costo de
operacion y mantenimiento, que simulan los procesos que ocurren en
los humedales naturales (Hernandez & Sulbaran, 2017; Kivaisi, 2001,
Kleinmann, 1998) como la sedimentacion, degradacion microbiana,
accion de las plantas, absorcion, reacciones quimicas y volatilizacion
(Badillo et al., 2016). Estos humedales construidos se clasifican en
humedales de flujos subsuperficiales y superficiales y se subdividen
de acuerdo a la direccion de flujo en verticales y horizontales
(Hernandez & Sulbaran, 2017).

La mejora de la calidad del agua de una fuente de DAM depende

del objetivo de disefio del sistema; entre ellos se tiene lo siguiente:

Tabla 3: Procesos de acuerdo con el objetivo de la remediacion.
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Objetivo Procesos

= Oxidacion e hidrélisis abidtica y bidtica.

= Reduccién de metales (formacién de
sulfuros metalicos).

» Precipitacion.

= Filtracion.

» Sedimentacion.

= Remocién de metales.

Adsorcion.
Absorcién de las plantas.
= Remocién de sulfatos. = Bacterias sulfato reductoras.
= Disolucion de caliza
= Neutralizacion de acidez * Precipitacién reductora de hierro y
azufre.

Fuente: (Langergraber et al., 2020).
2.2.9. Mecanismos de remocién de metales en humedales construidos

Los mecanismos de remocion de metales esta explicito a la
interaccién de los diversos procesos que ocurren en los humedales
construidos, las concentraciones del efluente a tratar, la carga masica

y el tiempo de retencion hidraulica (Ong et al., 2008).
a. Precipitacion

Es el mecanismo principal de remocion de metales en los
humedales, en forma de sulfuros, carbonatos e hidroxidos. La
solubilidad de estos dependera del pH del agua, del potencial
redox, y el estado de oxidacién; mientras que, la velocidad de
precipitacion e hidrélisis dependera principalmente del pH (Neculita
et al., 2007).

La precipitacion de sulfuros es el mecanismo de eliminacion
de contaminantes debido a que los sulfuros metalicos son
altamente insolubles y menos biodisponibles en comparacién con
los otros metales; sin embargo, todo esto dependera de las
condiciones de reduccion de sulfatos, establecidas correctamente
(Neculita et al., 2007; Nufiez, 2020).

b. Intercambio i6nico

El intercambio de iones implica la unién fisica de iones,

generalmente cationes, a la superficie de las particulas de arcilla y

materia organica del suelo. Los metales pesados poseen una alta
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afinidad a los acidos humicos, las organoarcillas y los Oxidos
recubiertos con materia organica; debido a que, presentan grupos
funcionales fendlicos (CeH4OH), carboxilos (-COOH) e hidroxilos (-
OH) (Fu & Wang, 2011; Ong et al., 2008), generando una alta

capacidad de adsorcion de cationes (Porta Casanellas et al., 2003).

La retencion de metales en los humedales depende
significativamente del tipo de sustrato y el nimero de sitios sobre
las cuales los metales pueden ser intercambiados, siendo el pH el
pardmetro determinante en la capacidad de intercambio idnico
(Ong et al., 2008).

Na* Solucién in 2
del
sustrato

Ca™?

NH,"
Mg+2
Particula de Intercambio entre cationes NH,*
materia organica disueltos en la solucion del
(humus) sustrato y retenidos por las Particula de
particulas. arcilla

Figura 10. Particulas con capacidad de intercambio cationico. Fuente: (Guevara,
2012).

La retencion de metales mediante el intercambio catidénico en
los humedales anaerobicos varia a lo largo de la vida del sistema.
A principios del funcionamiento del sistema de humedal la
captaciéon de metales disueltos sobre sitios organicos (materiales
del sustrato) sera un proceso importante; sin embargo, con el paso

del tiempo y en medida que el pH del humedal disminuya por la

interaccion con el DAM, los sitios de intercambio llegaran a estar
saturados (Neculita et al., 2007; Ong et al., 2008).
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Ademas de los intercambiadores cationicos mencionados, los
oxihidroxilos de hierro y aluminio pueden llegar a actuar como
intercambiadores anionicos, a diferencia de las particulas de
humus y arcilla, no tienen carga residual negativa, sino positiva,
generando la posibilidad de retener sulfatos y otros aniones
(Neculita et al., 2007).

c. Adsorcion

La adsorcion es un proceso de superficie que se refiere a la
unién quimica de iones a las particulas del suelo, este tipo de union
es mas fuerte y permanente respecto a la unién generada en el
intercambio i6nico. Por ello, varios metales y compuestos
organicos, como el fosfato, pueden inmovilizarse en el suelo
mediante la quimisorcion con arcillas y materia organica, asi como

con 6xidos de hierro y aluminio (Ong et al., 2008).
d. Complejacién

Es la reaccion generada entre un ligando (compuesto
organico capaz de enlazarse a un centro metélico) con un catién
metalico (ion con carga eléctrica positiva) para formar un complejo
metalico (Guevara, 2012; Maine et al., 2016). El ligando se
encuentra principalmente en las sustancias humicas de los suelos
(Garcia et al.,, 2002), los acidos fulvicos forman complejos
metalicos mas solubles, biodisponibles y méviles debido a su
menor tamafio molecular y gran contenido de grupos funcionales
acidos; mientras que, los acidos humicos inmovilizan y acumulan el

metal en la fase sdlida del suelo (Stevenson, 1995).
e. Microorganismos

Segun Garcia et al., 2002; Ong et al, 2008, Ilos
microorganismos presentes en los humedales eliminan la materia
organica soluble, coagulan el material coloidal, estabilizan la

materia organica y convierten la materia organica soluble y coloidal.

Estos microorganismos requieren tolerancia de oxigeno disuelto,
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temperatura, pH y nutrientes para transformar el nitrégeno,
manganeso, azufre y carbono segun el potencial redox y el pH del

entorno local.

En los sistemas de humedales, las bacterias se encuentran
generalmente en superficies soélidas de plantas, materia organica
en descomposicion y el entorno de los sedimentos. La mayoria de
las bacterias son heterotrofas (obtienen alimento y energia a partir
de compuestos organicos) y algunas son autoétrofas (sintetizan

moléculas organicas a partir de carbono inorganico COy).

Los hongos son organismos heterotrofos y cumplen un rol
importante en los humedales porque intervienen en proporcién
significativa al reciclaje de carbono y otros nutrientes. La inhibicién
de estos hongos por metales toxicos u otras sustancias quimicas,
se reducira el ciclo de los nutrientes limitando la productividad
primaria de las algas y las plantas superiores presentes en el
humedal (Ong et al., 2008).

f. Plantas macrofitas

En la mayoria de los humedales las plantas macréfitas son el
componente estructural vegetativo dominante por que contribuyen
a la capacidad de tratamiento, mediante la eliminacion o
acumulacion de metales pesados. Este tipo de plantas se clasifican
en emergentes, flotantes o sumergidas de acuerdo con el tipo de
crecimiento en estos sistemas (Garcia Serrano & Corzo
Hernandez, 2008; Ong et al., 2008).

Las plantas emergentes se caracterizan por tener la parte
aérea emergiendo por encima de la linea de flotacién y el aire, y
una estructura extensa de sus raices y rizomas, enraizadas en el
suelo. Mientras que, las plantas sumergidas o flotantes, por lo
general no tienen sus raices en el suelo, normalmente cuelgan en

la columna de agua debajo de la superficie, y sus hojas y tallos son

flotantes cubriendo la superficie (Ong et al., 2008).
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La presencia de este tipo de plantas en los humedales
proporciona area de adhesion y crecimiento microbiano en la
columna de agua y la rizosfera, y contribuye en los procesos de
precipitacion, adsorcion, intercambio i6nico y otros procesos
bioquimicos inducidos por la rizosfera. Ademas, la seleccion de las
plantas debera basarse principalmente en la tolerancia de los
metales y el é&rea superficial en la rizosfera que en la
fitoacumulacion de metales (Karathanasis & Johnson, 2003; Ong et
al., 2008).

2.2.10. Bacterias Sulfato Reductoras

Las Bacterias Sulfato Reductoras (BSR) son microorganismos
procarioticos (ausencia de membrana nuclear) con capacidad de
realizar una reduccion disimilatoria (presencia de oxigeno nula) de
sulfato a sulfuro como parte de su proceso bioenergético. Estas
bacterias habitan en ambientes anodxicos (sedimentos, acuiferos,
aguas subterraneas, rizosferas de plantas, tracto gastrointestinal de
animales, emisiones hidrotermales, etc.), donde desarrollan una
biomineralizacion anaerdbica (Lopez & Fuentes, 2015; Muyzer &
Stams, 2008).

Estas bacterias tienen un papel muy importante en el ambiente
debido a su contribucién al ciclo biogeoquimico del azufre y el
carbono (Odom & Singleton, 1993). La mayoria de estas bacterias
pertenecen a uno de los cuatro linajes: (i) las proteobacterias con los
géneros  Desulfovibrio, Desulfobacterium, Desulfobacter vy
Desulfobulbus; (i) las bacterias Gram-negativas termofilas del género
Thermodesulfovibrio; (iii) las bacterias Gram-positivo con el género
Desulfotomaculum; y (iv) las Euryarchaeota con el género
Archaeoglobus (Thauer et al., 2007). La aplicacion de estas bacterias
presentan aspectos positivos y negativos; entre los aspectos positivos
son: la participacion en el ciclo biogeoquimico del azufre y carbono, la

remocién de metales pesados de aguas y sedimentos, la remocion de

sulfatos y la remocion de azufre del petréleo y carbédn; entre aspectos
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negativos se tiene: la corrosion de metales en estructuras enterradas
y sumergidas, el ennegrecimiento y decoloracion de productos, la
biodeterioracion de concreto y materiales de construccion, la
produccién de malos olores y la devaluacion del petréleo y la gasolina
(Lopez & Fuentes, 2015).

-

Sulphur oxides <&
in atmosphere

Dry deposition of

a3 Acidic precipitation
Sulphur dioxide from sulphate and sulphur liain and snow)
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Figura 11. Ciclo del sulfuro. Fuente: (Muyzer & Stams, 2008).

La remocion de metales pesados en aguas contaminadas por
accion de las BSR esta determinada por un proceso de dos etapas: (i)
oxidacion de compuestos organicos (lactato, acetato, propionato)
usando el sulfato como aceptor de electrones y generando sulfuro de
hidrégeno y el ion bicarbonato (ecuacion 10); (ii) reaccion del H2S con
los metales pesados (Cu, Zn, Ni, etc.) disueltos para formar sulfuros
metalicos insolubles (ecuacion 11) (Lopez & Fuentes, 2015; Thauer et
al., 1977).

2 CH20 + SO42” — H2S + 2 HCO®* ... [10]

Me?* + H2S — MeS + 2 H* (Me = Metal) ... [11]
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2.2.11. Aislamiento de Bacterias Sulfato Reductoras

El aislamiento de las bacterias permite obtener la caracterizacion
fenotipica de una determinada especie respecto al resto de
microorganismos presentes en el ambiente (Lee et al., 2009). Para el
cultivo de las BSR existen medios especificos que se han modificado
a lo largo del tiempo (Gutierrez Rojas et al., 2007), entre ellos se tiene

los siguientes medios de cultivo:

Tabla 4: Contenido del medio de cultivo Postgate.

Reactivos (g/L) Postgate A Postgate B Postgate C
KH2PO4 0.5 0.5 0.5
CaS0q4 1.0
NaSO4 4.5 1.0

NH4CI 1.0 1.0 1.0
MgSO4*7H20 2.0 0.06 2.0
CaCl,*6H,0 0.06 1.0

Lactato de 3.5 6.0 35
sodio

Citrato

Trisédico 03
Extracto de 10 10 10
levadura
FeSO4*7H.0 0.5 0.004 0.5
Ascorbato 0.1 0.1
Tioglicolato 0.1 0.1
Agar 15.0
purificado
Agua comun 1000 mL 1000 mL
Agua destilada 1000 mL
pH 7.0-75 7.5 7.6
Notas Contiene precipitado Medio limpio
Lote de

Enriquecimiento y

L cultivo de L
Uso crecimiento de Enumeracion
: mayor
cultivos puros :
capacidad

Fuente: (Gutierrez Rojas et al., 2007).
2.2.12. Factores inhibitorios en la actividad de las BSR

La velocidad de la actividad microbiana de las BSR en los
humedales depende de caracteristicas del ambiente en las que se

encuentre, Neculita et al., (2007) menciona lo siguiente:

nnnnnn
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- Las bacterias necesitan un medio anaerébico y un
microambiente andxico, reducido con un potencial redox (Eh)
inferior a 2100 mV.

- La temperatura de funcionamiento afecta el crecimiento
bacteriano, la cinética de la descomposicion del sustrato
organico y la solubilidad del sulfuro de hidrégeno. Toleran
temperaturas por debajo de 25 a 75°C.

- Las temperaturas bajas afectan la capacidad de las bacterias
para aclimatarse, pero una vez aclimatadas a temperaturas
mas altas, las BSR no se ven afectados por las bajas
temperaturas.

- Requieren soporte soélido (arena y/o grava), sobre el cual
pueden establecer microambientes para su supervivencia a
condiciones bajas extremas de pH o elevadas
concentraciones de oxigeno.

- La presencia de superficies porosas incrementa la tasa de
reduccion de sulfato; por lo que, el area de superficie y el
tamafo de los poros debe equilibrarse.

- El uso de compost en el sustrato mejora la eficiencia del
sistema por tener una conductividad hidraulica aproximada de
1x10% cm*st. Deben tener un espesor minimo de 0.60 m en
el sistema, pero menor a 0.90 m para evitar la compactacion y
la reduccién de la permeabilidad.

- La precipitacion de sulfuros metalicos ocurre por lo general
dentro de 3 a 5 dias; por ello, un Tiempo de Retencién
Hidraulica (TRH) muy corto evitaria la neutralizaciéon de la
acidez y la precipitacion de metales o la eliminacion de la
biomasa; mientras que, un TRH mas prolongada puede
implicar el agotamiento de materia organica disponible.

2.2.13. Limites Maximos Permisibles

La normativa peruana define a Los Limites Maximos Permisibles

(LMP), como la medida de la concentracion o grado de elementos,
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sustancias o0 parametros fisicos, quimicos y biologicos, que
caracterizan a un efluente o una emision, que al ser excedida causa o
puede causar dafios a la salud, al bienestar humano y al ambiente
(MINAM, 2010).

2.3. Definicién de términos

2.3.1.

2.3.2.

2.3.3.

2.3.4.

2.3.5.

Bacterias Sulfato Reductoras

Son bacterias quimiolitétrofas que disponen de sulfato como
aceptor final de electrones en la degradacion de materia organica,
realizan el proceso de sulfato reduccion, produciendo H2S (sulfuro)
(Odom & Singleton, 1993).

Anaerobiosis

Capacidad que poseen algunos organismos, como hongos,
bacterias, parasitos, etc., para vivir o desarrollarse en un ambiente

sin oxigeno molecular libre (Ivanovic & Vlaski-Lafarge, 2016).
Pasivo Ambiental

Son aquellas instalaciones o depdésitos producidos por la
actividad minera durante y después de su extraccién, poniendo en
riesgo la salud, calidad de vida y el ambiente, que tienen la
necesidad de ser restauradas, mitigadas o compensadas por el
impacto ambiental o impacto no gestionado (Aramburo & Olaya,
2012; Congreso de la Republica & MINAM, 2004).

Biorremediacion

Es un método de remediacién ambiental basada en el uso de
microorganismos con la capacidad de degradar contaminantes,
convirtiéndolos mas simples y menos toxicos, y/o contribuir a la

mitigacion de la contaminacion (Willis Poratti, 2016).
Humedales

Son zonas de transicion entre los sistemas acuaticos y

terrestres cuyos suelos se encuentran permanentemente o
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periodicamente inundados o saturados, con presencia de plantas
hidrofitas (Alejandro et al., 2010).

2.3.6. Materia organica

Es producto o materia elaborada de compuestos organicos
enriquecidas en carbohidratos, ligninas y proteinas, que contribuyen
al crecimiento de las plantas a través de sus propiedades fisicas,

guimicas y biologicas (Bonel et al., 2005).
2.3.7. Sulfurogénesis

Es la degradacion de sulfato, aceptor de electrones, a sulfuro
de hidrogeno en condiciones anaerObicas por presencia de la

actividad microbiana (Odom & Singleton, 1993).
2.3.8. Metales pesados

Uno de los varios elementos metalicos con masas atomicas
elevadas como por ejemplo el mercurio, el cromo, el cadmio, el
arsénico o el plomo (US EPA, 2021).

2.3.9. Fitoacumulaciéon

Consiste en la absorcion de metales contaminantes mediante
las raices de las plantas y su acumulacion en tallos y hojas
(Delgadillo-L6pez et al., 2011).

2.3.10. Sinergia

Accién de dos o mas causas, para realizar una funcion, cuyo
efecto es superior a la suma de los efectos individuales (Real

Academia Espafiola, 2021).

nnnnnn
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CAPITULO Il

MARCO METODOLOGICO

3.1. Tipo de investigacion

La investigacion se desarrolla en un enfoque cuantitativo de tipo
experimental. Segun Hernandez Sampieri et al., (2014), se utiliza la
recoleccion y andlisis de datos para comprobar la hipétesis a partir de una

medicién numérica.
3.2. Disefio de investigacion

Se utilizé un disefio del tipo experimental. Debido a que se manipula la
variable independiente, se mide la variable dependiente y existe un control
para la validez de la experimentacién (Hernandez Sampieri et al., 2014). Por
qué, el enfoque de esta investigacion se desarrolla en la instalacion de

grupos experimentales para determinar el nivel de inmovilizacion de metales

en diferentes condiciones sinérgicas.
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Aislamiento de BSR

I rre - "V - 7= 1 |
| v v ¥ |
'| Preparacion de medio Recoleccién de Monitoreo v control del |
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* BSR: Bacterias Sulfato Reductoras

Figura 12. Resumen del disefio de investigacion.

3.3. Descripcion de las estaciones de muestreo
3.3.1. Estacién de muestreo Pastoruri

La estacion de muestreo Pastoruri es un bofedal con presencia
de plantas macrofitas, se encuentra ubicada al margen derecho de la
salida del circuito de la ruta del Cambio Climatico aproximadamente
a 500 metros de la zona de parqueo. Pastoruri, presenta un clima
Frio de Montafia Tropical y el clima Frio Templado de Montaia
Tropical de acuerdo con la clasificacién climatica de Kdppen. La

geomorfologia corresponde a la Formacién Chicama, caracterizado

por lutitas gris oscuras a negras (Durand et al., 2009).
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Figura 13. Ubicacién de puntos de muestreo Pastoruri. Fuente: Google
Earth.

3.3.2. Estacion de muestreo Mesapata

La estacién de muestreo de Mesapata se encuentra ubicada en
el Pasivo Ambiental Minero (PAM) de Mesapata, a 300 m
aproximadamente de la Planta Concentradora de Minerales
Mesapata, del Centro Poblado de San Miguel en el distrito de Catac,
provincia de Recuay, departamento de Ancash a una altitud entre los
3520 - 3600 msnm aproximadamente, al Sureste de la ciudad de
Huaraz a 36,5 Km., en el trayecto Catac — Chavin y al margen

izquierdo del rio Yanayacu.

El PAM de Mesapata es la acumulacion o deposito de residuos,
producto del procesamiento de minerales sulfurados de plomo, plata,

zinc y cobre, generadas en su etapa de funcionamiento de la planta
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concentradora de minerales “Mesapata”. Esta planta concentradora
es administrada por la Universidad Nacional Santiago Antunez de
Mayolo a partir del afio 1993; en su etapa de funcionamiento la
planta concentradora contaba con una capacidad nominal de 200
TPD.

Ademas, este PAM se encuentra dentro del bofedal el cual
cuenta con sistema de biorremediacion que recolecta los DAM
generados, el sistema estad compuesto por un pretratamiento (zanjas
de decantacion) y canales de tratamiento (humedales construidos de
flujo superficial) compuestas por humus, arena y planta

fitorremediadoras.
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Figura 14. Mapa de ubicacion de puntos de muestreo Mesapata. Fuente: Google Earth.

3.4. Métodos o técnicas

En este apartado se identifica los métodos y técnicas correspondientes

a cada una de las etapas planteadas en la presente investigacion, el cual

esta dado por lo siguiente:
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3.4.1. Preparacion de medios de cultivo para el aislamiento de
Bacterias Sulfato Reductoras

El aislamiento de las Bacterias Sulfato Reductoras se ha
desarrollado en dos medios de cultivo diferentes; entre ellos, el

medio de cultivo Postgate B y la columna Winogradsky.

a. Preparacion de medios de cultivo Postgate B

De acuerdo con Barton y Tomei (1995), el medio de cultivo se

compone por lo siguiente para una solucién de 1L:

Tabla 5: Composicién del medio de Postgate B.

MEDIO POSTGATE B, ref. Segun Barton y Tomei, 1995
COMPOSICION CANTIDAD
KH2POa4 05¢
NH4CL 1g
CaSO0O4 1g

MgSOa4.7H20 29
Lactato de sodio 3.5 g (5mL al 50%)
Extracto de levadura 19
FeSOa4 05¢g
Acido ascorbico 0.1g
Acido thioglicélico 0.1g
Agua destilada 1L

Sin embargo, se ha reemplazado y afiadido algunos reactivos a
la composicién del medio de cultivo, presentando la siguiente
composicién para 1 L de solucion.

Tabla 6: Composiciéon del medio de Postgate B Modificado
(Adaptado de Barton y Tomei, 1995)

SOLUCION COMPOSICION CANTIDAD
KH2PO4 05¢g
NHaCL 1g
SOLUCION A CaSOa4 1g
MgSO4.7H20 29
Yogurt 5mL
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Extracto de 1
levadura g
FeSOa4 05¢g
Acido ascérbico 0.1g
Acido thioglicolico 0.1g
Agua destilada 800 mL
. Agar-agar 5
SOLUCION B g g. 2
Agua destilada 200 mL

Teniendo en cuenta la composicibn se prosiguié con la

preparacion del medio de cultivo, de la siguiente manera:

- Solucion A: Se pes6 los insumos de la solucién A, teniendo en
cuenta las cantidades detalladas en la tabla 7. Los componentes
debidamente pesados se disolvieron en una solucion de 800 mL
de agua destilada. Luego de la remocion y obtenciéon de una
solucion homogénea se prosiguié con la esterilizacion a una

presion de 15 libras por un periodo de 15 minutos.

- Solucion B: Se pes6 y disolvié el agar en una solucion de 200 mL
de agua destilada; luego se esterilizd6 a una presion de 15 libras

por un periodo de 15 minutos.

Las soluciones A y B obtenidas luego del periodo de
esterilizacion, fueron mezcladas a una temperatura no menor a 70

°C y fueron distribuidas en botellas PET esterilizadas.

Con la finalidad de obtener mayor propagacion de bacterias se

realizo el repique de las muestras de las bacterias sulfato reductoras

con las siguientes caracteristicas del medio de cultivo, denominado
Postgate B Mod-O.
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Tabla 7: Composicion del medio de Postgate B Mod-O.

SOLUCION COMPOSICION CANTIDAD
KH2PO4 0.1g
hipoclorit) 4ml
CaSOq4 1g
MgS0a4.7H20 29
) Acido acético al 5% 5 mL
SOLUCION A (comercial)
Extracto de levadura 19
FeSOa4 05¢g
Acido ascorbico 059
Acido thioglicolico 059
Agua destilada 800 mL
SOLUCION B Agar-ag-ar > 9
Agua destilada 200 mL

El mecanismo de preparacion se desarrollé de manera similar a

la preparacion al medio de cultivo Postgate B Modificado.

b. Preparacion de la columna de Winogradsky

La columna de Winogradsky tiene la siguiente composicion:

Tabla 8: Composicién de la columna Winogradsky (adaptado de
Velasquez 2017)

INSUMOS CANTIDAD

Aserrin 200 mL

Compost 200 mL
Yeso (CaS04 2-H20) 5SmL
Bicarbonato de sodio (NaHCO5) 5mL

Papel toalla licuado 340 mL

Lodo 80 mL
Relave de Mesapata 15L

Se realizo la medicion de la cantidad indicada en la tabla 8 de
cada insumo con ayuda de una jarra de plastico de 500 mL de

capacidad maxima. Para uniformizar la mezcla de los insumos se

utilizé un balde de 4 L de capacidad.
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3.4.2. Recoleccién de muestras y aislamiento de las Bacterias Sulfato

Reductoras
a. Muestreo de Bacterias Sulfato Reductoras

La recoleccion de las muestras se realizé en frascos de
plasticos pequefios (80 mL) con tapa, estas fueron llenadas

completamente para reducir la presencia de oxigeno. Los puntos de

muestreo estan determinados por las siguientes coordenadas:

Tabla 9: Distribucién de puntos en las estaciones de muestreo.

Estacion Caodigo Fecha C)(()ordenadas U;I(-M
P-01 06/12/20 260608.8 8904390.2
P-02 06/12/20 260613.5 8904388.3

Pastoruri
P-03 06/12/20 260621.1 8904376
P-04 06/12/20 260622.6 8904359.5
M-01 06/12/20 233607.0 8917817.0

Mesapata M-02 06/12/20 233633.0 8917762.0
M-03 06/12/20 233648.0 8917787.0
M-04 06/12/20 233661.0 8917797.0

Figura 15. Vista panoramica del bofedal de Pastoruri.

= P-01l: Se encuentra ubicado al borde del bofedal con

presencia de agua superficial con un flujo lento y rodeado de

cojines de Plantago rigida.
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= P-02: Se encuentra rodeado de cojines de Plantago rigida y

con flujo de agua lento en la parte interna del bofedal.

= P-03: Se encuentra rodeado de cojines de Plantago rigida y
con baja presencia de agua en la superficie y con presencia

de sedimento superficial de coloracién anaranjada.

= P-04: Se encuentra rodeado de cojines de Plantago rigida
con Calamagrostis en su superficie, con flujo de agua
estancada y con coloracion anaranjada en la superficie.

Figura 16. Vista aérea de Mesapata.

= M-01: Salida del sedimentador del sistema de

biorremediacion del depdsito de relave.

= M-02: Ingreso al humedal construido rodeado de plantas

fitorremediadoras (Calamagrostis).

= M-03: Salida del humedal construido rodeado de plantas

fitorremediadoras (Calamagrostis).

e M-04: El punto se encuentra ubicado en el bofedal y en la

salida del sistema de biorremediacion.
b. Aislamiento de BSR en medio cultivo Postgate B

Las muestras recolectadas de cada estacibn de muestreo

fueron mezcladas (80 mL/punto/estacion) de cada punto que
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corresponda a la misma estacion de muestreo en un recipiente; de
esta mezcla se tom6 50 mL para su incorporacion a la botella que
contiene 2.25 L de medio de cultivo Postgate B Modificado,
previamente preparado en botellas PET de 2.5 L de capacidad,
evitando burbujeo en la mezcla; luego se realizé la rotulacion. Esta

rotulacion se desarroll6 por duplicado para cada estacion de

muestreo.
MUESTREO DE BACTERIAS PREPARACION DEL MEDIO
SULFATO REDUCTORAS DE CULTIVO (POSTGATE B-Mod)

Pesar los componentes

Recoleccion .
del medio

de lodo

|
-
|

!

Mezclade Y / \ /
lodo ﬁ 7 Mezclar los componentes

320 mL \ B l del medio y esterilizar

de cultivo a 70°C
evitando burbujeo
y en asepsia

Adicion de BSR Afadir medio

Réplica X2 de cada 295 L
estacion de muestreo

Incubar a condiciones controladas de invernadero

Figura 17. Esquema de aislamiento de las Bacterias Sulfato Reductoras (BSR) en
medio de cultivo Postgate B Modificado.

En total se sembraron en 4 botellas (2 por cada estacion de
muestreo) y fueron incubadas en condiciones controladas de

invernadero por un tiempo de 54 dias desde su inoculacion. A

continuacion, se muestra el esquema explicativo.
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c. Repique de BSR en medio de cultivo Postgate B Mod-O

En el repique del consorcio de las bacterias por origen de
aislamiento, se ha utilizado las bacterias cultivadas en el medio

Postgate B modificado y de diferente origen:
- Origen 1. Humedal construido estacionario.

- Origen 2: Cultivo de BSR en medio de cultivo Postgate B
Modificado,

- Origen 3: Columna de Winogradsky.
- Origen 4: Desagtie domestico de agua gris.

A partir de las fuentes de las Bacterias Sulfato Reductoras se
tomo6 2 muestras de 20 mL de cada origen; sin embargo, para las
muestras de Origen 2 se tomO muestras de los cultivos con mejor
evidencia de crecimiento de las bacterias. Cada una de estas
muestras fueron sembradas en 2 L del medio de cultivo Postgate B

Mod-O contenidas en botellas PET de 2.5 L de capacidad.

Pesar los
reactivos

Mezcla de \
los reactivos
y autoclavar \

Adicionar el medio

o
\ 4
S

de cultivo 20 mL
2L LODO
Repique de BSR en * DEJAR UNA BOTELLA
medio de cultivo (Postgate B) SIN INOCULAR COMO
MEDIO DE CONTROL

Incubar a condiciones controladas de invernadero

Figura 18. Disefio para el repique de las bacterias sulfato reductoras.
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Se sembraron en total 8 muestras de BSR y se dejé una botella
sin inocular como medio de control. Luego las botellas fueron
incubadas en condiciones controladas de invernadero por un tiempo

de 3 meses.
d. Aislamiento de BSR en la columna de Winogradsky

El aislamiento de las BSR en la columna de Winogradsky se
realizé con muestras de lodo del mismo origen usado en el medio de

cultivo Postgate B Mod-O, el tiempo de incubacion es de 2 meses.

Para el aislamiento en las columnas de Winogradsky se utilizo
20 mL de cada origen en botellas PET de 2.5 L de capacidad
teniendo en cuenta la composicion de la Tabla 8 y la estructura del

siguiente esquema:

Medir y afiadir los insumos
respetando el orden ‘

DAM Mesapata

CaS0Oz+ NaHCO3 +
COMPOST

* DEJAR UNA BOTELLA

SIN INOCULAR COMO
MEDIO DE CONTROL LODO

Incubar a condiciones controladas de invernadero

Figura 19. Esquema para el repique de las bacterias sulfato reductoras en
la columna Winogradsky.

Para determinar las influencias de cada uno de los componentes del
humedal (BSR, compost y la sinergia de BSR mas compost) se hizo en
condiciones controladas a nivel de invernadero para evitar interferencia de

resultados por factores intervinientes. A continuacion, se detallan los

procedimientos para cada caso.
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3.4.3. Instalacion de Conos Imhoff para el tratamiento de DAM

Los tratamientos con los conos Imhoff consiste en la instalacion
de 3 tratamientos con caracteristicas diferentes para la
determinacion de remocion de metales del Drenaje Acido de Mina,
principalmente la remocion de hierro totales. Adicionalmente se
instalé6 2 controles (con arena y sin arena). Cada uno de estos

tratamientos se especifican en la tabla 11.

Las Bacterias Sulfato Reductoras utilizadas en el tratamiento
fue la combinacion de las bacterias cultivadas en el repique en el
medio Postgate B Mod-O y la columna Winogradsky, con presencia

de las BSR al final de la incubacion.

Tabla 10: Composicién de los tratamientos en conos Imhoff.

TRATAMIENTO INSUMOS CANTIDAD
Arena 80 mL
BSR 70 mL
ABC

Compost 250 mL

DAM Mesapata 1L
Arena 80 mL
AB BSR 70 mL

DAM Mesapata 1L
Arena 80 mL
AC Compost 250 mL

DAM Mesapata 1L
Arena 70 mL

CONTROL (CTRL)
DAM Mesapata 1L

El sustrato utilizado para los tratamientos esta dado por arena y
compost. La arena que se utilizé para cada tratamiento fue lavada y
ozonizada, y tiene una granulometria de 2.38 mm (Malla #08). El

compost utiizado es de origen doméstico tamizado a una

granulometria de 2.38 mm (Malla #08).
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TRATAMIENTO CONTROL

Figura 20. Esquema del tratamiento de DAM en conos Imhoff.

El Drenaje Acido de Mina utilizado en todos los tratamientos
fue recolectado del drenaje del lateral norte del Pasivo Ambiental

Minero de Mesapata.

El tratamiento duré 15 dias, en el cual el monitoreo de los
parametros fisicoquimicos y hierro disuelto se realiz6 de manera

diaria.
3.4.4. Instalacion del humedal estacionario construido

La grava utilizada fue lavada previamente para eliminar las
impurezas y restos de limo y arcilla, la granulometria de la grava fue
de @ 2.38 mm (parte inferior) y @ 1.19 mm (parte superior); mientras
gue, el compost fue tamizado por la malla #08 (@ 2.38 mm) para

garantizar la uniformidad del tamafio de las particulas.

El lodo utilizado para el humedal estacionario construido fueron
las Bacterias Sulfato Reductoras cultivadas en el medio Postgate B y
la columna Winogradsky.

Las plantas utilizadas en el humedal estacionario construido
fueron plantas de caracteristicas fitorremediadoras recolectadas del

humedal construido de Mesapata.

nnnnnn
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COMPONENTE CARACTERISTICAS
PLANTAS Fitorremediadoras
DAM 40 L
COMPOST 5cm
GRAVA @ 1.19 mm 7cm
GRAVA @ 2.38 mm 3cm
BSR 4cm

Figura 21. Esquema del humedal estacionario construido.

3.4.5. Monitoreo y analisis quimico

El monitoreo de las pruebas en los conos Imhoff y el humedal

estacionario construido se realizé por un periodo de 15 dias, con la

medicién de parametros fisicoquimicos (pH, TDS y conductividad),

Fe disuelto.

3.5. Poblacién y muestra

3.5.1. Poblacion

a. Poblacion biologica

Bacterias Sulfato Reductoras

La poblaciéon de las bacterias esta centrada en los
ambientes anaerdbicos con caracteristicas de presencia de
metales y el desprendimiento tipico de olor a sulfuro. Entre
estos, se ha delimitado a dos estaciones de muestreo ubicados
en el humedal construido de Mesapata, distrito de Céatac,
provincia de Recuay; y, el bofedal de Pastoruri, distrito de
Aquia, provincia de Bolognesi, ambos en el departamento de

Ancash.
Compost

La delimitacion poblacional esta dado por los residuos

organicos generados dentro del Condominio El Bosque del
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distrito de Independencia, provincia de Huaraz, departamento

de Ancash, ubicada a una altitud aproximada de 3311 msnm.
» Humedal construido

La poblacion esté centrada en los humedales construidos

distribuidos en la region Ancash.
b. Poblacion DAM

La poblacion en la presente investigacion esta enfocado al
tratamiento del drenaje &cido generado en el Pasivo Ambiental
Minero de Mesapata, ubicado a 3552 msnm. en el distrito de

Céatac, provincia de Recuay, departamento de Ancash.
3.5.2. Muestra
a. Muestra biol6gica
» Bacterias Sulfato Reductoras

Son muestras anaerdbicas de lodo recolectadas en las

estaciones de muestreo de Pastoruri y Mesapata.
= Compost

Muestras de compost producidos a partir de restos

organicos de la cocina y con segregacion en la fuente.
= Humedal construido

La investigacion se centra en la aplicacién de un humedal

construido estacionario.
b. Muestra DAM

En la presente investigacion se trabajara con muestras de
Drenaje Acido de Mina, del lado norte del Pasivo Ambiental
Minero de Mesapata, distrito de Catac, provincia de Recuay,
departamento de Ancash, cuyas caracteristicas son de pH de
2.54, [Fe] 800 mg/L, TDS 1738 mg/L y 3464 pS/cm de

conductividad.

3.6. Instrumentos validados de recoleccién de datos
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Las técnicas que se utilizaron para el procesamiento y analisis, en la

presente investigacion, son los siguientes:

3.6.1.

Revision de informacion de fuentes primarias y secundarias para la
comprension del ambito de investigacion.

Guias de laboratorio microbiologico para el manejo de muestras
biologicas.

Medio de cultivo Postgate B modificado y la columna Winogradsky
para el aislamiento de las Bacterias Sulfato Reductoras.

Test de Hierro (MColortest™) con tarjeta colorimétrica, para la

medicion de la concentracion de Fe.

Materiales

8 taper de plastico pequefio (80 mL) con tapa, para la

recoleccioén de lodo.

- Cooler de 5 L, para el almacenamiento y transporte de las

muestras recolectadas.

- Frascos pequeiios de 20 mL, para almacenamiento de las

muestras de BSR.

- Paleta de plastico, para la remocion de reactivos del medio de

cultivo.
- 2jarras de pléastico de 250 mL, para las mediciones de volumen.

- Pala pequefia de jardineria, instrumento de ayuda para

recolectar las muestras de lodo y plantas.

- Maceteros de 4 L, para recolectar y transportar las plantas

fitorremediadoras.

- Cinta masking tape %", para rotular los recipientes de

recoleccién de muestras.

- Cuaderno de campo, para apuntar especificaciones de los

puntos de muestreo.

- Conos Imhoff, para la instalacion de cada tratamiento.
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- Probeta de 100 mL, para medicién de cantidad de los insumos.

- Frascos pequefios de 20 mL para sacar muestras de lodo y

bacterias sulfato reductoras.
- Balde de plastico de 4 L, para combinar el lodo recolectado.
- Malla @1.5 mm para la arena.
- Malla @2.36 mm para el compost.
- Malla #08 para tamizar la grava.
- Tiras de pH (rango 0-6 Merck).

- 1 pipeteador p100 (10 — 100 pL), para la manipulacion de las

muestras a medir en el Test de Hierro.

- Lapicero, para tomar notas de los puntos de referencia y realizar
el rotulado.

- Papel higiénico.
- Embudo pequefio.

- Una tina de plastico (64 cm de largo, 32 de profundidad y 45 de
ancho).

- Grava (Piedras de 2 cm. de diametro aprox).
- Compost tamizado (malla @2.36 mm).
- Yute de 45 x 64 cm.

- Plantas fitorremediadoras (Juncus articus, Distichia muscoides y
Schoenoplectus californicus).

3.6.2. Equipos

- GPS, para almacenar las coordenadas de los puntos de

muestreo.

- Céamara fotografica SAMSUNG WBI150F, para registrar las

evidencias de la salida de campo.

- Kit de Fe soluble (MColortest-Iron Test de 0.2-2.5 mg/L)
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3.7. Plan de procesamiento y analisis estadistico de la informacion

Con el objetivo de la sistematizacion y comprobacion de los resultados
y la hipotesis planteada, se considera el uso del siguiente procesamiento y

analisis estadistico:

= Diagramas de dispersion de medias.
= Gréficos estadisticos de la etapa de monitoreo y evaluacion de los

tratamientos.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1. Resultados del aislamiento de Bacterias Sulfato Reductoras

Se aisl6 en total 12 y 08 muestras de Bacterias Sulfato Reductoras en
el medio Postgate B y la columna Winogradsky, respectivamente, de las
cuales 09 tuvieron crecimiento de las bacterias en el medio Postgate B y 08

en la columna Winogradsky.

En la Tabla 11 se muestra las caracteristicas y el valor cualitativo
designado para el control del crecimiento microbiano en los medios de

cultivo de las bacterias.

Tabla 11: Caracteristicas del crecimiento microbiano en los medios de cultivo.

CARACTERISTICAS VALORIZACION

Completo +4
Abundante +3
Moderado +2
Escaso +1
Nulo 0
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4.1.1. Aislamiento de las BSR en el medio Postgate B Modificado

En la Figura 22 se representa el desarrollo del crecimiento de 4
muestras de Bacterias Sulfato Reductoras (2 muestras de cada
estacion de muestreo, Mesapata y Pastoruri) en el medio de cultivo
Postgate B Modificado, teniendo en consideracion parametros
cualitativos, como olor y ennegrecimiento del medio de cultivo. Las
muestras de la estacion Pastoruri crecieron en el medio de cultivo;
mientras que, para la estacion de monitoreo Mesapata se descarto 1
frasco luego de 3 semanas de incubacion debido a la presencia de

hongos en el medio de cultivo.
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Figura 22. Curva de crecimiento de las BSR en el medio de cultivo

Postgate B Modificado.
4.1.2. Repique de las BSR en el medio de cultivo Postgate B Mod-O

Para incrementar el cultivo de las Bacterias Sulfato Reductoras
se realizo el repique de las 3 muestra aisladas y se afiadié6 muestras
de lodo de otras fuentes de estas bacterias. En la Figura 23 se
representa el crecimiento de 8 muestras de Bacterias Sulfato
Reductoras en el medio de cultivo Postgate B Mod-O, el crecimiento
de las bacterias incrementa a partir de la semana 5 de incubacion,
mediante el ennegrecimiento desde el fondo del medio de cultivo;

mientras que, para las muestras rotuladas como BSR-Humedal
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artificial 01 y BSR-MC-Mesapata 01, el crecimiento de las bacterias

es notorio a partir de la tercera semana de incubacion.
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Figura 23. Curva de crecimiento de las BSR en el medio de cultivo
Postgate B Mod-O.

4.1.3. Aislamiento de las BSR en la columna Winogradsky

En la figura 24 se representa la curva de crecimiento de las
Bacterias Sulfato Reductoras en la columna Winogradsky, donde se
observa el incremento de las bacterias a partir de la semana 6 de su
incubacion, mediante el ennegrecimiento y aparicion de diversidad

microbiana desde la superficie de la columna.
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Figura 24. Curva de crecimiento de las BSR en la columna Winogradsky.
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4.2. Resultados del tratamiento de DAM en conos Imhoff

En la tabla 12 se muestra las condiciones iniciales del Drenaje Acido de
Mina de Mesapata que fueron determinadas por la media de 3 muestras
similares, obtenidas de la cara norte del depdsito de relave de Mesapata.

Tabla 12: Caracterizacion promedio del DAM Mesapata.

Parametro Unidad Promedio
pH 2.54
Temperatura °C 21.37
TDS mg/L 1738
Conductividad puS/cm 3464
[Fe] mg/L 800

4.2.1. Resultados del tratamiento AB

En la figura 25 se observa la variacion del pH en las 3
repeticiones del tratamiento AB en 15 dias de evaluacion. El pH
inicial para todas las repeticiones son las mismas; sin embargo, se
observa un ligero incremento de 0.20 + 0.06 del pH luego de las 2
horas de instalacion del tratamiento. Dentro de los dias de
evaluacién se observa un incremento progresivo de pH con ligeras
caidas en los dias 4 y 10 para el tratamiento AB-T1 y AB-T3.
Considerando el Limite Maximo Permisible para la descarga de
efluentes mineros, los tratamientos evaluados se encuentran 0.54 *

0.36 por debajo del limite minimo.

En la figura 26 se observa la variacion diaria de la
concentracion de hierro para el tratamiento AB. La concentracion del
hierro no varia después de las 2 horas de instalacion de los
tratamientos AB-T1 y AB-T3; sin embargo, para el tratamiento AB-T2
la concentracion de hierro baja a 700 mg/L aproximadamente. A
partir del quinto dia la concentracion de hierro empieza a fluctuar en
un rango aproximado entre 300 a 500 mg/L; sin embargo, la
concentracion de hierro sigue siendo elevada de acuerdo con los
Limites Maximos Permisibles correspondientes para la descarga de

efluentes mineros.
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4.2.2.

Limite maximo
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Figura 25. Variacion del pH en el tratamiento AB.
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Figura 26. Variacion de la concentracion de Fe en el tratamiento AB.
Resultados del tratamiento AC

Segun la figura 27, se observa la ligera variacion del pH en las
3 repeticiones del tratamiento AC en 15 dias de evaluacién. Las
condiciones iniciales de pH son las mismas para todas las
repeticiones; sin embargo, se observa un incremento después de las
2 horas de instalacion del tratamiento con una variacion de 0.59 +
0.12 de pH. El incremento del pH varia de manera progresiva dentro
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de los dias de evaluacion, logrando que en el dia 15 se encuentra
dentro del rango de 4 a 5 para los 3 tratamientos instalados.
Considerando el rango de pH para los Limites Maximos Permisibles
para la descarga de efluentes mineros, los tratamientos se
encuentran 1.32 + 0.18 unidades por debajo del limite minimo y 4.32

+ 0.18 del limite maximo.

Limite maximo

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Tiempo (dias)

——AC-T1 ——ACT2 —&—AC-T3

Figura 27. Variaciéon del pH en el tratamiento AC.

En la figura 28 se observa la variacion diaria de la
concentracion de hierro para el tratamiento AC. La concentracion del
hierro inicial baja a 600 mg/L para las repeticiones AC-T1 y AC-T3
después de las 2 horas de instalacién y para el tratamiento AC-T2
baja a 700 mg/L, luego la concentracion de hierro disminuye de
manera progresiva hasta el dia 06 de evaluacion, alcanzando un
promedio de 736 = 60.66 mg/L de remocion de hierro en las 3
repeticiones. A partir del sexto dia se observa una estabilizacion del
tratamiento por la presencia de fluctuaciones homogéneas hasta el
ultimo dia de las evaluaciones. Ademas, se observa que la remocion
mas alta de hierro es un promedio de 772.66 + 28.34 mg/L y se
encuentra por encima de los Limites Maximos Permisibles

correspondientes para la descarga de efluentes mineros.
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Figura 28. Variacion de la concentracion de Fe en el tratamiento AC.
4.2.3. Resultados del tratamiento ABC

En la figura 29 se observa la variacion del pH en las 3
repeticiones del tratamiento ABC en 15 dias de evaluacion. Las
condiciones iniciales de pH son las mismas para todas las
repeticiones; sin embargo, se observa un incremento de 0.78 + 0.08
de pH después de las 2 horas de instalacion del tratamiento. El
incremento del pH varia de manera progresiva dentro de los
primeros 8 dias de evaluacion, logrando estabilizarse en rango
promedio a partir del dia 9 hasta el ultimo dia de su instalacion de
los tratamientos; ademas teniendo en cuenta los Limites Maximos
Permisibles correspondientes para la descarga de efluentes mineros,
los tratamientos se encuentran por debajo del limite por 1.18 + 0.19

unidades respecto al limite minimo de pH.

En la figura 30 se observa la variacion diaria de la
concentracion de hierro para el tratamiento ABC. La concentracion
del hierro inicial baja a 600 mg/L para el tratamiento ABC-T1,
mientras que para los tratamientos ABC-T2 y ABC-T3, la
concentracion de hierro disminuye a 700 mg/L después de las 2
horas de instalacion de los tratamientos respecto a la medicion

inicial. A partir del segundo dia la concentracion de hierro disminuye
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progresivamente hasta estabilizarse en el octavo dia hasta el dltimo
dia de evaluacion. La remocion promedio mas alta registrada es en
el dia 14 con 784.80 + 16.59 mg/L de reduccién de la concentracion
de hierro, esta a su vez se encuentra superior al limite respecto a los
Limites Maximos Permisibles correspondientes para la descarga de

efluentes mineros.
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Figura 29. Variacion del pH en el tratamiento ABC.
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Figura 30. Variacion de la concentracion de Fe en el tratamiento ABC.
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4.3. Resultados del humedal estacionario construido

En la figura 31 se observa la variacion diaria del pH de 3 repeticiones
realizadas al humedal estacionario construido. El pH se incrementa un
promedio de 0.80 + 0.13 en cada repeticion realizada al humedal después de
2 horas de su renovacion del DAM. EIl incremento del pH es significativo
dentro de los tres primeros dias de monitoreo para cada repeticion realizada,
luego se estabiliza dentro del rango de 6 a 8 aproximadamente en los dias
posteriores. Cabe resaltar que en todas las repeticiones el pH se incrementa
y estabiliza, logrando valores dentro de los Limites Maximos Permisibles

correspondientes para la descarga de efluentes mineros.
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Figura 31. Variacion del pH en el humedal estacionario construido.

En la figura 32 se observa la variacion diaria de la concentracion de
hierro para el humedal estacionario construido. La concentracion del hierro
inicial baja un promedio de 450.00 + 50.00 mg/L en las 3 repeticiones
realizadas, después de las 2 horas de cada renovacién del DAM. La
concentracion del hierro diariamente disminuye hasta estabilizarse a partir
del décimo dia; ademas, se logra obtener concentraciones de hierro disuelto
inferiores a los Limites Maximos Permisibles correspondientes para la

descarga de efluentes mineros en 2 de las renovaciones y en los ultimos

dias de evaluacion.
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Figura 32. Variacién de la concentracion de Fe en el humedal estacionario

construido.

4.4. Determinacion del nivel de inmovilizacién de metales

La determinacién del nivel de inmovilizacién de metales pesados en los
componentes del humedal consistio en el calculo del porcentaje de remocion
de hierro disuelto respecto al inicio y al final de la instalacion de los

tratamientos, como se muestra a continuacion:

_ [Felo — [Fely B]EF_e]E)Fe]f x 100 ...[12]

D onde:

E : Eficiencia de remocion de hierro disuelto (%)
[Fe], : Concentracion de hierro inicial.

[Fe]s : Concentracion de hierro final.

Teniendo en cuenta la ecuacion [12] se ha obtenido la informacion de
la figura 33, en la que muestra el promedio de la concentracion de hierro por
cada tratamiento instalado, generando una curva de tendencia logaritmica
de acuerdo con el comportamiento de los datos obtenidos. Teniendo en

cuenta las curvas de regresion los datos del tratamiento AB son muy

dispersos respecto al resto de tratamientos y presentan menores eficiencies
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de remocion del hierro; ademas, los tratamientos ABC y el humedal
estacionario construido muestran mejores eficiencias en la remocion de
hierro. El tratamiento del humedal estacionario construido presenta una

tendencia logaritmica significativa respecto a los diversos tratamientos.
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Figura 33. Eficiencia de remocion de hierro en la evaluacion de los componentes

del humedal.

Segun la figura 34, se visualiza que los tratamientos mas confiables
para la remocion de hierro en los drenaje acidos de mina son los
tratamientos ABC (sinergia de bacterias y compost) y el humedal
estacionario construido por presentar una distribucion simétrica respecto al

resto de los tratamientos de los componentes evaluados

independientemente.
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Figura 34. Diagrama de dispersion de medias para la remocion de hierro en los componentes del humedal.
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CAPITULO V

DISCUSION DE RESULTADOS

5.1. Aislamiento de las Bacterias Sulfato Reductoras

A partir de los resultados obtenidos del aislamiento de las Bacterias
Sulfato Reductoras en el medio de cultivo Postgate B y la columna
Winogradsky se ha propagado un total de 12 y 8, respectivamente. Sin
embargo, después del tiempo de crecimiento de las bacterias, se ha logrado
evidenciar la presencia de las bacterias sulfato reductoras en 6 medios de
cultivo Postgate B y en 8 columnas de Winogradsky, mediante rasgos
cualitativos. Teniendo en cuenta lo mencionado por Lopez & Fuentes (2015),
la determinacion de la presencia de las BSR se ha evidenciado por el
ennegrecimiento de la superficie del medio de cultivo y la presencia de
gases de sulfuro (olor a huevo podrido). El crecimiento tardio de las
bacterias sulfato reductoras en algunos medios de cultivo podria estar
influenciado a factores inhibitorios en la actividad de estas bacterias de
acuerdo con lo mencionado por Neculita et al.,, (2007) o a la minima

presencia de bacterias sulfato reductoras en las fuentes principales de

recoleccion.
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5.2. Remocion de hierro en los conos Imhoff y el humedal estacionario

construido

La remocién de hierro en cada uno de los tratamientos varia de

acuerdo con su composicion dando como resultado lo siguiente:

En el tratamiento de DAM con las Bacterias Sulfato Reductoras, se ha
observado la accion inmediata en la reduccion de la concentracion de hierro
y el mejoramiento de las condiciones de pH dentro de los primeros dias de la
instalacién del tratamiento; ademas, con el paso de los dias de evaluacion
estas bacterias logran estabilizar la concentracién de hierro en un rango de
300 a 500 mg/L aproximadamente, como se muestra en la figura 26. La
estabilizacion de la concentracion de hierro puede estar influenciado a los
factores de inhibicibn o a la escaza presencia de nutrientes para el
crecimiento microbiano como lo menciona Neculita et al., (2007) y Zhang &
Wang, (2014). Ademas Zhang & Wang, (2014), en su estudio realizado
sugiere que el crecimiento de las bacterias sulfato reductoras para el
cumplimiento del rol principal en la eliminacion de metales pesados y
sulfatos, debe promoverse el aporte continuo de carbono organico. No
obstante, las bacterias sulfato reductoras logran reducir dentro de los 15 dias

de evaluacion a la mitad de la concentracién de hierro inicial.

En el tratamiento de DAM por accion del compost, se ha observado
que la concentracion de hierro disminuye considerablemente dentro de los
primeros dias de evaluacién del sistema, esto puede deberse a que el
compost posee alta capacidad de intercambio iénico. Ademas, la remocion
de hierro en el tratamiento se estabiliza a partir del octavo dia de evaluacion
con una eficiencia de remocion de hierro del 80 %, la estabilizacion del
tratamiento con compost esta ligado a la saturacién y caracteristicas del pH

como lo menciona Neculita et al., (2007) & Ong et al., (2008).

El tratamiento sinérgico entre el componente compost y las bacterias
sulfato reductoras presenta mejores condiciones de rendimiento en la
remociébn de hierro respecto a los tratamientos de los componentes
independientes., esto puede estar ligado por la fuente de energia y alimento

de las bacterias sulfato reductoras a partir de las caracteristicas del compost.

61
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La estabilidad de la concentracion de hierro se da a partir del sexto dia de
instalado del sistema y muestra mejor eficiencia de remocion al final del dia
de evaluacion. Ademas, Ayangbenro et al., (2018) menciona que la sinergia
entre sales y sustratos organicos optimizan la eliminacion y remocion de

metales y sulfatos.

El humedal estacionario construido presentd mejores condiciones en la
remocion de hierro con una eficiencia del 99.8% y una concentracién del
hierro de 1.2 mg/L en el dltimo dia de evaluacion, 0.8 mg/L por debajo de los
limites maximos permisibles para efluentes mineros. Ademas, el pH se
incrementd de 2.54 a 7 aproximadamente ubicandose dentro del rango de
los limites maximos permisibles para efluentes mineros. Ong et al., (2008)
menciona los mecanismos de remocién de los metales esta ligado a los
procesos que se desarrollan en los humedales; es por ello que, la obtencién
de las mejores condiciones en la remocién de hierro y el incremento del pH
se debe a la interaccion de sus componentes del humedal construido.
Ademas, Pat-Espadas et al.,, (2018), menciona que las interacciones
sinérgicas en un humedal determinan la remocién de metales pesados,

siendo la interaccion simbidtica microorganismo-planta la mas importante

para la eliminacién y tolerancia de metales pesados.
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CAPITULO VI

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

6.1. CONCLUSIONES

e Las Bacterias Sulfato Reductoras de la estacibn de muestreo de
Mesapata tienen mejor crecimiento en los medios de cultivo Postgate B y
la columna Winogradsky por el ennegrecimiento y la generacion gases de
sulfuro (olor a huevo podrido) en menor tiempo respecto a las Pastoruri y
aguas residuales domésticas.

e La remocién de hierro con bacterias sulfato reductoras (tratamiento AB)
reduce hasta el 50% del drenaje acido de mina (de 800 a 400 mg/L).

e El compost logra inmovilizar el hierro es rapida en los primeros dias de
contacto con el drenaje acido de mina; con un R? de 0.92 para su
eficiencia.

¢ El tratamiento sinérgico muestra mejoria de las condiciones fisicoquimicas
y la remocién del hierro debido a la generacion de un micro ecosistema
dentro del tratamiento y logrando bajar las concentraciones de hierro.

e El sistema de tratamiento del humedal estacionario construido presenta
mejores condiciones para la remocién y mejoramiento de las condiciones

del drenaje acido de mina debido a la interaccion sinérgica entre las

bacterias sulfato reductoras, compost y plantas.
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6.2. RECOMENDACIONES

e Teniendo en cuenta que la region Ancash presenta mayor incidencia por
presencia de pasivos ambientales mineros en su territorio, se recomienda
a las entidades enfocadas en la remediacion de ambientes degradados a
la implementacion de sistemas de biorremediacion teniendo en cuenta el
enfoque sinérgico de los componentes del sistema, abordados en la
presente investigacion.

e Para futuras investigaciones sobre mejoramiento de los sistemas de

biorremediacion, es recomendable tener una diversidad de muestras de

lodo con presencia de las bacterias sulfato reductoras.
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ANEXO 1:

Monitoreo del crecimiento de las Bacterias Sulfato Reductoras en el medio de cultivo Postgate B.

FECHAS
5 Dia 01 Dia 10 Dia 24 Dia 41 Dia 47 Dia 54 Dia 63
cobIco 07/12/20 16/12/20 30/12/20 16/01/21 22/01/21 29/01/21 07/02/21
O E O E O E O E @) E (@) E (@) E
BSR-P-01 0 0 1 0 1 1 2 2 2 2 3 3 4 4
BSR-P-02 0 0 1 0 1 1 2 2 2 2 3 3 3 3
BSR-M-01 0 0 1 1 1 1 2 2 3 3 3 3 4 4
BSR-M-02 0 0 1 0 1 0 D D D D D D D D
(O) = OLOR; (E) = ENNEGRECIMIENTO; (D) = DESCARTE

VALORIZACION
NULO
ESCASO

0
1
2 MODERADO
3

ABUNDANTE
4 COMPLETO \
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ESTACION CODIGO Dia 01 Dia 10 Dia 32 Dia 41 Dia 47 Dia 54 Dia 63
MUESTREO 7/12/2020 | 16/12/2020 | 30/12/2020 | 16/01/2021 | 22/01/2021 29/0/2021 07/201
BSR-P-001
PASTORURI
BSR-P-002
BSR-M-001
MESAPATA
BSR-M-002 Descarte Descarte Descarte Descarte Descarte
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ANEXO 2:

Monitoreo del repique de las Bacterias Sulfato Reductoras en el medio de cultivo Postgate B Mod-O.

FECHAS
. Dia 01 Dia 04 Dia 12 Dia 21 Dia 33 Dia 42 Dia 56
CODIGO 09/02/21 12/02/21 20/02/21 01/03/21 13/03/21 22/03/21 05/04/21
@) E O E O E (@) E (@) E (@) E (@) E
BSR-Humedal artificial 01 0 0 0 0 1 1 2 1 2 2 3 3 4 4
BSR-Humedal artificial 02 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 2 2 3 3
BSR-MC-Pastoruri 01 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 2 2 3 3
BSR-MC-Pastoruri 02 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 2 2 3 3
BSR-MC-Mesapata 01 0 0 0 0 1 1 2 2 2 2 3 3 3 3
BSR-Desagtie 0 0 0 0 1 1 2 2 3 3 3 3 3 3
BSR-CW-01 0 0 0 0 1 1 2 2 3 3 3 3 4 4
BSR-CW-02 0 0 0 0 1 1 2 2 2 2 2 2 3 3
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(O) = OLOR; (E) = ENNEGRECIMIENTO
VALORIZACION
0 NULO
1 ESCASO
2 MODERADO
3 ABUNDANTE
4 COMPLETO

HIJO5|DEPENDEIEUPRO)

ST RTT O Te )
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CODIGO Dia 01 Dia 04 Dia 12 Dia 21 Dia 33 Dia 42
09/02/21 12/02/21 20/02/21 01/03/21 13/03/21 22/03/21
i} ." - =

BSR-Humedal artificial 01

BSR-Humedal artificial 02

BSR-MC-Pastoruri 01
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CODIGO Dia 01 Dia 04 Dia 12 Dia 21 Dia 42
09/02/21 12/02/21 20/02/21 01/03/21 22/03/21
. - .

Py

A

BSR-MC-Pastoruri 02

BSR-MC-Mesapata 01

BSR-Desagiie
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CODIGO Dia 01 Dia 04 Dia 12 Dia 21 Dia 33 Dia 42
09/02/21 12/02/21 20/02/21 01/03/21 13/03/21 22/03/21
BSR-CW-01
BSR-CW-02
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ANEXO 3:

Monitoreo del crecimiento del consorcio de bacterias anaerdbicas en la columna Winogradsky.

FECHAS
. Dia 01 Dia 04 Dia 12 Dia 21 Dia 33 Dia 42 Dia 56
CODIGO 09/02/21 12/02/21 20/02/21 01/03/21 13/03/21 22/03/21 05/04/21
@) E O E O E (@) E (@) E (@) E (@) E
BSR-Humedal artificial 01 0 0 0 0 1 1 2 1 2 2 3 3 4 4
BSR-Humedal artificial 02 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 2 2 3 3
BSR-MC-Pastoruri 01 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 2 2 3 3
BSR-MC-Pastoruri 02 0 0 0 0 1 1 1 1 1 1 2 2 3 3
BSR-MC-Mesapata 01 0 0 0 0 1 1 2 2 2 2 3 3 3 3
BSR-Desagtie 0 0 0 0 1 1 2 2 3 3 3 3 3 3
BSR-CW-01 0 0 0 0 1 1 2 2 3 3 3 3 4 4
BSR-CW-02 0 0 0 0 1 1 2 2 2 2 2 2 3 3
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(O) = OLOR; (E) = ENNEGRECIMIENTO
VALORIZACION
0 NULO
1 ESCASO
2 MODERADO
3 ABUNDANTE
4 COMPLETO

HIJO5|DEPENDEIEUPRO)

ST RTT O Te )
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CcODIGO

Dia 01

Dia 04

Dia 12

Dia 21

Dia 33

Dia 42

Dia 56

09/02/21

20/02/21

01/03/21

13/03/21

22/03/21

05/04/21

12/02/21

BSR-Humedal artificial 01

BSR-Humedal artificial 02

BSR-MC-Pastoruri 01
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Dia 01 Dia 04 Dia 12 Dia 21 Dia 33 Dia 42 Dia 56
09/02/21 12/02/21 20/02/21 01/03/21 13/03/21 22/03/21 05/04/21

f-

CcODIGO

BSR-MC-Pastoruri 02

BSR-MC-Mesapata 01

BSR-Desagiie
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CODIGO Dia 01 Dia 04 Dia 12 Dia 21 Dia 33 Dia 42 Dia 56
09/02/21 12/02/21 20/02/21 01/03/21 13/03/21 22/03/21 05/04/21
= ;
BSR-CW-01
BSR-CW-02
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ANEXO 4:

Cuadro resumen de la remocioén de hierro en los tratamientos.

Dias | AB-TL | AB-T2 | AB-T3 | Promedio % Desviacion | o oy | acr2 | AcT3 | promedio | % | PV | ngeri| ABcT2 | ABCT3 | Promedio % Desviacion _
estandar estandar estandar
0 | 800.00 | 800.00 | 700.00 | 766.67 4.2% 57.74 | 600.00 | 700.00 | _600.00 63333 | 20.8% | 5774 | 600.00 | 700.00 700.00 | 666.67 16.7% 57.74 350.00 300.00 | 400.00 | 350.00 56.3% 50.00
1 | 500.00 | 500.00 | 600.00 | 533.33 33.3% 57.74 | 400.00 | 500.00 | 400.00 | 43333 | 45.8% | 57.74 | 400.00 | 500.00 500.00 | 466.67 41.7% 57.74 300.00 26670 | 350.00 305.57 618% 41.93
2 | 500.00 | 500.00 | 400.00 | 466.67 41.7% 57.74 | 300.00 | 400.00 | 200.00 300.00 | 62.5% | 100.00 | 300.00 | 450.00 300.00 | 350.00 56.3% 86.60 200.00 20000 | 320.00 240.00 70.0% 69.28
3 | 400.00 | 300.00 | 400.00 | 366.67 54.2% 57.74 | 200.00 | 300.00 | 200.00 23333 | 70.8% | 5774 | 350.00 | 300.00 20000 | 283.33 64.6% 76.38 160.00 20000 | 300.00 220.00 72.5% 72.11
4 | 350.00 | 300.00 | 600.00 | 416.67 47.9% 160.73 | 200.00 | 200.00 | 120.00 17333 | 783% | 4619 | 160.00 | 200.00 120.00 160.00 80.0% 40.00 100.00 160.00 | 266.70 175.57 78.1% 84.43
5 | 300.00 | 350.00 | 600.00 | 416.67 47.9% 160.73 | 100.00 | 160.00 | _100.00 12000 | 85.0% | 34.64 | 12000 | 120.00 80.00 106.67 86.7% 23.09 120.00 12000 | 200.00 146.67 81.7% 46.19
6 | 500.00 | 400.00 | 500.00 | 466.67 417% 57.74 | 120.00 | 120.00 | _ 80.00 10667 | 86.7% | 23.09 | 80.00 | 100.00 80.00 86.67 89.2% 1155 100.00 100.00 120.00 106.67 86.7% 11.55
7 | 500.00 | 500.00 | 400.00 | 466.67 41.7% 57.74 | 100.00 | 80.00 | 60.00 80.00 | 90.0% | 2000 | 60.00 | 100.00 70.00 76.67 90.4% 20.82 80.00 100.00 100.00 93.33 88.3% 1155
8 | 400.00 | 300.00 | 300.00 | 33333 58.3% 57.74 | 12000 | 60.00 | 37.50 7250 | 90.9% | 42.65 | 30.00 | 80.00 60.00 56.67 92.9% 25.17 60.00 80.00 120.00 86.67 89.2% 30.55
9 | 300.00 | 300.00 | 350.00 | 316.67 60.4% 28.87 | 80.00 | 60.00 | 25.00 55.00 | 93.1% | 27.84 | 1600 | 50.00 50.00 38.67 95.2% 19.63 60.00 60.00 80.00 66.67 91.7% 1155
10 | 300.00 | 300.00 | 400.00 | 333.33 58.3% 5774 | 80.00 | 50.00 | 20.00 50.00 | 93.8% | 30.00 | 20.00 | 40.00 40.00 33.33 95.8% 11.55 20.00 50.00 80.00 50.00 93.8% 30.00
11 | 350.00 | 350.00 | 500.00 | _400.00 50.0% 86.60 | 80.00 | 75.00 | 37.50 64.17 | 92.0% | 2323 | 2500 | 32.00 40.00 32.33 96.0% 7.51 16.00 20.00 60.00 32.00 96.0% 24.33
12 | 350.00 | 500.00 | 400.00 | _416.67 47.9% 7638 | 75.00 | 80.00 | 50.00 6833 | 9.5% | 1607 | 32.00 | 3000 50.00 37.33 95.3% 1102 12.00 25.00 20.00 19.00 97.6% 6.56
13 | 300.00 | 400.00 | 300.00 | 333.33 58.3% 5774 | 75.00 | 70.00 | 53.30 6610 | 91.7% | 1136 | 30.00 | 20.00 53.30 34.43 95.7% 17.09 3.00 16.00 3.00 7.33 99.1% 7.51
14 | 400.00 | 300.00 | 300.00 | 333.33 58.3% 57.74 | 50.00 | 40.00 | 60.00 50.00 | 93.8% | 1000 | 2000 | 16.00 40.00 25.33 96.8% 12.86 3.20 3.00 1.30 2.50 99.7% 1.04
15 | 400.00 | 400.00 | 200.00 | 333.33 58.3% 11547 | 40.00 | 30.00 | 66.70 4557 | 94.3% | 1897 | 1600 | 20.00 50.00 28.67 96.4% 18.58 2.60 1.60 1.20 1.80 99.8% 0.72

FIJ05DERENDEELPRO)
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ANEXO 5:

Cuadro resumen de la variacion de pH en los tratamientos.

Dias | AB-TL | AB-T2 | AB-T3 | Promedio | P22V12°M | acti | acT2 | AcT3 | Promedio | P%°V299M [ agcot1| ABc-T2 | ABC-T3 | Promedio | DESV126ON _
estandar estandar estandar
0 280 | 269 | 273 2.74 0.06 3.00 322 | 3.18 313 0.12 331 3.5 3.40 332 0.08 331 3.22 3.48 334 013
1 338 | 290 | 2.83 3.04 0.30 3.28 330 | 336 331 0.04 312 3.20 3.56 3.29 0.23 5.20 4.98 5.01 5.06 0.2
2 327 | 310 | 315 317 0.09 3.10 341 | 341 331 0.18 3.10 3.43 3.68 3.40 0.29 6.55 531 5.83 5.91 0.62
3 344 | 312 | 338 331 017 3.50 337 | 356 348 0.10 3.49 3.49 3.55 351 0.03 6.80 5.40 5.66 5.95 0.74
4 330 | 35 | 312 331 0.20 3.30 352 | 349 3.44 012 330 337 3.49 339 0.10 6.95 5.93 6.21 6.36 0.53
5 352 | 346 | 340 3.46 0.06 3.44 359 | 3.80 361 0.18 3.44 3.44 3.80 3.56 0.21 6.10 6.01 6.28 6.13 0.14
6 400 | 409 | 3.89 3.99 0.10 3.67 344 | 3.93 3.68 0.25 3.91 3.51 3.93 3.78 0.24 6.44 6.27 6.33 6.35 0.09
7 408 | 436 | 416 4.20 0.14 3.89 376 | 417 3.04 0.21 425 3.62 417 4.01 0.34 6.57 6.39 6.09 6.35 0.24
8 420 | 440 | 441 434 0.12 3.77 388 | 4.6 3.97 0.26 4.88 4.06 425 4.40 0.43 6.50 6.68 6.35 6.51 017
9 416 | 469 | 420 435 0.30 4.00 393 | 430 4.08 0.20 5.02 4.48 438 4.63 0.34 6.65 7.06 6.76 6.82 0.21
10 402 | 498 | 409 436 0.54 410 400 | 455 422 0.29 4.97 455 437 4.63 031 6.79 711 6.91 6.94 0.16
1 448 | 511 | 418 4.59 0.47 4.8 407 | 487 4.41 0.41 511 471 451 4.78 0.31 6.92 7.09 7.02 7.01 0.09
2 469 | 530 | 455 4.85 0.40 432 414 | 460 435 0.23 5.00 457 4.49 472 0.33 7.02 712 6.99 7.0 0.07
13 490 | 522 | 461 491 0.31 4.59 433 | 450 4.47 013 5.15 4.62 4.55 477 0.33 7.03 7.26 711 7.13 0.12
14 520 | 547 | 487 5.19 0.30 4.93 456 | 4.44 4.64 0.26 4.99 4.59 470 4.76 0.21 7.01 7.31 7.18 717 0.15
15 540 | 585 | 513 5.46 0.36 4.83 463 | 453 468 0.18 5.03 475 4.68 4.82 0.19 7.33 7.45 7.16 7.31 0.15
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ANEXO 6:

Panel fotogréafico de ejecucion de la investigacion.
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Recoleccidon de muestras de bacterias anaerébicas de la estacién de muestro

Pastoruri.

Pesaje de reactivos del medio de cultivo Postgate B.
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Tamizaje de la grava (arena) de la quebrada de Cojup.
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Instalacion del humedal estacionario construido.
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.

Monitoreos fisicoquimicos de los tratamientos instalados en los conos Imhoff.
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