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RESUMEN

Se evaluo las condiciones Optimas de Pseudomonas fluorescens para la degradacion de
cianuro de sodio en agua sintética con una concentracion inicial de 500 ppm. El estudio fue de
tipo experimental, bajo un disefio completamente al azar con arreglo factorial 3x3,
considerando tres niveles de pH (9, 10 y 11) y tres tiempos de incubacion (1, 5y 10 dias),
ademas de un tratamiento control sin inoculacion, cada uno con tres repeticiones, totalizando
30 unidades experimentales. El inoculo fue previamente adaptado a concentraciones crecientes
de cianuro en medio base sales minerales glucosa e incubado a 32 °C. Las unidades
experimentales se mantuvieron en condiciones aerobicas, monitoreando pH mediante equipo
multipardmetro y temperatura controlada. La cuantificacion del cianuro residual se realizo
mediante analizador de flujo de inyeccion (FIA) en laboratorio especializado. La eficacia de
degradacion se determind porcentualmente a partir de la concentracion inicial y final. Los
resultados indicaron que a los 10 dias y pH 9 se alcanz6 la mayor remocion (95 %, 25.96 ppm),
seguido de pH 10 (85 %, 75.53 ppm) y pH 11 (57 %, 216.6 ppm). A los cinco dias, las
eficiencias fueron de 61 %, 36 % y 17 %, respectivamente; mientras que al dia uno fue de 15
%, 9 %y 3 %. El andlisis de varianza (ANOVA) y la prueba de Tukey al 5 % evidenciaron
diferencias estadisticamente significativas (p < 0.05), confirmando que el tratamiento mas

eficiente fue pH 9 con 10 dias de incubacion.

Palabras clave: Pseudomonas fluorescens, cianuro de sodio, biodegradacion, pH,

tiempo de incubacion.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the optimal conditions of Pseudomonas
fluorescens for the degradation of sodium cyanide in synthetic water with an initial
concentration of 500 ppm. The study was experimental in nature, using a completely
randomized design with a 3x3 factorial arrangement, considering three pH levels (9, 10, and
11) and three incubation periods (1, 5, and 10 days), in addition to a control treatment without
inoculation, each with three replicates, totaling 30 experimental units. The inoculum was
previously adapted to increasing cyanide concentrations in a mineral salts glucose medium and
incubated at 32 °C. The experimental units were maintained under aerobic conditions,
monitoring pH using a multiparameter instrument and controlling temperature. Residual
cyanide quantification was performed using a flow injection analyzer (FIA) in a specialized
laboratory. Degradation efficiency was determined as a percentage based on the initial and final
concentrations. The results indicated that at 10 days and pH 9 the highest removal was
achieved (95 %, 25.96 ppm), followed by pH 10 (85 %, 75.53 ppm) and pH 11 (57 %, 216.6
ppm). At 5 days, the efficiencies were 61 %, 36 %, and 17 %, respectively; while at day 1 the
removal was 15 %, 9 %, and 3 %. Analysis of variance (ANOVA) and Tukey’s test at 5 %
showed statistically significant differences (p < 0.05), confirming that the most efficient

treatment was pH 9 with 10 days of incubation.

Keywords: Pseudomonas fluorescens, sodium cyanide, biodegradation, pH, incubation

time.
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CAPITULO I

INTRODUCCION

El crecimiento sostenido del sector minero representa uno de los principales pilares
econdémicos en paises con amplia disponibilidad de recursos minerales, entre ellos el Peru.
Esta actividad, sin embargo, estd estrechamente ligada a impactos ambientales negativos,
especialmente por el uso intensivo de recursos hidricos y la generacion de efluentes
contaminados con metales pesados y compuestos toxicos (Organismo Supervisor de la
Inversion en Energia y Mineria [OSINERGMIN], 2017, p. 25). La mineria es una de las
actividades mas contaminantes del agua, debido a la descarga de residuos que contienen
arsénico, plomo, mercurio, cadmio, zinc, cobre y compuestos cianurados, afectando
ecosistemas acuaticos y poniendo en riesgo la salud humana (Freitas & Horta, 2023, p. 1).

El agua es un recurso esencial en las operaciones mineras, pero también es uno de los
principales receptores de contaminacion por compuestos toxicos derivados de dichas
actividades. (Pabon et al., 2020, p. 10) identifica a la mineria como una de las fuentes mas
relevantes de contaminacion hidrica en el pais, sefialando la presencia de metales pesados, los
cuales afectan tanto fuentes superficiales como subterraneas. Estos contaminantes alteran la
composicidon quimica del agua, generan toxicidad en organismos acudticos y representan una

amenaza directa para la salud humana.



En la lixiviacion de minerales auriferos, el cianuro reemplaza al mercurio debido a
que este ultimo es altamente bioacumulable y persiste en los ecosistemas, mientras que el
cianuro forma compuestos mas degradables por mecanismos naturales (Lovera et al., 2002, p.
45). No obstante, esta caracteristica no elimina su toxicidad: su efecto agudo depende de la
concentracion y puede generar pérdida de biodiversidad y efectos inmediatos en la salud.
Ramirez (2010) advierte que los cianuros presentes en efluentes mineros pueden superar los
limites tolerables y, al exponerse, transformarse en acido cianhidrico (HCN), gas letal que
puede causar la muerte por paro respiratorio en minutos. Aunque el cianuro esta presente en
plantas y alimentos comunes en concentraciones tolerables, su uso industrial requiere estricto
control. Por ello, las mineras formales reciclan el cianuro y tratan sus relaves mediante
procesos quimicos, fisicos o bioldgicos, a fin de evitar su liberacion al ambiente (p. 55).

Frente a este problema, se han desarrollado diversos métodos de tratamiento para la
remediacion de efluentes cianurados, entre ellos, los procesos biolodgicos han demostrado ser
una alternativa prometedora por su bajo costo, simplicidad operativa y sostenibilidad. En este
contexto, las bacterias del género Pseudomonas, en particular Pseudomonas fluorescens,
destacan por su capacidad de degradar compuestos cianurados bajo ciertas condiciones
fisiologicas y ambientales (Chavez et al., 2022, p. 85). No obstante, su eficiencia puede verse
comprometida por factores como el pH, la temperatura o la concentracion inicial de cianuro,
lo que hace necesario caracterizar y optimizar sus condiciones de funcionamiento.

En consecuencia, el estudio se orienta a determinar las condiciones en las que P,
fluorescens presenta mayor eficiencia en la degradacion del cianuro de sodio en agua. Para
lograrlo, se plantean como objetivos especificos: determinar el pH adecuado donde P
fluorescens tiene mayor eficacia en la degradacion del cianuro de sodio; determinar el tiempo
adecuado de degradacion de cianuro de sodio por P. fluorescens;y analizar el crecimiento de

P. fluorescens después de los tratamientos.



CAPITULO II

REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Antecedentes de la Investigacion

Zambrano Palacios (2018) ha evaluado el efecto de un consorcio bacteriano
aislado de aguas contaminadas con cianuro sobre la biodegradacion de este compuesto.
Las bacterias son obtenidas del agua residual proveniente del proceso de enriquecimiento
de oro en los tanques de lixiviacion de la mina Barranco. Posteriormente, realiza la
resiembra y multiplicacion de las cepas para conformar el consorcio bacteriano, el cual es
aplicado en tres concentraciones diferentes denominadas tratamientos T1, T2 y T3,
ademas de un tratamiento testigo sin aplicacion bacteriana. Cada tratamiento se desarrolla
por triplicado, conformando un total de 12 unidades experimentales. La concentracion de
cianuro es determinada mediante analisis de laboratorio en los dias 0, 5, 19 y 27. Los
datos son procesados estadisticamente a través del analisis de varianza (ANOVA) y la
prueba LSD de Fisher utilizando el software InfoStat, con la finalidad de identificar
diferencias significativas entre tratamientos. Los resultados evidencian que el tratamiento
T1, correspondiente a la mayor concentracion bacteriana, alcanza la mayor degradacion
de cianuro a los 27 dias de iniciada la experimentacion (p. xii).

Correa & Mocha (2021) han realizado una valoracion de la capacidad de

biodegradacion de cianuro de sodio (NaCN), mediante un sistema de biodiscos y la



aplicacion de indculos de las cepas P. fluorescens ATCC 49838 y Trichoderma
harzianum, obteniendo una reduccion en la concentracion del 99,62 % para la bacteria,
99,67 % para el consorcio y 99,71 % para el hongo, respecto a la muestra inicial de 258
mg/l. Finalmente en el analisis estadistico se evidencia diferencia significativa entre los
grupos de datos, con especial atencion al aislado fungico Trichoderma harzianum (p. 70-
77).

Castillo & Vega (2018) han determinado los pardmetros 6ptimos del proceso de
biorremediacion de efluente cianurado, utilizando Pseudomonas alcaldfilas. El
procedimiento consistio en determinar las caracteristicas del efluente cianurado. Luego se
empled el disefio central compuesto variando los parametros el pH del medio de cultivo
que fue ajustado a 9,78; 10,0; 10,5; 11,0 y 11,28 y a diferentes tiempos 17,2; 24; 36; 48 y
54,7 horas para determinar el porcentaje de biorremediacion de cianuro total. Los
resultados muestran las caracteristicas del efluente que fueron concentracion de cianuro
total: 250 ppm y pH: 10,5 y los parametros significativos que son el pH y el tiempo de
biorremediacion. En el disefio experimental dando los mejores resultados en el
abatimiento de cianuro total fue de 165ppm, con un porcentaje de degradacion 34,0 % a
las condiciones de pH: 10,0 a las 48horas. Los resultados de la estadistica de regresion
fueron de un coeficiente de correlacion multiple mayor a 0,95, esto quiere decir que los
resultados se ajustan al modelo matematico. Los parametros Optimos fueron de pH
optima de 9,9 y tiempo optimo de 2,10 dias o 54 horas (p. 8).

Morillo Mendoza (2014) ha evaluado el efecto de diferentes combinaciones de
temperatura (32 y 36 °C) y pH (9.5, 10 y 10.5) sobre la degradacion de cianuro de sodio
por Pseudomonas sp., aislada de lodos activos de una planta de tratamiento de aguas
residuales en Trujillo, Peru. Para ello, cultivé la cepa en un medio con 1000 ppm de

cianuro de sodio durante seis dias, midiendo la degradacion por método titulométrico



cada 24 horas. Los resultados indicaron que las condiciones dptimas para la degradacion
se presentaron a 36 °C/pH 9.5 (655 ppm degradados) y a 32 °C/pH 9.5 (648 ppm),
mientras que la menor eficiencia se registr6 a 36 °C/pH 10.5 (203 ppm). El analisis
estadistico mediante ANAVA y prueba de Tukey evidencid diferencias significativas entre
los tratamientos con indculo y los controles, concluyéndose que la temperatura y el pH
influyen significativamente en la eficiencia del proceso, siendo el pH 9.5 el mas favorable
en ambas temperaturas (p. x).

Chavez et al. (2022) han evaluado la eficiencia biodegradativa de cianuro por
Pseudomonas sp. a diferentes tiempos de incubacion. Se empled como grupo control
solucion salida fisioldgica y un biorreactor con columna de burbujeo, cada biorreactor
contuvo 450 ml de MBSMG a la concentracion de 500 ppm de cianuro y a un pH de 8,
con un indculo a una concentracion de 1,5 x 10® células por mililitro. La valoracion de la
concentracion de cianuro se realizd mediante una titulaciéon con AgNO3 y KI. Los
resultados obtenidos muestran una eficiencia de biodegradacion del cianuro del 92,3 % a
los 3 dias de incubacion, 85,8 % a los 7,5 dias y 75,9 % a los 12 dias; encontrandose
también una correlacion inversa de 0,985 entre la eficiencia de biodegradacion y el
tiempo de incubacion de la bacteria mediante la Correlacion de Pearson. Se concluye que
la mayor eficiencia biodegradativa de la Pseudomonas sp. se presenta a los 3 dias de
incubacion (p. 85).

Raimi et al. (2013) han determinado la capacidad de biodegradacion de
compuestos cianurados complejos como hexacianoferrato (II) de sodio trihidratado
(NasFe(CN)s-3H20), hexacianoferrato (II) de potasio decahidratado (KsFe(CN)s:10H20)
y cianoargenato de potasio (KAg(CN)2), utilizando células libres de Pseudomonas
fluorescens Pf-5 (ATCC# BAA-477) en una suspension acuosa. Evaluaron el efecto del

pH inicial y la concentracion de glucosa sobre la biodegradacion, determinaron la



concentracion minima inhibitoria (MIC) de cada compuesto y monitorearon el
crecimiento bacteriano, la generacion de amoniaco y el consumo de glucosa. Concluyeron
que P. fluorescens Pf-5 logré degradar los ferrocyanuros de sodio y potasio, usandolos
como fuente de nitrogeno y la glucosa como fuente de carbono en medio M9. Sin
embargo, el cianoargenato de potasio inhibi6 el crecimiento bacteriano en todas las
concentraciones evaluadas. Las concentracion minima inhibitoria fueron de 50 mM (21,1
g/L) para el KsFe(CN)sy 75 mM (36,3 g/L) para el NasFe(CN)s, y la mayor generacion
de amoniaco se observé a pH 7. Ademas, el crecimiento bacteriano aument6é con mayores
concentraciones de glucosa.

Coaquira Maquera (2014) ha determinado los valores fisicos y quimicos éptimos
de temperatura, pH y concentracion de cianuro, para una eficiente biodegradacion de
cianuro en relaves cianurados por Pseudomonas fluorescens, en un biorreactor aireado. Se
empleo la cepa de Pseudomonas fluorescens aislada de un relave minero cianurado para
evaluar en un biorreactor aireado su capacidad de degradacion sobre tres diferentes
concentraciones de cianuro de relave (500, 1 000, 1 500 ppm) a las temperaturas de 22,
26 y 30°C con pH de 9,5, 10, y 10,5 hasta que se obtuvo maxima degradacion del cianuro
en cada experimento. Se realizo 15 experimentos siguiendo el disefio de Box Behnken,
que es un disefio factorial fraccionado. Se evalu6 la concentracion de cianuro en el
biorreactor cada 24 horas mediante el método titulométrico. Mediante el Software Excel y
el Minitab 16 se analiz6 los datos obtenidos. Se determind en Pseudomonas fluorescens
una maxima eficiencia y tasa de degradacion de cianuro respectivamente de 96,67 % y
17,57 % /dia; siendo los valores 6ptimos de las variables temperatura, pH y concentracion
de cianuro para la maxima eficiencia de degradacion de cianuro 26°C, 9,5 de pH y 1500

ppm, y para la tasa de degradacion de cianuro 26°C, 9,5 de pH y 500 ppm.



Agudelo et al. (2010) han propuesto un biotratamiento para los residuos
cianurados generados por procedimientos médico-forenses, e identificaron los factores de
riesgo asociados a su manipulacion en el Instituto de Medicina Legal de Medellin.
Caracterizaron los residuos segun su estado fisico y evaluaron su gestion, evidenciando
deficiencias en todos los factores de riesgo, especialmente en el componente quimico.
Para la degradacion del cianuro realizaron 22 preensayos y 9 bioensayos utilizando
Pseudomonas aeruginosa 'y Thiobacillus ferrooxidans. Los resultados mostraron que P
aeruginosa logrd un 87 % de remocion de cianuro a una concentracion de 50 mg/L,
mientras que 7. ferrooxidans alcanz6 un 79 % a 500 mg/L. Ademas, desarrollaron una
guia técnica para el manejo adecuado de estos residuos. Concluyeron que los tratamientos
bioldgicos con estas bacterias son eficientes para la degradacion del cianuro y representan
una alternativa viable para su gestion.

Restrepo et al. (2006) han evaluado la degradacién microbiana de cianuro
proveniente de plantas de beneficio de oro en Segovia, Colombia, utilizando una cepa
nativa de Pseudomonas fluorescens aislada de arenas residuales contaminadas. Mediante
ensayos en laboratorio, determinaron que esta cepa fue capaz de biodegradar
eficientemente concentraciones de cianuro entre 100 y 500 ppm, alcanzando porcentajes
de remocion superiores al 98 %. También comprobaron que concentraciones mayores a
700 ppm limitan significativamente la actividad bacteriana. Ademas, realizaron pruebas
de toxicidad con Daphnia pulex, demostrando que niveles de cianuro iguales o superiores
a 54 ppm resultan letales para esta especie. Concluyeron que el tratamiento biologico
representa una alternativa eficiente y econdmica frente a los métodos convencionales,
especialmente para residuos con concentraciones moderadas de cianuro (p. 45).

Naranjo & Santa (2006) han investigado la degradacion bioldgica de cianuro en

solucion acuosa, utilizando células inmovilizadas de Pseudomonas fluorescens aisladas



de lodos de la industria de recubrimientos metalicos. Emplearon una concentracién inicial
de 15 ppm de cianuro en un medio con caldo nutritivo y pH 9,6, evaluando la eficiencia
del proceso en dos matrices de inmovilizacion (agar-agar y alginato de calcio) y a tres
caudales distintos (0,17; 0,23 y 0,29 mL/s). Determinaron que las condiciones 6ptimas
para la biodegradacion se lograron con agar-agar y un caudal de 0,17 mL/s, alcanzando
una remocion del 99,12 % del cianuro en 48 horas, con una velocidad de degradacion de
1,0445 mg/L-h. Concluyeron que la inmovilizacion de P. fluorescens representa una
alternativa bioldgica altamente efectiva y competitiva para el tratamiento de aguas
contaminadas con cianuro.

Dursun et al. (1999) han investigado la degradacion de iones complejos de
cianuro ferroso (II) (ferrocianuro) mediante células libres de Pseudomonas fluorescens,
evaluando el efecto del pH inicial, las concentraciones iniciales de ferrocianuro y glucosa,
y la tasa de aireacion en un fermentador discontinuo. Determinaron que el
microorganismo utilizo el ferrocianuro como unica fuente de nitrégeno y la glucosa como
sustrato principal, ajustindose a un modelo de inhibicion no competitiva por compuestos
toxicos. La mayor tasa de biodegradacion obtenida fue de 30,7 mg-g'-h™!, bajo las
condiciones siguientes: pH inicial 5, velocidad de agitacion 150 rpm, aireacion de 0,15
vvm, y concentraciones iniciales de ferrocianuro y glucosa de 100 mg/L y 0,465 g/L,
respectivamente. Ademas, se observo que la inhibicion por ferrocianuro como sustrato
secundario comenzaba a concentraciones muy bajas (p. 901).

Diaz Silva (2023) ha evaluado las concentraciones de cianuro libre para
determinar el impacto ambiental generado por la unidad minera artesanal San Vicente en
la calidad del suelo del centro poblado de Algamarca. Se empled un muestreo sistematico
y equidistante (rejillas regulares) en nueve puntos representativos, complementado con un

muestreo de fondo aleatorio simple en una zona no intervenida. Los resultados mostraron



que la concentracion media de cianuro en la unidad minera fue de 0.272 mg/kg, valor 2.7
veces superior al del nivel de fondo (0.10 mg/kg), aunque sin superar el Estandar de
Calidad Ambiental (ECA) para suelos. En cuanto a parametros fisicoquimicos, el pH en
la unidad minera (6.90) superd en 1.16 veces al del fondo (5.95), mientras que la materia
orgénica (1.078 %) y la capacidad de intercambio cationico (CIC, 14.256 cmol(+)/kg) se
redujeron en 2.37 y 1.69 veces, respectivamente, en comparacion con los niveles de
fondo. En el perfil vertical, se observé una disminucién del cianuro libre y el pH a 20 cm
de profundidad, mientras que la materia organica y la CIC aumentaron con la
profundidad. El indice de geoacumulacion (Igeo) fue més alto a los 10 cm en el punto P-
04 y alos 20 cm en el punto P-05 (p. x1).

Arias et al. (2024) evaluaron la capacidad de Pseudomonas pseudoalcaligenes,
aislada de efluentes del proceso de cianuracion de oro, para degradar cianuro presente en
relaves mineros. Inicialmente realizaron pruebas de tolerancia en soluciones con 250 ppm
de cianuro de sodio a diferentes valores de pH, empleando una poblacion inicial de
4.00E+07 UFC/mL y agitacion durante 54 horas, observando una degradacion de hasta
39,2 % de cianuro libre (CN") a pH 9,8. Posteriormente, evaluaron la degradacion durante
144 horas en efluentes reales de cianuracion ajustados a pH 10,5, con una poblacion
bacteriana inicial de 9,94E+08 UFC/mL y concentraciones de 80 a 700 ppm de CN-,
obteniendo reducciones entre 55,89 % y 84,79 %. Los autores determinaron que la
eficiencia de degradacion se relaciona directamente con la concentracion inicial de

cianuro, evidenciando mayores porcentajes de remocion a concentraciones mas elevadas

(p- D).
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2.2. Bases Teoricas
2.2.1. Cianuro

El cianuro es un aniéon monovalente (CN™), compuesto por un atomo de
carbono y uno de nitrégeno unidos por un triple enlace covalente, se encuentra de
forma natural en bajas concentraciones en tejidos vegetales como parte de
compuestos cianogénicos, pero su uso industrial se da en mayores proporciones,
especialmente en los sectores minero, metallrgico, quimico y de sintesis orgénica,
debido a su alta reactividad y capacidad de formar complejos solubles con metales
de transicion (Camargo, 2015, p. 5).

Guerrero Rojas (2013) menciona que el cianuro es una sustancia quimica,
caracterizada por la presencia de una unidad quimica formada por el enlace
carbono-nitrégeno (CN) se combina con una gran mayoria de compuestos organicos
e inorgénicos. Es potencialmente letal, que actiia rapidamente sobre el sistema
respiratorio. Basicamente, el cianuro se presenta como cianuro de hidrogeno
(HCN), que es un gas, o en forma de cristales como el cianuro de sodio (NaCN) o el
cianuro de potasio (KCN). También se menciona que por lo general el cianuro
presenta un olor a “almendras amargas”, pero no siempre emana un olor y no todas
las personas pueden detectarlo (p. 1).

El cianuro es un compuesto quimico caracterizado por la presencia del anién
CN-, compuesto por un atomo de carbono unido por un triple enlace a un atomo de
nitrégeno, su elevada reactividad nucleofilica y su capacidad para formar complejos
estables con metales lo convierten en un reactivo ampliamente utilizado en diversas
industrias, especialmente en la metalurgia, sintesis organica y tratamiento de
minerales, debido a su eficiencia en procesos de lixiviacion y su interaccion con

cationes metalicos (Logsdon et al. , 2001, p. 5).
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2.2.2. Quimica del cianuro

La diversidad y compleja naturaleza de los diferentes compuestos
cianurados se puede explicar en funcion de las caracteristicas quimicas del grupo
ciano (-C=N). El anidn cianuro, formado por un 4tomo de carbono y uno de
nitrogeno, presenta un enlace o, dos m y dos orbitales antienlazantes desocupados.
Los dos primeros orbitales de su estructura se llenan con el nimero méaximo de
electrones, mientras que los otros orbitales estan vacios. Debido a que los orbitales
oy m (1+2) estan llenos con electrones, el cianuro se comporta como un haldégeno.
Sin embargo, su comportamiento pseudohalogeno no puede explicar la formacion
de complejos cianurados con los metales de la serie de transicion como Fe, Co, Cu
y Zn (Castillo & Vega, 2018, p. 15,16).

En la naturaleza el cianuro puede presentar diversas formas, estas se
relacionan entre si y estan clasificadas por ciertas caracteristicas. El Cianuro total se
refiere a los compuestos de cianuro existentes en una solucion acuosa. Este incluye
al cianuro libre, los cianuros simples y los todos los cianuros complejos. El Cianuro
disociable con 4cido débil (WAD) representa a los compuestos de cianuro que se
desintegran facilmente con un acido débil, en pH bajos como 4,5. El Cianuro libre
es la clasificacion donde se encuentra el ion cianuro disuelto y al cianuro de
hidrogeno (Gaviria & Meza, 2006, p. 33).

La toxicidad inherente de las diferentes formas de cianuro previamente
clasificadas se fundamenta en su mecanismo de accion especifico a nivel celular.
"Su accion bioldgica lo caracteriza como un inhibidor enzimatico no especifico;
inhibe varias enzimas, tales la succinildeshidrogenasa, la superéxidodismutasa, la
anhidrasa carbonica, la citocromooxidasa y otras, bloqueando la produccion de ATP

e induciendo hipoxia celular. En condiciones normales, la citocromooxidasa tiene



papel primordial en la utilizacion del oxigeno por la célula, su inhibicidon conlleva

interrupcion de la respiracion celular que deriva en hipoxia citotoxica y,

precisamente, el cianuro es toxico para el organismo debido a que se une al i6n

férrico de la citocromooxidasa en la mitocondria e interrumpe el uso del oxigeno

por la célula" (Ramirez, 2010, p. 55).

Tabla 1

Propiedades del cianuro y su significado

Propiedades

Significado

Forma compuestos
complejos, con los
iones metalicos
pesados.

Estabilidad diferente de
diversos complejos
metalicos.

Formacion de un
precipitado insoluble
con el cobre cuproso y
los ferrocianuros de
metales pesados.

Oxidacion a iones
cianato y amonio por
oxidantes quimicos

Formacion de tiocianato
por reaccion con
compuestos de azufre.

Formacion de cianuro
de hidrogeno volatil a
pH bajo

Fotolisis de los
complejos metal-
cianuro por luz
ultravioleta

e Convierte los iones metalicos en solubles bajo condiciones

en las que normalmente precipitaran.

Reacciona con los metales de los materiales bioldgicos
impidiendo su buen funcionamiento bioldgico.

Afecta la facilidad con que el cianuro puede ser separado del
metal, permitiendo la destruccion del cianuro y la
precipitacion del metal.

Puede participar en la eliminacién del cobre, cianuro y
ferrocianuro en algunos procesos de destruccion de cianuro.
Puede dar origen al cobre coloidal reportado en los efluentes
de plantas.

El cianuro soluble es la forma mas toxica.

Constituye una forma de eliminar el cianuro de los efluentes.
Produccién de ion amonio toxico en los efluentes tratados de
plantas auriferas.

El efecto ambiental del cianato no es evidente.

Consume el cianuro necesario en la operacion de plantas.
Mecanismo de detoxificacion bioldgica.

Consume el cianuro necesario en la operacion de plantas.
Mecanismo de descodificacion biologica.

Se cree que es un mecanismo importante en la degradacion
natural del cianuro y como método de tratamiento de
efluentes.

Contribuye a las mermas en el analisis.

Es la base para los métodos analiticos de destilacion.

La pre aireacion reduce la toxicidad en el bioensayo.
Aumenta la separacion del cianuro de los iones metalicos.

Aumenta la toxicidad a través de la liberacion del ion de
cianuro libre.

Fuente: (Ministerio de Energia y Minas (MINEM], 1996)
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La toxicidad del cianuro es el resultado del cese de la respiracion aerdbica.
El cianuro se une a las fracciones de cobre y hierro en la cadena de transporte de
electrones, inhibiendo la actividad del citocromo ¢ oxidasa, un mecanismo similar
al del sulfuro de hidrogeno y monodxido de carbono. La inhibicion resultante de la
fosforilacion oxidativa previene la produccion de adenosin trifosfato y redirige la
produccion de energia hacia las vias de respiracion anaerdbica, las cuales son
rapidamente abrumadas. La acidosis lactica patognomonica de la toxicidad por
cianuro es el resultado directo del arresto de la respiracion aerobica (Schaffer et al.,
2025).

El ion cianuro (CN") es reconocido por su capacidad para interactuar con
una amplia variedad de sistemas quimicos y biologicos: actiia como nucledfilo en
reacciones orgéanicas (formacion de nitrilos y cianohidrinas), presenta actividad en
medios inorgénicos (protonacion a HCN e hidrdlisis a productos menos toxicos),
desempefia un papel clave en procesos industriales como la lixiviacion de oro y la
sintesis de precursores de polimeros, y ejerce efectos biologicos profundos al
inhibir enzimas mitocondriales, aunque también puede ser detoxificado por vias
enzimaticas (Lachowicz et al., 2024). Entre las principales reacciones se tiene:

Sustitucion nucleofilica con cianuro, el ion cianuro (CN-) actia como
nucleofilo fuerte y lineal, lo que le permite sustituir halogenuros de alquilo
mediante un mecanismo SN2, formando nitrilos. Esta reaccion es ampliamente
utilizada para alargar cadenas carbonadas en sintesis organica (Kim et al., 2003, p.
4282).

CH;CH:CH2Br + KCN — CH3CH2CH.CN + KBr

Formacion de cianohidrinas, cuando un aldehido o una cetona se expone a

cianuro (CN~ o HCN)), este se adiciona nucleofilicamente al carbono carbonilico,
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formando un intermedio llamado cianohidrina. Esta reaccion es fundamental para la
sintesis de compuestos funcionalizados (Disney et al., 2024, p. 350).

R—CHO + HCN = R—CH(OH)-C=N

Protonacion del del ion cianuro, en condiciones acidas, el ion cianuro se
protona generando acido cianhidrico (HCN), un compuesto volatil y
extremadamente toxico, esta reaccion es relevante tanto en la toxicologia como en
el manejo seguro de residuos cianurados (Logue et al., 2010, p. 123).

CN +H"— HCN (g)

Hidrdlisis del cianuro a formiato y amoniaco, el cianuro puede ser
degradado por hidrolisis en condiciones térmicas o en presencia de enzimas como
cianidasa, convirtiéndose en formiato y amoniaco, este proceso es parte de
estrategias de detoxificacion ambiental y bioldgica (Akeil, 2003, p. 502).

CN +2 H.0 — HCOO™ + NHs

Cianuracion del oro (reaccion de Elsner), uno de los procesos industriales
mas conocidos que involucran cianuro es la lixiviacion del oro, donde CN™ forma
complejos solubles con el metal, este método ha sido la base de la mineria aurifera
moderna (Angles Betancurt, 2023, p. 44).

4 Au + 8 NaCN + Oz + 2 H.0 — 4 Na[Au(CN):] + 4 NaOH

Hidrocianacion del butadieno para sintesis de adiponitrilo, en la industria
del nylon, el butadieno reacciona con HCN en presencia de catalizadores metalicos
como niquel, formando adiponitrilo, un precursor clave para el nylon-6,6 (Dimian
& Bildea, 2008, p. 313).

CH.=CH-CH=CH: + 2 HCN — NC—(CH:)+—CN

Inhibicion de la citocromo ¢ oxidasa, a nivel mitocondrial, el cianuro se une

al centro metalico de la citocromo c oxidasa (Complejo IV), bloqueando el
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transporte de electrones y deteniendo la sintesis de ATP, lo que produce hipoxia
celular (Scott et al., 1985, p. 200).
Citocromo a;—Fe*" + CN~ — Citocromo a—Fe**—CN (inactivo)
Detoxificacion del cianuro en humanos, en el cuerpo humano, el cianuro se
detoxifica por medio de enzimas como la rodanasa, que lo convierte en tiocianato,
una forma mucho menos téxica que puede eliminarse por la orina (Aminlari &
Vaseghi, 2006, p. 4).
S20:* + CN™ — SCN™ + SOs?
2.2.3. Soluciones de cianuro
A. Cianuros simples

Castillo & Vega (2018) los describen como sales formadas por la
reaccion del cianuro de hidrogeno con una base como NaOH o Ca(OH)». Los
cianuros simples se representan por la formula A (CN)x, donde A es un
alcalino (sodio, potasio, amoniaco) o un metal, y x es la valencia de A en el
tiempo, es el nimero de grupo de cianuro. El cianuro de sodio (NaCN) y el
cianuro de calcio Ca(OH): son cianuros simples que se utilizan cominmente
en el procesamiento de minerales auriferos (p. 18).

Los cianuros simples se disocian en agua formando ion cianuro y
cationes metalicos solubles. Es el término utilizado para describir tanto al i6n
de cianuro (CN)- que se disuelve en el agua del proceso como cualquier
cianuro de hidrogeno (HCN) que se forma en la solucidon (Gaviria & Meza,
2006, p. 33).

B. Cianuros complejos
Los cianuros complejos tienen una variedad de féormulas, el cianuro

metal alcalino por lo general esta representado por AyM(CN)x. En esta
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formula, A representa metal alcalino, M es el metal pesado (Fe(Il) y Fe (I1I),
Cd, Cu, Ni, Ag, Zn , otros), y x es el nimero grupo de cianuro; X es igual a la
valencia tomada de A. La formacion de complejos metéalicos en una solucion
de cianuro es un proceso secuencial en la medida en que el metal forma
inicialmente un producto de baja solubilidad, el que a su vez reacciona con el
ion cianuro excedente para formar un complejo de cianuro soluble y estable
(Castillo & Vega, 2018, pp. 18,19).

Este tipo de cianuros son resistentes el ataque de un acido débil, pero
se disocian en presencia de un acido fuerte a dos. Los complejos de cianuro
con oro, cobalto y hierro son fuertes y estables en solucion. Esta estabilidad
del complejo oro-cianuro es un factor clave en el uso del cianuro para la
extraccion del oro del mineral (Logsdon et al., 2001, p. 10).

Cianuro de hidréogeno

También llamado 4acido cianhidrico es un compuesto que puede estar
presente en forma liquida o como gas cuando esta cerca de la ebullicion. Se
trata de un acido débil, altamente soluble en agua, con una constante de
disociacion de 4.365 x 1071° y una pKa =9.31 a 20 °C (Broderius, 1970, p. 14).

Logsdon et al. (2001) sefiala que una fuente natural de cianuro de
hidrégeno (HCN) es un compuesto que asimila al aziacar llamado amigdalina,
que existe en muchas frutas, verduras, semillas y nueces, entre ellos los
damascos, brotes de poroto, castafias de caju, cerezas, castafias, maiz, judias,
lentejas, nectarinas, duraznos, manies, pecanas, pistachos, papas, soja y otras
nueces. En el corazon de la almendra amarga hay aproximadamente 1 mg de
HCN en forma de amigdalina. La tabla 2 presenta datos sobre la cantidad de

cianuro presente en diversos alimentos (p. 3).



Tabla 2

Concentraciones de cianuro en plantas seleccionadas

Especies de plantas

Concentracion (mg/kg)

hojas
raices
Yuca
Raices desecadas
Puré
Punta de bambt
Poroto blanco (judia) (Birmania)
Almendra (amarga)

Sorgo (planta joven, integral)

377 -500
138

46 - <100
&1

Max. 8000
2100

280 —2500
Max. 2500

Fuente: Logsdon et al. (2001, p. 3).
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El cianuro libre se refiere al ion cianuro (CN") disuelto y al cianuro de

hidrogeno (HCN) formado en solucion. Al disolverse las briquetas de cianuro

de sodio en agua, se libera CN~, que puede combinarse con H* formando

HCN. A pH menores a 8, predomina el HCN, el cual puede volatilizarse al

aire. Por encima de pH 10.5, predomina la forma i6nica CN™ debido a la baja

concentracion de H* (Logsdon et al., 2001, p. 15).

D. Cianuro de sodio

El cianuro de sodio (NaCN) es una sal inorganica altamente soluble en

agua, empleada principalmente como agente lixiviante en la extraccion de oro

en la industria minera. En medio acuoso y bajo condiciones ligeramente
oxidantes, el NaCN forma complejos solubles de oro, especificamente [Au

(CN):], facilitando su separacion del mineral. La solucion obtenida,

denominada solucion cargada, contiene estos complejos aurocianurados. Para

la recuperacion del metal precioso, se emplea cominmente zinc metélico

(proceso Merrill-Crowe) o carbon activado (adsorcidon en carbon), separando

el oro de la fase liquida mediante precipitacion o adsorcion selectiva (Palacios,

2002, p. 23).



Tabla 3

Caracteristicas del cianuro de sodio.
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Nombre del material

Cianuro de sodio

Formula quimica
Numero CAS
Codigo UN
Guia de respuesta
Clasif. de material peligroso
Cddigo Hazchem
Sinénimos

Uso

NaCN
143-33-9
1689
157
6.1
2X

Sal de sodio, cianuro blanco

Pilas de lixiviacion

Fuente: Garcés et al. (2006, pp. 7-12).

2.2.4. El cianuro en la industria

El cianuro, compuesto de carbono y nitrogeno, se usa ampliamente en la

industria quimica por su alta reactividad. Cada afio se producen mas de un millon

de toneladas, destinadas en un 80 % a la sintesis de compuestos organicos como

nitrilos, nylon y plasticos acrilicos. También se emplea en galvanoplastia,

tratamiento de metales, endurecimiento del acero, fotografia, caucho sintético y

como aditivo en sales para deshielo. El cianuro de hidrégeno se usa como

fumigante agricola y en el control de plagas. En farmacia, aparece en farmacos

como el laetril y el nitroprusiato. El 20 % restante se convierte en cianuro de sodio,

del cual el 90 % se utiliza en mineria aurifera por su eficiencia en la lixiviacién de

oro (Logsdon et al., 2001, p.5).

2.2.5. Toxicidad del cianuro

La toxicidad del cianuro depende de su forma quimica, grado de estabilidad

y biodisponibilidad, las especies mas toxicas incluyen el cianuro de hidrégeno

(HCN) y el anioén cianuro libre (CN7), debido a su alta solubilidad y capacidad de

difusion bioldgica. En contraste, los complejos metalicos estables, como los
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cianuros férricos o ferrocianuros, presentan una toxicidad significativamente menor,
dado que su baja disociacion limita la liberacion del anidn libre en medios
biologicos (Ramirez, 2010, p. 57).

Debido a su alta toxicidad y al amplio uso de este compuesto, el estado
peruano ha tenido que regular la cantidad permitida que se debe respetar en las
descargas de efluentes, el decreto supremo N° 010-2010-MINAM aprueba los
Limites Maximos Permisibles para la descarga de efluentes liquidos de actividades
minero-metaltrgicas, donde el cianuro total tiene un limite de Img/L en cualquier
momento, y 0.8 mg/L. como promedio anual.

a. Toxicidad en los humanos
Los efectos de compuestos cianurados en el cuerpo humano varian por
el tipo de exposicion, ya sea esta oral, respiratoria, o por contacto dérmico;
muchos de los efectos que se producen pueden ser mortales. La causa principal
de muerte por cianuro involucra la ingesta de elevados niveles de cianuro
provocando una paralisis permanente de las extremidades. A nivel tisular, el
cianuro actlia sobre el sistema respiratorio, impidiendo el uso del oxigeno
mediante la inhibicidn de la accion de las enzimas respiratorias, por lo que las
células no pueden aprovechar el oxigeno sanguineo, provocando asfixia
celular. La exposicion afecta al sistema nervioso central, agradamiento de la
glandula tiroides, irritacion en piel y ojos. (Guerrero Rojas, 2013, p. 23)
b. Toxicidad en el medio ambiente
Su alto grado de toxicidad lo convierte en un compuesto de gran
peligrosidad para la vida, que puede originar graves problemas en el ambiente
como la destruccion de vida silvestre, aves, peces, ecosistemas y otros

receptores ecologicos, entre los peligros ecoldgicos se encuentran la
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mortalidad (peligro agudo) y la reduccion en el crecimiento y la reproduccion
(peligro cronico) en las especies representativas (Lonsdon, et al., 2006). En
consecuencia, el cianuro causa un desbalance ambiental en suelos, aguas y
aire, debido a que los procesos naturales de degradacion de no son
suficientemente rapidos y debido a esto se sobrepasan los niveles normales
provocando saturacion (Barber et al., 2003, p. 344).

2.2.6. Tratamientos para la remocion de cianuro

Existen métodos de atenuacion que reducen la presencia de cianuro en el
ambiente, siendo la volatilizacion natural del cianuro de hidrogeno (HCN) una de
las rutas mas efectivas bajo condiciones ambientales favorables. No obstante,
diversos estudios advierten que el uso intensivo de cianuro, especialmente en el
sector minero, ha generado una sobresaturacion de este compuesto en matrices
ambientales como suelos y cuerpos de agua. Por ello, resulta fundamental
implementar tratamientos fisico-quimicos y biologicos previos a la descarga de
efluentes, con el fin de evitar la dispersion de cianuros reactivos y mitigar su
impacto en los ecosistemas (Ascuiia et al., 2018, p. 162).

Tratamientos fisico — quimicos. Shabnam, M. et al. (2014) describe a
métodos como la cloracion alcalina, la ozonizacion en presencia de luz ultravioleta,
el peroxido de hidrogeno, la adsorcion en granulos de carbono activado, electrolisis,
manejo con hipoclorito de calcio y los procesos de aire/dioxido de sulfuro, entre
otros como tratamientos fisicoquimicos en la degradacion de cianuro, sin embargo
estos deben cumplir ciertas caracteristicas para evitar limitaciones en los
tratamientos, es por eso que se considera que la degradacion del cianuro con alguno

de estos tratamientos no se da en su totalidad (Mirizadeh et al., 2014, p. 9).
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Tabla 4

Tratamientos fisicoquimicos del cianuro y sus desventajas

Tratamiento Inconveniente
Cloracion No elimina ferrocianuros
Electrolisis No es util en concentraciones bajas

Precipitacion ~ Genera residuos (ferricianuro)
Ozonizacion  No es validos para cianuro de cobalto.

Fuente: (Castillo Rodriguez, 2005).

Tratamientos biolégicos. La biodegradacion del cianuro comprende
procesos biologicos en los que intervienen organismos como bacterias, algas,
hongos y plantas, capaces de utilizar el cianuro como fuente de carbono y/o
nitrégeno. Estos microorganismos transforman el cianuro en compuestos menos
toxicos mediante rutas metabolicas especificas, contribuyendo a su remocion del
ambiente de forma eficiente y sostenible (Deloya Martinez, 2012, p. 62).

La biodegradacion de cianuro, resulta en la formacion de amonio. Los
microorganismos involucrados poseen varios sistemas enzimaticos especificos que
les permite desarrollar en ambientes con alta concentracion de cianuro. Entre los
microorganismos con capacidad degradadora estan hongos (Fusarium, Hasenula,
etc) y bacterias (E.coli, P. fluorescens, Citrobacter, Bacillus subtilis y otros) quienes
asimilan cianuro y lo usan como fuente de nitrégeno y/o carbono, teniendo como
intermediario NH3 (Luque et al., 2005, p. 168).

2.2.7. Pseudomonas fluorescens ATCC 49838

EL género de esta bacteria se caracteriza por cominmente presentarse en la
naturaleza permitiendo ser aislada facilmente. Son bacterias que pertenecen al reino
prokaryotae, poseen membrana y pared celular bien definida, pertenecen a la
familia Pseudomonadaceae, son bacilos Gram Negativo, rectos o curvados no

vibriodes, son aerobios organotréficos sin metabolismo fermentativo que dependen
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de reacciones de 0xido reduccion para obtener energia y utilizan sustancias
oxidables a pH neutro o basico. Su didmetro se encuentra entre 0.7-0.8 um. Se
reproducen a temperaturas mesofilas (entre 25 y 30 °C); presentan gran capacidad
para utilizar una diversidad de nutrientes como donadores y aceptores de electrones,
haciéndolos nutricionalmente muy sencillos y permitiéndoles una amplia
distribucién en la naturaleza (Matsumura & Kojima, 2003, p. 100).

P, fluorescens es una bacteria Gram-negativa que forma parte del complejo
de especies dentro del género Pseudomonas, ampliamente distribuida en suelos y
ambientes acudticos. Es aerobia estricta, movil por flagelos polares y se caracteriza
por producir pigmentos fluorescentes (sideréforos como pioverdina), especialmente
en condiciones de carencia de hierro (Kunz et al., 1994, 1705).

Su clasificacion taxondmica es: Filo Proteobacteria, Clase
Gammaproteobacteria, Orden Pseudomonadales, Familia Pseudomonadaceae. Se
aislo por primera vez del suelo usando cianuro potasico como Unica fuente de
nitrégeno (Vilo et al., 2012, p. 6618).

a. Caracteristicas fisicoquimicas

Su metabolismo es quimioorganotrofico, no fermentativo, utiliza
oxigeno como aceptor final y muchas cepas son catalasa y oxidasa positivas
(Kunz et al., 1994, 1706).

pH. La cepa de P. fluorescens puede reproducirse tanto en medios
acidos como en medios bésicos, sin embargo, en la degradacion de cianuro se
busca un medio alcalino para evitar la formacion de acido cianhidrico (HCN);
medio al cual P. fluorescens es resistente (Morillo Mendoza, 2014, p. 24).

Temperatura. El género Pseudomonas son por lo general son

mesofilas, y temperaturas entre 25 y 30 °C son ideales para su 6ptimo
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crecimiento. Sin embargo, cepas como P. fluorescens puede crecer desde los 4
°Cy P. aerugiunosa hasta los 41 °C (Goldman & Green, 2009 como se citd en
Coaquira, 2014).

Adicionalmente, su tolerancia a cianuro en concentraciones elevadas
(hasta 100 mM CN") en condiciones aerobicas la hace util para
biorremediacion (Kunz et al., 1994, 1707).

Degradacion de cianuro por P. fluorescens

La especie P. fluorescens, segin sean las condiciones de su ambiente,
es capaz de degradar el cianuro por medio de distintas rutas, como la rutas
hidrolitica a través de la produccion formamida (Fernandez et al., 2004, p.
122), la ruta reductora de sustrato por la nitrogenasa (Rivera & Burris, 1975, p.
537), la ruta de sustitucién/adicion a través de la formacion de tiocianato a
partir de cianuro y un donador de azufre y la produccion de -cianoalanina a
partir de cianuro y diferentes aminoacidos (Raybuck, 1992, p. 4), y la ruta
oxidativa donde se utilizan oxigenasas para catalizar la conversion de cianuro
en NHs y CO.

P, fluorescens NCIMB 11764 puede crecer usando cianuro como su
unica fuente de nitrégeno, degradandolo para formar CO., NHs, dcido féormico
y formamida. En cultivos de fed-batch, esta cepa degrado hasta el 85 % de
50 mM de KCN en solo 6 horas, demostrando su excepcional capacidad de
asimilar CN™ en ausencia total de otras fuentes nitrogenadas. La proporcion de
metabolitos varia segin la concentracion y disponibilidad de oxigeno (Kunz et
al., 1992, p. 2023).

La enzima cyanide oxygenase, inducida solo cuando se crece sobre

cianuro, cataliza la oxidacion aerobia de CN~ a CO: y NHs usando NADH y
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0.. Estudios indican que 1 mol de oxigeno reacciona por cada mol de cianuro
degradado, confirmando la eficiencia bioquimica de esta ruta en condiciones
oxigenadas (Wang et al., 1996).

Incluso en ausencia de oxigeno, P. fluorescens NCIMB 11764 contintia
degradando cianuro mediante rutas independientes de O, produciendo
formamida y acido formico ademas de amoniaco. Esto muestra la versatilidad
metabolica de la cepa, que activa vias alternativas segun el contexto ambiental
(Kunz et al., 1992, p. 2024).

La enzyme cyanide oxygenase se ha caracterizado como un complejo
multicomponente dependiente de cofactores pterinicos (como
tetrahydrobiopterin) y de subunidades NADH oxidasa (Nox), NADH
peroxidasa (Npx), nitrilasa (CynD) y anhidrasa carbonica. Estos elementos
actian coordinadamente para asegurar la degradacion completa del cianuro
(Fernandez, 2004).

El analisis gendmico de P. fluorescens NCIMB 11764 identifico genes
como NADH oxidasa (Nox), NADH peroxidasa (Npx), nitrilasa (CynD) y
anhidrasa carbodnica, todos relacionados con la degradacion oxidativa del
cianuro. Este perfil genético respalda su alta capacidad para usar cianuro frente
a otras cepas del género (Vilo et al., 2012, p. 6620).

Suh et al., (1994) menciona a la adaptacion de P, fluorescens la cual

involucra la oxidacion de cianuro mediante:

Cianuro oxidasa Cianasa

OCN +H,0 — NH3 +CO»sa
VR

NADH + H" NAD

CN + Oy
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En este proceso primero la enzima monooxigenasa convierte el cianuro
en cianato, este cianato es transformado a través de catabolizacion por la
enzima cianasa transformandolo finalmente en amonio y CO; (p. 530).
2.3. Definicion de Términos Basicos
2.3.1. Cianuro de sodio
Compuesto quimico so6lido, de color blanco y aspecto cristalino. Es
altamente toxico y reacciona con el agua o los dcidos liberando un gas venenoso
llamado cianuro de hidrégeno (INSST, 2018, p. 1).
2.3.2. P. fluorescens
Bacteria en forma de baston, que vive en presencia de oxigeno, tiene
flagelos para moverse y es conocida por favorecer el crecimiento de las plantas con
las que convive (Pérez, et al. 2015, p. 225).
2.3.3. Factores fisicoquimicos
Condiciones como pH, temperatura y nutrientes que afectan el crecimiento
de P. fluorescens en ambientes con oxigeno (Diaz, 2011, p. 100).
2.3.4. Biodegradacion
Transformacion de compuestos toxicos como el cianuro en sustancias
menos dafiinas por accion de bacterias como P. fluorescens (Zambrano Palacios,

2018, p. 21).
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CAPITULO 111

MATERIALES Y METODOS

3.1. Localizacion de la Investigacion
La investigacion se realizo en los laboratorios de Biologia, Quimica y
Ambiental de la Escuela Académico Profesional de Ingenieria Ambiental — Celendin,
donde se contaba con las condiciones necesarias para el manejo de cianuro y la
ejecucion de los ensayos de biodegradacion. La ubicacion geografica se presenta en la
figura 1.
3.2. Materiales
3.2.1. Material experimental
e Cianuro de Sodio (NaCN).
e Cepas de P. fluorescens ATCC 49838
3.2.2. Equipos
e Balanza electronica.
¢ Incubadora.
e Microscopio, contador de colonias.
e Equipo multiparametro.

e Autoclave.



Figura 1

Mapa de ubicacion de la investigacion
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3.2.3. Otros materiales y reactivos

e Hidroxido de Sodio (NaOH).

e Agua reactiva (H:0).

e Caldo peptonado [Peptonas (mezcla de péptidos y aminoacidos),
cloruro de sodio (NaCl) y agua (H20)]

e MBSMG (Medio Mineral Basal con Sales y Glucosa, segun su
formulacién estandar).

e Matraces Erlenmeyer.

e Aza bacteriologica.

e Bomba aireadora.

e (ajas Petri.

e Beakers.

e Probetas, pipetas y piseta

e Espatula.

e Cubre y porta objetos.

3.3. Factores, Variables, Niveles y Tratamientos de Estudio
Para el desarrollo del presente experimento, se considerd un solo factor:
el proceso de optimizacion de las condiciones de biodegradacion de
Pseudomonas fluorescens, con una variable de estudio asociada a la eficiencia
bajo diferentes condiciones de pH y tiempo de incubacion. Se establecieron
nueve tratamientos combinando tres niveles de pH (9, 10 y 11) y tres periodos de
incubacion (1, 5y 10 dias), como se detalla en la Tabla 5.

Tabla 5

Factores, variable y tratamientos de estudio

Factor Variable Tratamiento

T1: Agua cianurada con pH 9; *T; de 1dia.
T2: Agua cianurada con pH 9; TI de 5 dias
T3: Agua cianurada con pH 9; TI de 10 dias

Proceso de Condiciones T4: Agua cianurada con pH 10; TI de 1dia
optimizacion de adecuadas de P. T5: Agua cianurada con pH 10; TI de 5 dias
condiciones Sfluorescens T6: Agua cianurada con pH 10; TI 10 dias

T7: Agua cianurada con pH 11; TI de 1dia
T8: Agua cianurada con pH 11; TI de 5 dias
T9: Agua cianurada con pH 11; TI 10 dias

*TI: tiempo de incubacion
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3.4. Disefio Experimental y Arreglo de los Tratamientos
Se empled un disefio completamente al azar con un arreglo factorial 3x3,
en el cual se evaluaron tres niveles de pH (9, 10 y 11) y tres periodos de
incubacion (1, 5 y 10 dias), dando lugar a nueve tratamientos experimentales. A
estos se les agregd un tratamiento patrén (TO) sin inoculacion bacteriana, cada
uno con tres repeticiones, alcanzando asi 30 unidades experimentales.

Tabla 6

Matriz de diserio experimental

pHO pH 10 pH 11
X, X, X;3 Donde:
Dial Y:i Ti=XiY1 Te=XoY1 T=X3Y) T= tratamiento
Dia 5 Y, Tx=X1Y> Ts=X2Y>» Ts=X3Y>2 X=pH del medio de cultivo
Dial1l0 Yz T3=XiYsz Te=X2Y3 To=X3Y3 Y= tiempo de evaluacion

3.5. Croquis del Experimento

Figura 2
Disposicion de unidades experimentales

T T Ts Ta Ts Te T7 Te To

Rep. 1

Rep. 2

Rep. 3

15% de in6ulo masificado
de Pseudomonas
fluorescens

b / )
\ 85% de agua sintética
con una concetracién
de 500 ppm de cianuro
de sodio
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3.6. Evaluaciones a Realizar

Tabla 7

Andlisis que se realizaron durante la investigacion

Analisis Periodo (dias) Equipo
. ., Dia 1 . .
Cuantificacion de Dia 5 Analizador de flujo
cianuro Dia 10 de inyeccion
pH Dia cero
Dia 1 o
, Multipardmetro
Temperatura Dia 5
Dia 10

3.7. Procedimiento
El procedimiento seguido se bas6é en la metodologia propuesta por
Coaquira Maquera (2014), adaptada a los objetivos y condiciones
experimentales de la presente investigacion.
3.7.1. Obtencion del inoculo de Pseudomonas fluorescens
Esterilizacion inicial
- Se esterilizaron todos los instrumentos y materiales utilizados para
asegurar que unicamente P. fluorescens estuviera presente en los
tratamientos.
Adaptacion y activacion de P. fluorescens en cianuro
- Se obtuvieron cepas puras de *P. fluorescens™ desde el
Laboratorio de Microbiologia del Hospital II EsSalud Cajamarca.

La certificacion del laboratorio se encuentra detallada en el anexo

- Se sembr6 con ayuda de una aza bacterioldgica 10 colonias de la
cepa en 100 mL de caldo peptonado, con pH 9,5 y 50 ppm de

cianuro de sodio, y se incubo a 32 °C durante 48 horas.
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Figura 3

Siembra y adaptacion de la cepa en caldo peptonado

Se transfirieron 5 mL de la suspension a 25 mL de medio base
sales minerales glucosa (MBSMGQ), ajustado a pH 9,5 y 75 ppm de
cianuro, e incubado durante 48 horas a 32 °C. Posteriormente, ¢l
cultivo fue adaptado progresivamente en el mismo medio con
concentraciones crecientes de cianuro de sodio (100, 500 y

1000 ppm), manteniendo el pH en 9,5 y la temperatura a 32 °C por
48 horas en cada etapa.

En cada fase se verifico el crecimiento bacteriano mediante
observacion en fresco al microscopio y siembras en Pseudomonas
agar (For Fluorescein) para confirmar la morfologia caracteristica
de las colonias.

Figura 4

Verificacion del crecimiento bacteriano en el Pseudomonas agar
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Masificacion del indculo

- La cepa adaptada fue sembrada en 25 mL de MBSMG con 75 ppm
de cianuro de sodio, incubandose 48 horas a 32 °C.

- Se afiadid progresivamente 50, 100, 250, 300 y 500 mL de medio
fresco con la misma concentracion de cianuro, incubando 48 horas
tras cada adicion.

- Se obtuvo asi un volumen final de 1225 mL de indculo
masificado, listo para el tratamiento de las unidades
experimentales.

Figura 5

Masificacion del inoculo

3.7.2. Tratamiento del agua sintética con el inoculo
Preparacion de unidades experimentales
- Se preparo tres soluciones patréon con 300 mL de MBSMG y 500
ppm de cianuro de sodio.
- Se elaboraron 27 soluciones de 255 mL cada una, y pH ajustado a

9, 10 y 11 utilizando NaOH IN.
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Las unidades fueron organizadas para su analisis en los dias 1, 5y
10, de acuerdo con cada tratamiento.
El pH de cada solucion fue verificado con un equipo

multiparametro.

Inoculacion y condiciones de tratamiento

El agua sintética fue aireada durante 30 minutos antes de aplicar el
indculo, para garantizar disponibilidad de oxigeno.

A cada unidad de tratamiento se le incorporaron 45 mL de in6culo,
correspondiente al 15 % del volumen total; se garantiz6 que todas
tengan una concentracion de 500 ppm de cianuro de sodio.

Las botellas &mbar fueron cubiertas con algodon y gasa para
mantener condiciones aerdbicas, y se incubaron a 32 °C,
realizando monitoreos a los 1, 5 y 10 dias de tratamiento, segun el
disefio experimental (tabla 5, figura 2).

La unidad patrén fue incubada en las mismas condiciones, pero sin
adicion de in6culo.

Figura 6

Adicion del inoculo a las unidades experimentales
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Analisis del cianuro

- Se tomaron muestras de 100 mL en los dias 1, 5y 10 del
tratamiento.

- Las muestras fueron enviadas al laboratorio SGS analizadas para
determinar la concentracion de cianuro.

Figura 7

Toma de muestras y entrega de muestras

3.7.3. Evaluacion de la eficacia
Eficacia en la degradacion
Para determinar la eficacia de degradacion en los tratamientos

se utilizé la siguiente formula:
E (%) = [( ¢/ =100

Donde:
E: Eficacia en %.
Ci: Concentracion inicial.
Cf: Concentracion final.
3.7.4. Analisis del crecimiento de P. fluorescens
Para analizar el crecimiento de P. fluorescens, se sembro el

indculo correspondiente al dia 1, dia 5 y al dia 10 en Pseudomonas
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agar (For Fluorescein). Las muestras fueron incubadas a 32 °C durante
24 horas, tras lo cual se procedi6 a identificar el crecimiento mediante
la observacion de colonias caracteristicas.

Figura 8

Control del crecimiento bacteriano

3.7.5. Tratamiento y andlisis de datos
Se utiliz6 un software para realizar la prueba estadistica de analisis
de varianza (ANOVA) con la finalidad de evaluar las diferencias entre
tratamientos. Ademads de verificar cuél de los tratamientos es el que cumple
o no con la hipétesis. Para el desarrollo estadistico se trabaja en Excel.

Tabla 8
Formulas para el calculo del ANOVA de un factor

Fuentes de Gdo. de

., Suma de cuadrados . Cuadrado medio F calculado
variacion libertad
Entre = Z 7 —72 K-1=() _SCentre _%
SCentre =i ) (X; —X) CMentre = K-1 cal = CMiptro
tratamientos
Dent: . N-K=(1 SC;
eniro de SCintro - Z(xij _ xi)z ( 8) CMintro - intro
N—-—K
tratamientos.
Total = N-1=(26
ot SCiotar = Z(xij - x)z (26)

Fuente: Martinez, 2016.

K=Tratamientos, N=Numero de resultados.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Condiciones en las que P. fluorescens Presenta Mayor Eficiencia en la
Degradacion del Cianuro de Sodio en Agua
La Tabla 9 presenta las concentraciones residuales de cianuro (ppm) a
diferentes condiciones de pH y tiempos de incubacion, mostrando los valores
promedio y su desviacion estandar. Los resultados reflejaron la variabilidad

experimental registrada en tres repeticiones para cada combinacion evaluada.

Tabla 9

Condiciones en las que P. fluorescens presenta mayor eficiencia en la degradacion
del cianuro de sodio en agua

Tiempo C?p”:)o' pH 9 pH 10 pH 11
500.16 (9) 4274 4532 4851
Dial TO 500.23(10) T1 423.3 T4 456.2 T7 483.2
500.19 (11) 4255 452.4 486.6

%+ DS 425.4 = 2,051 453.93 + 2.003 484,96 + 1.703
295.95 (9) 191.2 3165 4148
Dia5 TO 49649 (10) T2 195.2 Ts 318.2 T8 4113
49617 (11) 193.4 321 4125

%+ DS 193.27 +2.003 318.56 + 2.27 412.86 + 1.77
29175 (9) 26.3 743 216.2
Dia10 TO 492.75(10) T3 271 Té 771 T9 2154
492.15 (11) 245 75.2 218.2

%+ DS 25.97 + 133 75.53 + 142 216.6 + 1.4

Nota: DS es la desviacion estandar de 3 repeticiones, T (tratamiento)
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En la Tabla 9 se muestra la variacion de la concentracion de cianuro en
funcion del pH y del tiempo de incubacion, observandose que ambos factores actiian
de manera interdependiente en la degradacion del compuesto. La reducciéon mas
marcada de las concentraciones se presenta a pH 9 conforme transcurren los dias, lo
que evidencia que el tiempo de exposicidon potencia el efecto del pH sobre la

actividad degradativa de Pseudomonas fluorescens.

Este comportamiento coincide con lo planteado por Kunz et al. (1994),
quienes sefialan que la eficiencia de las enzimas cianuro-oxidativas aumenta en
condiciones quimicas favorables y se consolida con el tiempo de adaptacion
bacteriana. De forma complementaria, Huertas et al. (2010) destacan que el
mantenimiento del cianuro en su forma idnica bajo pH alcalino favorece su

disponibilidad para la accion enzimatica a lo largo del proceso de incubacion.

Por tanto, la interaccion entre el pH moderadamente alcalino y el tiempo de
incubacion determina el ritmo de disminucién del cianuro, ya que ambos factores no
acttian de manera aislada, sino de forma conjunta: el pH crea el entorno adecuado
para la degradacion, mientras que el tiempo permite que dicha actividad enzimatica

se exprese plenamente.

Tabla 10

Analisis de la varianza de dos factores (tiempo, pH y su interaccion) alfa 0.05

Origen de las Suma de Grados de Promedio de - Valor critico

variaciones cuadrados libertad los F Probabilidad para F
cuadrados

Tiempo 551915.387 2 275957.693 84582.3331  1.7468E-36  3.55455715

pH 111017.52 2 55508.76 17013.6964  3.228E-30  3.55455715

Interaccion 25822.3533 4 6455.58833 1978.66824  1.5914E-23  2.92774417

Dentro del grupo  58.7266667 18 3.26259259
Total 688813.987 26

Coeficiente de variabilidad: 1 %.



El andlisis de varianza mostrado en la Tabla 10 revel6 que la interaccién
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entre el pH y el tiempo de incubacién ejercid una influencia altamente significativa

sobre la concentracion de cianuro residual (F = 1978,67; p < 0,001; a = 0,05). Este

resultado indic6 que el efecto del pH sobre la degradacion del cianuro no fue
constante en el tiempo, sino que varié dependiendo del periodo de incubacion. En
otras palabras, los cambios en la concentracion de cianuro se explicaron mejor

cuando ambos factores actuaron de manera conjunta.

El comportamiento observado sugiri6é que, en etapas iniciales, las diferencias

entre los niveles de pH fueron menos marcadas, pero conforme avanzo el tiempo,

estas diferencias se amplificaron, especialmente a pH 9, donde la reduccion fue mas

pronunciada. Esto evidenci6 una sinergia entre el pH moderadamente alcalino y el
tiempo de exposicion, que optimizo la actividad degradativa de P. fluorescens. El
bajo error dentro del grupo y el coeficiente de variabilidad del 1 % reforzaron la

fiabilidad del analisis, confirmando que la variacion observada provino

principalmente del efecto combinado de los tratamientos y no del azar experimental.

4.2. Efecto del pH en la Degradacion de Cianuro de Sodio por Pseudomonas

fluorescens

Figura 9

Eficiencias de degradacion de cianuro en funcion al pH en los periodos analizados
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En la figura 9 se muestra la concentracion de cianuro total y eficiencia de
degradacion en funcion al pH, los resultados experimentales demuestran que el pH
es un factor que influye en la eficiencia de degradacion de cianuro por
Pseudomonas fluorescens. A pH 9 se obtuvo el mayor porcentaje de degradacion (95
%), seguido de pH 10 (85 %) y finalmente pH 11 (57 %). Esta tendencia confirma
que P, fluorescens presenta una mayor actividad degradativa en condiciones
ligeramente alcalinas, mientras que su eficiencia disminuye a medida que el medio
se vuelve mas fuertemente alcalino. En el caso del control, la concentracion de
cianuro se mantuvo practicamente constante durante los 10 dias, lo que indica que el
pH del medio, en ausencia de P. fluorescens, no tuvo influencia significativa en la

degradacion del cianuro.

Esta preferencia por pH moderadamente alcalino puede explicarse por la
estabilidad estructural de las enzimas implicadas en la biodegradacion, asi como por
la forma quimica del cianuro en el medio. Segiin Askeland & Morrison (1983), P,
fluorescens degrada el cianuro de manera 0ptima en rangos de pH entre 6.6 y 8.9,
rango en el cual también se favorece su metabolismo general. Aunque en este
estudio se trabaja por encima de ese rango, los resultados indican que a pH 9 aln se
conserva una alta eficiencia, posiblemente por la tolerancia y adaptacion de la cepa

empleada.

A medida que el pH se eleva, como en el caso de pH 10 y mas claramente en
pH 11, se observa una disminucion de la eficiencia, lo que puede deberse a varios
factores: en primer lugar, la inhibicion parcial del crecimiento bacteriano en
ambientes fuertemente alcalinos, como mencionan Chéavez et al. (2022), quienes

reportan dificultades en el crecimiento de bacterias a pH > 10. Sin embargo, en este
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estudio se observo actividad degradativa incluso a pH 11, lo que indica una cierta

tolerancia de P. fluorescens, aunque con menor rendimiento.

Por otro lado, Huertas et al. (2010) y Agudelo et al. (2010) destacan que un
medio alcalino es indispensable para evitar la volatilizacion del cianuro como HCN,
siendo el pH 10 un punto critico. A este nivel, el cianuro permanece en forma idnica
(CN"), facilitando su captacion y posterior degradacion por la bacteria. Este efecto
también fue respaldado por Acera et al. (2017), quien indic6 que a pH entre 9.5 y
10.5 se estabiliza el CN-, lo que favorece la accion microbiana. No obstante, a pH
11, aunque la volatilizacion es minima, la actividad enzimatica parece disminuir,
posiblemente por desnaturalizacion o baja eficiencia catalitica en condiciones tan

alcalinas.

Los resultados son superiores a los hallazgos de Villanueva (2008), quien
trabajo con P. fluorescens a pH 9, logrando una eficiencia del 50 %, y con Zambrano
Palacios (2018), quien reportd una remocién de 64.55 % a pH 11, aunque usando
una mayor concentracion de inoculo bacteriano. En este estudio, los porcentajes
superaron esos valores, lo que sugiere que el pH 9 representa una condicion 6ptima
para maximizar la degradacion de cianuro sin comprometer la viabilidad celular ni

la estabilidad quimica del compuesto tratado.
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Tabla 11

Andlisis Tukey al 5 % de las concentraciones en funcion al pH

group 1 group 2 mean g-stat lower upper  p-value Cohend

Agua inicial Control 3.795  0.0947 -158.029 165.620 0.99999 0.0315
Agua inicial pH 9 285.122 7.1163  123.297 446.947 0.00010 2.3721
Aguainicial pH10  217.322 5.4241  55.4970 379.147 0.00377  1.8080

Agua inicial pH 11 128.522 3.2077 -33.3029 290.347 0.17654  1.0692

Control pH 9 281.326  7.0216  119.501 443.151 0.00012 2.3405
Control pH10  213.526 53294 51.7014 375.351 0.00456 1.7764
Control pH 11 124726  3.1130 -37.0985 286.551 0.20016 1.0376
pH9 pH 10 67.8 1.6922 -94.0252 229.625 0.75325  0.5640
pH 9 pH 11 156.6  3.9085 -5.22520 318.425 0.06201 1.3028
pH 10 pH 11 88.8 22163 -73.0252 250.625 0.52644  0.7387

El test de comparaciones multiples de Tukey al 5 % (Tabla 11) muestra que,
en comparacion con el agua inicial, los tratamientos apH 9 (q=7.1163,p =
0.00010) y pH 10 (q = 5.4241, p = 0.00377) presentan diferencias estadisticamente
significativas, ya que los valores de Q superan el valor critico y los intervalos de
confianza no incluyen el cero. Estos resultados, junto con tamafios del efecto
elevados (Cohen’s d > 1.8), evidencian una alta eficacia en la degradacion de
cianuro. Por otro lado, el tratamiento a pH 11 (q = 3.2077, p = 0.1765) no mostro
diferencia significativa frente al agua inicial, dado que su intervalo de confianza

incluye valores negativos.

En sintesis, el tratamiento mas eficiente fue el de pH 9, con la mayor
diferencia media de 285.1 ppm, el mayor valor de “q” y el tamafio del efecto mas

alto (Cohen’s d = 2.37), consolidandose como el tratamiento mas eficaz en la

degradacion de cianuro en comparacion con el agua inicial.
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4.3. Efecto del Tiempo en la Degradacion de Cianuro de Sodio por Pseudomonas

fluorescens

Figura 10

Eficiencias de degradacion de cianuro en funcion al tiempo de incubacion
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La Figura 10 presenta la concentracion y la degradacion de cianuro total
mediante Pseudomonas fluorescens en funcion del tiempo. Los resultados
evidencian que el tiempo de incubacion influye significativamente en la eficiencia
del proceso de biodegradacion, observandose una mejora progresiva conforme
avanzan los dias. Esta tendencia indica que la actividad metabolica de la bacteria se
incrementa a medida que se supera la fase de adaptacion, lo que favorece la

degradacion del contaminante.

En particular, a pH 9, se registr6 una degradacion del 15 % al primer dia, que
se incremento a 61 % al dia 5 y alcanz6 una eficiencia del 95 % al dia 10. Estos
resultados sugieren que a este nivel de pH la actividad enzimatica del cianuro
oxigenasa (CNO) es 6ptima, tal como fue reportado por Kunz et al. (1994), quienes
describieron que esta enzima cataliza la oxidacion del cianuro a compuestos no

toxicos como dioxido de carbono (CO:) y amoniaco (NHs). La progresiva reduccion
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del cianuro a lo largo del tiempo, especialmente a partir del tercer dia, confirma la

eficacia del metabolismo de P. fluorescens bajo estas condiciones.

Este comportamiento concuerda con lo reportado por Chavez et al. (2022),
quienes alcanzaron una eficiencia del 92,3 % en apenas tres dias, resaltando la alta
capacidad de biodegradacion en lapsos cortos. Asimismo, los resultados también se
alinean con los hallazgos de Correa y Mocha (2021), quienes obtuvieron una
eficiencia mayor al 99 % después de 15 dias, aunque con una curva de remocion
mas extendida, lo que indica que la duracion del proceso puede ajustarse segun las

condiciones especificas del medio.

En condiciones de pH 10, si bien se alcanz6 una eficiencia del 85 % al
décimo dia, esta fue inferior a la obtenida a pH 9. Esta disminucion podria atribuirse
a una ligera inhibicion de la actividad bacteriana debido al incremento de la
alcalinidad del medio. Dicha inhibicion se evidencié con mayor claridad a pH 11,
donde la degradacion fue solo del 57 %. Este hallazgo coincide con lo sefialado por
Castillo y Vega (2018), quienes demostraron que niveles de pH superiores a 10
reducen significativamente la actividad de P. fluorescens, posiblemente por la

desestabilizacion de su estructura enzimatica o la afectacion de su entorno osmotico.

El analisis global de los datos sugiere que, a partir del tercer dia de
incubacion, bajo condiciones de pH 9, la degradacion del cianuro se acelera
considerablemente. Por tanto, se concluye que un tiempo de incubacion de 10 dias a
pH 9 representa una condicion Optima para maximizar la eficiencia del proceso de
biodegradacion del cianuro de sodio por P. fluorescens, evitando prolongaciones

innecesarias del tratamiento biologico.
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Tabla 12

Andlisis Tukey al 5 % de las concentraciones en funcion al tiempo de incubacion

group 1 group2  mean g-stat lower upper p-value Cohend

Agua inicial ~ control 3.8622  0.1979 -74.929 82.6541 0.99990  0.06599
Agua inicial Dial 45.2333  2.3187 -33.558 124.025 0.481829  0.77291
Agua inicial Dia5 191.766 9.8302  112.974 270.558  2.1437E-07  3.27675
Agua inicial Dia 10 393.966 20.195  315.174 472.758  7.7716E-15  6.73178

control Dia1 413711  2.1207 -37.4207 120.163 0.56875884  0.70691
control Dia5 187.904 9.6322  109.112 266.696 3.356E-07  3.21076
control Dia 10 390.104 19.997  311.312 468.896  7.9936E-15  6.66579
Dia 1l Dia 5 146.533  7.5115 67.7414 225.325  4.1408E-05 2.50384
Dial Dia 10 348.733  17.876 269.941 427525  2.2427E-14 5.95887
Dia5 Dia 10 202.2 10.365  123.408 280.991 6.4234E-08  3.45503

El test de comparaciones multiples de Tukey al 5 % (Tabla 12) muestra que,
en comparacion con el agua inicial, los tratamientos a los dias 5 (q =9.8302, p =
2.14E-07) y 10 (q =20.195, p = 7.77E-15) presentan diferencias estadisticamente
significativas, ya que los valores de q superan el valor critico y los intervalos de
confianza no incluyen el cero. Estos resultados, junto con tamafos del efecto
elevados (Cohen’s d > 3.2), evidencian una alta eficacia en la degradacion de
cianuro conforme avanza el tiempo de incubacion. Por otro lado, los tratamientos
con control (q=0.1979, p=0.9999) y dia 1 (q =2.3187, p = 0.4818) no mostraron
diferencias significativas frente al agua inicial, dado que sus intervalos de confianza
incluyen valores negativos. En sintesis, el tiempo de incubacion mas eficiente fue el
dia 10, con la mayor diferencia media de 393.966 ppm, el mayor valor de q y el
tamafio del efecto méas alto (Cohen’s d = 6.73), consolidandose como el tiempo
optimo para la degradacion de cianuro mediante Pseudomonas fluorescens en

comparacion con el agua inicial.
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4.4. Crecimiento de Pseudomonas fluorescens Después del Tratamiento
En este subcapitulo del apartado de resultados, se presenta una evaluacion
visual del crecimiento de Pseudomonas fluorescens bajo condiciones controladas de
pH (9, 10 y 11) y distintos tiempos de incubacién (1, 5 y 10 dias), con el objetivo de
caracterizar su comportamiento morfologico frente a un ambiente alcalino. Para
ello, se empled una descripcidn macroscopica de las colonias desarrolladas en
placas de Petri, considerando aspectos como densidad, distribucién, tamafio de

colonias y formacion de estructuras tipo biofilm.

Tabla 13

Crecimiento de P. fluorescens en los niveles de tratamiento

Tiempo

R pH 9 pH 10 pH 11

Dial

Dia5

Dia 10
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Tabla 14

Numero de colonias en las unidades experimentales

Tiempo pH 9 pH 10 pH 11
Til(dial) 302 209 176.3333
T2 (dia5) 1300 796 501.3333

T3 (dia 10) 913.6667 672 376.3333

En la Tabla 13 se observa que los resultados obtenidos muestran un patron
claro de crecimiento diferencial de Pseudomonas fluorescens en funcion del pH 'y
del tiempo de exposicion. En el dia 1, se observo un crecimiento incipiente y
disperso en los tres tratamientos de pH (9, 10 y 11), con menor densidad y
distribucion de colonias en pH 10 y pH 11, lo que sugiere un proceso de adaptacion

temprana a condiciones alcalinas.

Este comportamiento se confirma cuantitativamente en la Tabla 14, donde se
registraron 302 colonias en pH 9, 209 en pH 10y 176 en pH 11, evidenciando un

crecimiento reducido en los valores de pH mas altos.

Para el dia 5, el crecimiento bacteriano se torna mas evidente en todos los
tratamientos, presentando una mayor cobertura en las placas, especialmente en el
medio con pH 9, donde se observa un crecimiento mas denso y estructurado. Estos
resultados se reflejan también en el nimero de colonias registradas, con 1300 en pH
9,796 en pH 10y 501 en pH 11, lo que demuestra un incremento considerable en la
proliferacion bacteriana y una mejor adaptacion en condiciones alcalinas

moderadas.

Al dia 10, aunque la presencia bacteriana persiste en todos los tratamientos,

se advierte una ligera reduccion de la densidad de colonias en pH 11, lo que sugiere
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un efecto acumulativo del estrés alcalino prolongado. En coherencia con esto, la
Tabla 16 muestra 913 colonias en pH 9, 672 en pH 10 y 376 en pH 11, indicando
una tendencia decreciente del crecimiento conforme el medio se vuelve mas

alcalino.

Estos hallazgos se relacionan directamente con lo reportado por Mozaheb et
al. (2023), quienes concluyen que Pseudomonas retrasa significativamente su
crecimiento en ambientes muy alcalinos o acidos, aumentando su tiempo de
duplicacién hasta en un 11 %. Este comportamiento puede explicar la disminucioén
relativa del crecimiento observado en pH 11, particularmente hacia el dia 10.
Asimismo, Butrén Pinazo (2022) menciona que la actividad biodegradativa de
Pseudomonas aeruginosa decrece en condiciones de pH extremos, alcanzando su
punto 6ptimo de biodegradacion en pH neutro, lo que podria extrapolarse a P.
fluorescens considerando su fisiologia similar, y apoyar la observacion de mayor

densidad de crecimiento en pH 9, el menos extremo de los valores evaluados.

Por otro lado, la progresion temporal observada en el crecimiento de
colonias escasas a biofilms bien definidos concuerda con los estudios de Rossi et al.
(2016), quienes evidenciaron una formacion de biofilm mas robusta en funcion del
tiempo, especialmente tras 48 horas de incubacion, aspecto que se refleja en el
desarrollo progresivo de las estructuras bacterianas en las placas de cultivo de este
estudio. Este efecto también es reforzado por AlKafaween y Abu (2022), quienes
determinaron que P. aeruginosa forma biofilms mas complejos a partir de los tres
dias de incubacion, sugiriendo que la duracion del cultivo es critica para permitir la
maduracion estructural del crecimiento bacteriano, lo que podria explicar la

homogeneidad y solidez visual del biofilm en los dias 5 y 10 en el estudio.



48

En cuanto a la respuesta especifica al pH, Hostacka et al. (2010) sefialaron
que Pseudomonas aeruginosa produce mayor cantidad de biofilm en pH alcalinos
moderados, alcanzando un méaximo en torno a pH 8.5, lo cual respalda la mayor
adaptabilidad de P. fluorescens al pH 9 en este experimento. A su vez, el estudio de
Pérez et al. (2015) menciona que la produccion del pigmento fluorescente por P.
fluorescens puede disminuir en cultivos recientes o tras multiples subcultivos, lo que
explicaria las variaciones de intensidad visual observadas en las placas a lo largo del

tiempo.
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CAPITILO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

- Lainteraccion entre el pH y el tiempo de incubacion influye significativamente en
la degradacion del cianuro por Pseudomonas fluorescens, evidenciando que
condiciones moderadamente alcalinas y periodos prolongados favorecen su
actividad metabolica y la disminucion progresiva de la concentracion del
contaminante.

- ElpH 9 es el méas optimo para la degradacion del cianuro de sodio por
Pseudomonas fluorescens, ya que registra la mayor eficiencia de remocion (95 %)
y diferencias estadisticamente significativas respecto al agua inicial (q =7,1163; p
=0,00010).

- El tiempo de incubacion de 10 dias es el mas adecuado para la degradacion del
cianuro de sodio por Pseudomonas fluorescens, alcanzando una eficiencia maxima
de remocion del 95 %, con diferencias estadisticamente significativas respecto al

agua inicial (q =20,195; p =7,77E-15).
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El crecimiento de Pseudomonas fluorescens muestra una interaccion significativa

entre el pH y el tiempo de exposicion. La mayor proliferacion se observaa pH 9y

10, alcanzando maximos de 1300 y 796 colonias, respectivamente, al dia 5, con

mantenimiento de la densidad hasta el dia 10. En contraste, el pH 11 presenta el

menor nimero de colonias (376) y un crecimiento reducido, evidenciando que

condiciones excesivamente alcalinas afectan negativamente la viabilidad celular.
Recomendaciones

Trabajar con diferentes valores de pH para evaluar su influencia en la degradacion

de cianuro por Pseudomonas fluorescens.

Probar con concentraciones mayores de Pseudomonas fluorescens para optimizar

la eficiencia en la remocién de cianuro.

Aplicar los resultados de laboratorio a condiciones reales de tratamiento de aguas

residuales.

Evaluar el proceso y resultados en condiciones aerobias y anaerobicas,

considerando el analisis del oxigeno disuelto.
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[Proyecto : = Teléfono:  : z AS  :Agua superficial ASL :Agua salobre
Lugar de Inspeccién:  Celeads Muestreado por:: = [ = AR glatark, SAL :Salmucra
El Cliente [] 2 = AL Ao iera g AIRS :Agua de inyeccitn y reinyeccién (salina)
Coniaan Frecuencia del Monitoreo: 8 i ADA :Agua de deposicion atmosférica AAiA DEERDCESD
=
Direccién i~ o o Periédico [ 3 AGUA RESIDUAL ACE :Agua de circulacitn o enfriamiento
[Talkions. 2 i sil i tass £ £ No Periédico (I = } ARD  :Agua residual doméstica AAC :Agua de alimentacion para calderas
——— o
E-mall Especial =l 2 2 ARI  :Aguas rosidual industrial AC  :Agua de calderas.
o 3 p gt
1 z S > ARM :Agua residual municipal AL :Agua de ixviacion
- >
Fecha de inicio: | 8/0\ 125 Fecha de finalizacién: \8 /0' /25 — AGUA PARA USO Y CONSUMO HUMANO APR :Agua punficada
Hora deinicio: 7 . ) ., Hora de finalizacién: 1 AB  :Agua de bebida AIRP : Agua de inyeccién y reinysccién (de proceso)
Coordenadas UTM | Aititud Tipo de Muestra ()
. NES .
Item Estacién Gs 84T FoaD 5[] (menm) | TP de Asua® =P Fecha Hora PV OBSERVACIO!
Rep A > i8/01/25 |yq.
I} [lo. Rep-2-9 AP N\ ] il
AP > OV} 1: 4 X |V
1% ro-¢ - AQ| > g /01 { x |V
14 [To-Reper -1 >4 15 /01 / {:2Ca x |V
L eaaEe & - 1
I5 |TO- R =l APR = \/ 14: 226 X |V ~] E £ ol
i 2IDN0O |
\ 7 |
Inspector responsable: Fecha: Firma: 5 . g
{itide Conlose D N° de Frascos D Fecha de Recepcion de las Muestras: Hora:
Representante del Cliente: Fecha: Firma: i
P! N° de Ice mesl:l dela de las
Firma
- » —_r >
Muestra enviada via: Terreste [ ] Responsable del Evio: en que se las
Acea [] Agencia / Persona a cargo del transporte: Refrigeradas =]
Flwvial [ RUC/DNI: Preservadas )
S ey ] Fecha y Hora del envio: Dentro del tiempo de conservacion ]

D-OPE-P-07ENV-01
RO7

FA : Abril 2015

N° de muestras rotas:

Otros (especifique):

Temperaura oy [ |

=

Hoja___ de
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P 18619

Anexo 3 Cadenas de custodia 2

Laboratorio Callao
Avenida Elmer Faucett 3348, Callao 1
Teléfono: (01) 517 1900
E-mail: pe.labambientales@sgs.com

Laboratorio Arequipa

Ernesto Gunther N° 275, Parque Industrial

Teléfono: (054) 213506
E-mail: ada.paredes@sgs.com

Laboratorio Cajamarca

Calle Amaldo Marquez 257, Barrio San Anlonio
Teléfono: (076) 367723

E-mail: jade. huarcaya@sgs.com

CADENA DE CUSTODIA PARA MONITOREO DE AGUA

No 236903

D-OPE-P-07ENV-01
RO7
FA : Abril 2015

Dentro del tiempo de conservacion

N° de muestras rotas: le '

Otros (especifique):

R Analisis requeridos / Preservantes TiPOS DE AGUA*
AGUATATUITAL AP :Agua de piscina
Contacto : RUC s na = ASUB:Agus subter Aoy ALA :Agua de laguna antificial
. 5 AMA :Agua de manatial
Telsfono : Direccién A \ NC D 2 AGUA SALINA
E-mail  : Contacto: . 3 AL At AM  :Agua de mar
|Proyecto : Teléfono: : 2 AS  :Agua superficial ASL :Agua salobre
Lugar de Inspeccion: & < \& o\ O\ (N Ll T T sas & | ADR: A0 e SAL : Saimucra
El Cliente 2 < ADLS f\gem ce fego gt AIRS : Agua da inyeccién y reinyaccién (salina)
Contacto : | | | (i v Frecuencia del Monitoreo: é 27 ADA :Agua de deposicion atmostérica AGUA DE PROCESO
Direccién : — )\ - N° W20 Periédico ] 2 }'— AGUA RESIDUAL ACE :Agua de circulacion o enfriamiento
Teléfono No Periédico ] ke ARD :Agua residual doméstica AAC :Agua de slimentacin para calderas
s o
E-mail Especial 1 2 < ARI  :Aguas residual Industrial AC “:Aguade caldams
£
: S Z ARM :Agua residual municipal AL :Agua de Iniviacien
Fecha de inicio: Jjol/ Fecha de finalizacion: < .. /O /2025 Y AGUA PARA USO'Y CONSUMO HUMANG  APR 1Agud punficada
. 01100 am, i 5 NSUI
Hora de inicio: = N Hora de finalizacién: ‘:; AB  :Agua de bebida AIRP : Agua de inyeccibn y reinyeccién (de proceso)
= Coordenadas UTM | Altitud | Tipo de Muestra
em Wos sa[ ] PsAD 5[] (menm) | TP° e Agua —2EEC Fecha Hora p|v OBSERVACIONES
e = Qe \ n ~ = asta
0V [Ta - Qep. APQR e 2 JO\JAS5 |OF:00an, |
02 [T2- Rep- 2 AR >< p210V/25 p¥:02 x | v
e Ty . O\
) AP QA =< 12 /0125 PI:OMe sell ¥
-\ APRK > 22 /0t 25 [01+O o
- Rep- 2 AP QA > (2 /0125 [A:08 am > B
06 | T5- Rep.3 Ao | R2/0V/ 25 [H:10 am x | v
0% [To- Qcp- | APA > Jor/25 PAiLon e |
2 rs & - I /
D8 |T8- Qee. 2 APR > /O] 25 31 Ma v
04 [Ta- Rep- 3 APR x h 2 /o1/25 P 16am < |v
Inspector responsable: Fecha: Firma:
N de Coolers i:l N° de Frascos D Pectyde dsiies HOM e - -
Representante del Cliente: Fecha: Firma: S
N i Pack.slj dela de las }
- |
Muestra enviada via: Tereste [ Responsable del Envio: CondickpSsien queise = i
Aérea [—] Agencia / Persona a cargo del transporte: Refrigeradas | i
Fluvial ==l RUC / DNI: Preservadas R i
Maritima : Fecha y Hora del envio:

Hoja de
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Anexo 4 Cadenas de custodia 3

Laboratorio Callao
Avenida Elmer Faucett 3348, Callao 1
Teléfono: (01) 517 1900
E-mait: pe labambientales@sgs. com

Cliente

Laboratorio Arequipa
Emesto Gunther N* 275, Parque Industrial

Teléfono: (054) 213506
E-mail: ada. paredes@sgs com

Laboratorio Cajamarca

Calle Amaldo Marquez 257, Barrio San Antonio

Teléfono: (076) 367723
E-mail: jade huarcaya@sgs.com

CADENA DE CUSTODIA PARA MONITOREO DE AGUA

Razén Social :

N 236905

Andlisis requeridos / Preservantes

TIPOS DE AGUA*

|Contacto :

:Pellen Gtasela  laxa Haxin

Ruc : 43964 24

Telétono : | |3 MG 65

Direcclén = N, Auacuche N M82

AGUA NATURAL
ASUB : Agua sublerrines

:Agua de manatisl

AP :Agua de piscina
ALA :Aqua de laguna anificial

AGUA SALINA
AM  :Agua de mar

FA : Abril 2015

g
Emall  : hollew loxo M5 @ poveil . com Contacto:  : <
Proyecto : Teléfono:  : QX 6M\HN G 65 g AS  :Agua superficial ASL :Agua salotre
Lugar de Inspeccion: (0o 7 Musstreado por : sas = [ E‘ RS S Na i SAL : Salmuers
El Cliente [ s ges ADL :Agusdefago/leguns AIRS : Agua de inyeccidn y reinyeccién (safina)
Contacto - Frecuencia del Monitoreo: E ’(.) ADA :Agus de deposicitn stmosténca AGUA DE PROCESO
D¢. Agacodne N M82. (edewdin Periédico ] o AGUA RESIDUAL ACE : Agua de circulacién o enfiamiento
Teléfono : <13 Ci\'\G GG No Periédico | T | ; o ARD :Agua residual domésica AAC :Agua de alimentacitn para calderas
Emall  :h\ocae )T _\ (@ unc.cdo. oo Especial =3 g < AR Aguas residusl Indussiol AC :Agus de caklems
: : "3 ; ARM :Agua resioual municipal AL :Agua ce lxiviacitn
Fecha de inicio: <+ /O\/ 25 Fecha de finalizacién: J‘/m_//» e oY APR
Hora de iniclo: 01 200 Hora de finalizacion: O ¥ % 2O S AB  Agua de bebida y o
Htem Estacién e rereces T ] Autud [ ripo de Agus I::'“"‘“"' Fecha Hora | P | v OBSERVACIONES
O\ T'-- Ree.l AC QK % 2¥/0\ [25 |0F:00 / /
7
02 [T3- Rco.2 AR | > 124 )01 25 |0%:02 v
03 | T3 %ep.® ARR | X s fov[3s[oxion | |/ [V
04 | T6- Rep. Aeq | X R3(01/25 | 0%:.06 /|
09 T(J—{’\cuz AR x 2% [ov[25 0¥ 02 i v /
06| Ve - Qe ARR | % 3 [o1[25 [0%: 09 /|
0% [ Ta _ Rep. © AQR X 2% /o125 o¥i\2 i
0B |-Ta Mo, 2 APR % o125 [0 W 7 [V
717
9] Tq -Rep APR X 2% /o1 [25 |ot: 16 /|
10.]i To = Qieot=9 AR | X 2% J01/25 [0%:18 /|
2[n ble: Fecha: Firma:
g sl i % s N° de C D """"““"I:] Fecha de Recepcion de las Muestras: Hora:
o
Representante del Cliente: Fecha: Firma: N° de lce P"*“EI dela de las
" Firma
uestra en! via: Tereste [ Responsable del Envio: C e -
avea [ ] Agencia / Persona a cargo del iransporte: Refrigeradas E3
Fluvial = RUC/ DNI: Preservadas D
Maribma ] Fecha y Hora del envio: Dentro del tiempo de conservacion [ Temperatura (*C): :
D-OPE-P-07ENV-01 N de muestres rdtes: |:
Ro7 Otros (especifique):

Hoja de
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Laboratorio Callao
Avenida Elmer Faucett 3348, Callao 1

Laboratorio Arequipa
Emesto Gunther N° 275, Parque Industrial

Laboratorio Cajamarca
Calle Amaldo Marquez 257, Barrio San Antonio

Teléfono: (01) 517 1900
E-mail: pe.labambientales@sgs.com

Teléfono: (054) 213506
E-mail: ada. paredes@sgs.com

Teléfono: (076) 367723

E-mail: jade. huarcaya@sgs.com

CADENA DE CUSTODIA PARA MONITOREO DE AGUA

~ N° 236906

DATOS DEL CLIE! Al AR £ Analisis requeridos / Preservantes TIPOS DE AGUA*
Cliente : Rellew GioneWo, lovoa  Tocin [Razénsociar: ASUANATURAL AP :Agua de piscina
. —=aa 7 ASUB : Agua subterrénea REA S R e
Contacto : RUC : 74 \3Q 64 29 = PR Agua de laguna artificial
Teléfono : V3 G MG 65 Direcelén  : N¢. Auacuche N WM32 ;: +Agua de mana TR
Emall  : hellenloxa HS & Contacto: E AT cAguateanal AM  :Agua de mar
[Proyecto : Teléfono:  : |1 6MM66S 3 AS  :Agua superficial ASL :Agua salobre
Lugar de Inspeccion: (| o o MO ITREEpOT ses =] () é S A SAL :Saimuera
o El Cliente [X] 2 = DL S Aque e lagal M AIRS : Agua do inyeccién y reinyeccién (salina)
coit e Frecuencia del Monitoreo: g }g ADA :Agua de deposicién atmostérca AGUA DE PROCESO
=
Direccién : S<. Auacucho R° G2 Periédico =1 s A CUARESIDUAL ACE :Agua de dirculacion o enfiiamiento
Teléfono : A\ oM 665 No Periédico =) 2 o ARD  :Agua residual doméstica AAC :Agua e alimentacitn para calderas
2 =
E-mail w N on < Especial =l = ; ARl :Aguas residual indusiral AC :Agua do caldoras
c
2 S < ARM :Agua residual municipal AL :Agua de lxiviacin
Z ot 3 o\ 2S5 < 4
Fecha de inicio: ~ /0 L[ Fecha de finalizacién: 2:4 / Z [ 202S S AGUA PARA USO Y CONSUMO HUMANG  APR :Agua purficada
Hora de inicio: O ¢ 00 Hora de finalizacién: O+ 150 i8] o S B 04 sty ke G procemi
c uT™ " i
ttem Estacié wsst'a"’:::osﬁ (i | Tipo de Aguat sl:::’ Muestra | g ocha Hora [P | v OBSERVACIONES
- - 5 2*(ov]|2s|ot-26 /
\ 10-Qeq-2- 4 AR | = lov13s]04 110 |
\2|To- fep. V =10 AP | > 2tjovJas[o%: 22 ¢ J
V5 [To-Qee-2 =10 AP | > %[ 01 [25] 0% 24 x|/
[y . 2 /
M | To-Qepr-\\ AR N > 2%/ 01 ) 25| 0% 26 x| ]
S [To-p AR | X 23/01 fas [0F: 2 o e
\ ozl g2 = 1
6| To Al | x 2Ho|zs|0%i30 [ (%[ 3 ;
\ o F e
Inspector responsable: " Fecha: Firma: oo 0 e M atinss i
N*de/Cooleis I:I NEdé Friscos D Fecha de Recepcién de las Muestras: jora:
Representante del Cliente: Fecha: Firma: i [
P! N° de Ice Pad(lsl:l de la de las
.- Firma
Muestra enviada via: Terreste [ ] Responsable del Envio: © SQUR:82 ks
Aérea == Agencia / Persona a cargo del transporte: Refrigeradas (|
Fluvial — RUC / DNI: Preservadas D
Marima: [ Fechal y.Hoea dal sivic: Dentro del tiempo de conservacion [__]

D-OPE-P-07ENV-01
RO7
FA : Abril 2015

N° de muestras rotas:

Otros (especifique):

-

Temperatura (°C): I:

Hoja de
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Anexo 5 Constancia de verificacion de la cepa

71

LABORATORIO DE MICROBIOLOGIA
Av. Mario Urteaga S/N

INFORME DE MICROBIOLOGIA

HOSPITAL Il ESSALUD CAJAMARCA

Nombre: MUESTRA CLINICA, ESSALUD Orden: ESP-3735PF/P2023 Estado:  Final

ID paciente:  MC-2023 Area: EMERGENCIA F. Estado: 17/12/2024
Institucion: HOSPITAL CAJAMARCA Servicio: MEDICINA INTERNA F. Muestra: 15/12/2024
F. nacimiento: Origen: ESPUTO INDUCIDO

Habitacion: HAB

Para aislamientos de LCR y sangre se recomienda una prueba de betalactamasa para las especies de enterococo.

Comentarios:

1 Pseudomonas fluorescens/putida Estado: Final 17/12/2024

1 Ps fluor/putida

Antimicrobiano CIM Interps

Amicacina <=8 S

Amox/A Clav >8/4

Amp/Sulbactam >16/8

Ampicilina >16 R*

Aztreonam 16 |

Cefazolina >16 R*

Cefepima <=2 S

Cefotaxima 16

Cefotaxima/A Clavulanico >4

Cefoxitina >8 R*

Ceftazidima <=1 S8

Ceftazidima/A Clavulanico 2

Ceftriaxona >2 N/R

Cefuroxima >16 R*

Ciprofloxacina <=0.06 S

Colistina <=2

Ertapenem >1

Fosfomicina >32

Gentamicina <=4 S

Imipenem <=1 S

Levofloxacina <=05 S

Meropenem <=05 S \

Pip/Tazo <=16 S

Trimet/Sulfa <=2/38 S

S = Sensible N/R = No Informado Blanco = Dato no disponible, o antimicrobiano no probado

| = Intermedio - = No probado ESBL = Betalactamasa de amplio espectro

R = Resistente POS = Positivo Blac = Betalactamasa positiva

MIC = meg/ml (mg/L) NEG = Negativo TFG = Cepa timidin dependiente

s* = Interpretacion predictiva sensible

R* = Interpretacion predictiva resistente

EBL? = Posible ESBL. Se precisan pruebas para confirmar ESBL frente a otras beta-lactamasas.

B = Beta-lactamasa Inducible. Aparece en lugar de ;Sensible;en esp [ bet: pueden ser p te resistentes a todos los antibidticos
beta-lactamicos. Se recomienda los pacientes dt pués de la terapia. Utilizar 1ado con 0 4

Impresion 18/12/2024 20:13 Pagina 1 de 1

Mblgo:




Anexo 6 Informes de laboratorio 1

INFORME DE ENSAYO
MA2502191 Rev. 0

HELLEN GIANELLA LARA MARIN
JR. AYACUCHO N°1482

ENV / LB-355977-002

Fecha de Recepcion SGS :  18-01-2025
Fecha de Ejecucion : Del 18-01-2025 al 25-01-2025

Muestreo Realizado Por :  CLIENTE

Estacion de Muestreo

T1-Rep.1

T1-Rep.2

T1-Rep.3

T4-Rep.1

T4-Rep.2

T4-Rep3

T7-Rep.1

T7-Rep.2

T7-Rep.3

TO-Rep.1-9

TO-Rep.2-9

T0-Rep.1-10

T0-Rep.2-10

TO-Rep.1-11

TO0-Rep.2-11

"Este informe de ensayo, al estar en el marco de la acreditacion del INACAL-DA, se encuentra dentro del ambito de reconodmiento
multilateral/ mutuo de los miembros firmantes de IAAC e ILAC"
Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacién, no se encuentra dentro del marco de la

acreditacion otorgada por INACAL-DA. Fagmices



INFORME DE ENSAYO

MA2502191 Rev. 0

73

IDENTIFICACION DE MUESTRA T1-Rep.1 T1-Rep.2

FECHA DE MUESTREO 18/01/2025 18/01/2025

HORA DE MUESTREO 07:00:00 07:02:00
CATEGORIA AGUA DE PROCESO AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA AGUA PURIFICADA
Parametro Referencia Unidad LD LC Resultado + Incertidumbre | Resultado + Incertidumbre

Anilisis Generales

Analisis Generales

EW ASTMD7511_CX

IDENTIFICACION DE MUESTRA T1-Rep.3 T4-Rep.1

FECHA DE MUESTREO 18/01/2025 18/01/2025

HORA DE MUESTREO 07:04:00 07:06:00
CATEGORIA AGUA DE PROCESO AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA AGUA PURIFICADA
Parametro Referencia Resultado + Incertidumbre | Resultado + Incertidumbre

4255000 + 11063

453.2000 + 117.83

IDENTIFICACION DE MUESTRA T4-Rep.2 T4-Rep.3

FECHA DE MUESTREO 18/01/2025 18/01/2025

HORA DE MUESTREO 07:08:00 07:10:00
CATEGORIA AGUA DE PROCESO AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA AGUA PURIFICADA
Parametro Referencia Resultado + Incertidumbre | Resultado + Incertidumbre

Anilisis Generales

EW ASTMD7511_CX

IDENTIFICACION DE MUESTRA T7-Rep.1 T7-Rep.2

FECHA DE MUESTREO 18/01/2025 18/01/2025

HORA DE MUESTREO 07:12:00 07:14:00
CATEGORIA AGUA DE PROCESO AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA AGUA PURIFICADA
Parametro Referencia Resultado + Incertidumbre | Resultado + Incertidumbre

4851000 + 126.13

483.2000 + 12563

Anilisis Generales

IDENTIFICACION DE MUESTRA T7-Rep.3 T0-Rep.1-9

FECHA DE MUESTREO 18/01/2025 18/01/2025

HORA DE MUESTREO 07:16:00 07:18:00
CATEGORIA AGUA DE PROCESO AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA AGUA PURIFICADA
Parametro Referencia Resultado + Incertidumbre | Resultado * Incertidumbre

Anilisis Generales
EW ASTMD7511_CX

IDENTIFICACION DE MUESTRA TO0-Rep2-9 TO-Rep.1-10
FECHA DE MUESTREO 18/01/2025 18/01/2025

HORA DE MUESTREO 07:20:00 07:22:00
CATEGORIA AGUA DE PROCESO AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA AGUA PURIFICADA
Parametro Referencia Resultado + Incertidumbre | Resultado + Incertidumbre

5002100 + 130.055

mglL

500.1300 + 130.034

Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco

de la acreditacién otorgada por INACAL-DA.

Pagina2de6
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INFORME DE ENSAYO
MA2502191 Rev. 0

IDENTIFICACION DE MUESTRA T0-Rep.2-10 T0-Rep.1-11
FECHA DE MUESTREO 18/01/2025 18/01/2025

HORA DE MUESTREO 07:24:00 07:26:00
CATEGORIA AGUA DE PROCESO AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA AGUA PURIFICADA
Parametro Referencia Unidad LD LC Resultado + Incertidumbre | Resultado + Incertidumbre

Anilisis Generales
Cianuro total

TO-Rep.2-11

18/01/2025
07:28:00
AGUA DE PROCESO
AGUA PURIFICADA

Referencia

Resultado + Incertidumbre

500.1800 + 130.047

Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco

de la acreditaciéon otorgada por INACAL-DA.

Pagina3de6
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INFORME DE ENSAYO
MA2502191 Rev. 0

CONTROL DE CALIDAD

LC: Limite de cuantificacion

MB: Blanco del proceso.

LCS %Recovery: Porcentaje de rectperacién del patrén de proceso.

MS %Recovery: Porcentaje de recuperacion de la muestra adicionada.

MSD %RPD: Diferencia Porcentual Relativa entre los duplicados de la muestra adicionada.
%RPD: Diferencia Porcentual Relativa entre los duplicados del proceso.

Parametro

Cianuro total

Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco

de la acreditacion otorgada por INACAL-DA. Fagina gdes
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INFORME DE ENSAYO
MA2502191 Rev. 0

REFERENCIAS DE METODOS DE ENSAYO

Referencia Parametro Método de Ensayo
ASTM D7511-12 (Reapproved 2017) EO1 Standard Test Method for Total
EW_ASTMD7511_CX Cajamarca Cianuro total Cyanide by Segmented Flow Injection Analysis, In-LineUltraviolet Digestion

and Amperometric Detection (VALIDADO - Modificado)

Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco

de la acreditacién otorgada por INACAL-DA. Pagina 5 de 6
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INFORME DE ENSAYO
MA2502191 Rev. 0

NOTAS

- El reporte de tiempo se realiza en el sistema horario de 24 horas.

- Las muestras recibidas cumplen con las condiciones necesarias para la realizacién de los andlisis solicitados.

- La incertidumbre expandida de medicdén reportada se ha obtenido multiplicando la incertidumbre estandar combinada por el factor de cobertura
k=2, de modo que la probabilidad de cobertura corresponde aproximadamente a un nivel de confianza del 95%.

"Este informe de ensayo, al estar en el marco de la acreditacion del INACAL-DA, se encuentra dentro del ambito de reconod
multilateral/mutuo de los miembros firmantes de IAAC e ILAC"

Este documento es emitido bajo las Condiciones Generales de Servicio de SGS del Peri S.AC, las cuales se encuentran descritas en la pagina httpJ//www.sgs.peles-ES/Terms-and-
Conditions.aspx. Son especialmente importantes las disposiciones sobre limitacion de responsabilidad, pago de indemnizaci y jurisdiccion definidas en dichas Condiciones
Generales de Servicio, su alteracién o su uso indebido constituye un delito contra la fe publica y se regula por las disposiciones civiles y penales de la materia; queda prohibida la
reproduccion total o parcial, salvo autorizacion escrita de SGS del Perii S AC.

Los resultados del informe de ensayo solo son validos para la(s) muestra(s) ensayadas; no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como
certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce. La compaiiia no es responsable del origen o fuente de la cual las muestras han sido tomadas y de la informacion
proporcionada por el cliente.

Ultima Revisién Enero 2022

Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco

de la acreditacion otorgada por INACAL-DA. Pagina 6 de 6



Anexo 7 Informes de laboratorio 2

INFORME DE ENSAYO
MA2502375 Rev. 0

HELLEN GIANELLA LARA MARIN
JR. AYACUCHO N°1482

ENV / LB-355977-003

Fecha de Recepcion SGS @ 22-01-2025
Fecha de Ejecucion : Del 22-01-2025 al 25-01-2025

Muestreo Realizado Por :  CLIENTE

Estacion de Muestreo

T2-Rep.1

T2-Rep.2

T2-Rep.3

T5-Rep.1

T5-Rep.2

T5-Rep.3

T8-Rep.1

T8-Rep.2

T8-Rep.3

"Este informe de ensayo, al estar en el marco de la acreditacion del INACAL-DA, se encuentra dentro del ambito de reconodmiento
multilateral/ mutuo de los miembros firmantes de IAAC e ILAC"
Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacién, no se encuentra dentro del marco de la

acreditacion otorgada por INACAL-DA. Pagina 1de 5



INFORME DE ENSAYO

MA2502375 Rev. 0

IDENTIFICACION DE MUESTRA T2-Rep.1 T2-Rep.2

FECHA DE MUESTREO 22/01/2025 22/01/2025

HORA DE MUESTREO 07:00:00 07:02:00
CATEGORIA AGUA DE PROCESO AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA AGUA PURIFICADA
Parametro Referencia Unidad LD LC Resultado * Incertidumbre | Resultado + Incertidumbre

Analisis Generales

Analisis Generales

EW ASTMD7511_CX

IDENTIFICACION DE MUESTRA T2-Rep.3 T5-Rep.1

FECHA DE MUESTREO 22/0112025 22/012025

HORA DE MUESTREO 07:04:00 07:06:00
CATEGORIA AGUA DE PROCESO AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA AGUA PURIFICADA
Parametro Referencia Resultado + Incertidumbre | Resultado + Incertidumbre

1934000 + 50.28

3165000 + 8229

IDENTIFICACION DE MUESTRA T5-Rep.2 T5-Rep.3

FECHA DE MUESTREO 22/01/2025 22/01/2025

HORA DE MUESTREO 07:08:00 07:10:00
CATEGORIA AGUA DE PROCESO AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA AGUA PURIFICADA
Parametro Referencia Resultado + Incertidumbre | Resultado + Incertidumbre

Anilisis Generales

Anilisis Generales

EW ASTMD7511 CX

IDENTIFICACION DE MUESTRA T8-Rep.1 T8-Rep.2

FECHA DE MUESTREO 22/01/2025 22/01/2025

HORA DE MUESTREO 07:12:00 07:14:00
CATEGORIA AGUA DE PROCESO AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA AGUA PURIFICADA
Parametro Referencia Resultado + Incertidumbre | Resultado + Incertidumbre

4148000 + 107.85

411.3000 + 106.94

Anilisis Generales

IDENTIFICACION DE MUESTRA T8-Rep.3

FECHA DE MUESTREO 22/01/2025

HORA DE MUESTREO 07:16:00
CATEGORIA AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA
Parametro Referencia Resultado * Incertidumbre

Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacién, no se encuentra dentro del marco

de la acreditaciéon otorgada por INACAL-DA.
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INFORME DE ENSAYO
MA2502375 Rev. 0

CONTROL DE CALIDAD

80

LC: Limite de cuantificacion

MB: Blanco del proceso.

LCS %Recovery: Porcentaje de recuperacion del patrén de proceso.

MS %Recovery: Porcentaje de recuperacion de la muestra adicionada.

MSD %RPD: Diferencia Porcentual Relativa entre los duplicados de la muestra adicionada.

Dup %RPD: Diferencia Porcentual Relativa entre los duplicados del proceso.
Parametro Unidad LC MB LCS %Recove MS %Recove MSD %RPD
Cianuro total mg/L 0.0008 <0.0008 95% 105% 0%

Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco
de la acreditacion otorgada por INACAL-DA.

Pagina3deS




81

INFORME DE ENSAYO
MA2502375Rev. 0

REFERENCIAS DE METODOS DE ENSAYO

Referencia Parametro Método de Ensayo
ASTM D7511-12 (Reapproved 2017) EO1 Standard Test Method for Total
EW_ASTMD7511_CX Cajamarca Cianuro total Cyanide by Segmented Flow Injection Analysis, In-LineUltraviolet Digestion

and Amperometric Detection (VALIDADO - Modificado)

Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacién, no se encuentra dentro del marco

de la acreditacién otorgada por INACAL-DA. RaRRAdes
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INFORME DE ENSAYO
MA2502375 Rev. 0

NOTAS

- El reporte de tiempo se realiza en el sistema horario de 24 horas.

- Las muestras recibidas cumplen con las condiciones necesarias para la realizacién de los andlisis solicitados.

- La incertidumbre expandida de medicién reportada se ha obtenido multiplicando la incertidumbre estandar combinada por el factor de cobertura
k=2, de modo que la probabilidad de cobertura corresponde aproximadamente a un nivel de confianza del 95%.

"Este informe de ensayo, al estar en el marco de la acreditacion del INACAL-DA, se encuentra dentro del ambito de reconod
multilateral/mutuo de los miembros firmantes de IAAC e ILAC"

Este documento es emitido bajo las Condiciones Generales de Servicio de SGS del Peri S.AC, las cuales se encuentran descritas en la pagina http//www.sgs pe/es-ES/Terms-and-
Conditions.aspx. Son especialmente importantes las disposici sobre limitacién de responsabilidad, pago de indemnizaci y jurisdiccion definidas en dichas Condiciones
Generales de Servicio, su alteracién o su uso indebido constituye un delito contra la fe publica y se regula por las disposiciones civiles y penales de la materia; queda prohibida la
reproduccion total o parcial, salvo autorizacion escrita de SGS del Perii S.AC.

Los resultados del informe de ensayo sdlo son validos para la(s) muestra(s) ensayadas; no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de producto o como
certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce. La compariia no es responsable del origen o fuente de la cual las muestras han sido tomadas y de la informacién
proporcionada por el cliente.

Ultima Revision Enero 2022

Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco

de la acreditacion otorgada por INACAL-DA. Fagnasdes



Anexo 8 Informes de laboratorio 3

INFORME DE ENSAYO
MA2502806 Rev. 0

HELLEN GIANELLA LARA MARIN
JR. AYACUCHO N°1482

ENV / LB-355977-004

Fecha de Recepcion SGS :  27-01-2025
Fecha de Ejecucion 1 Del 27-01-2025 al 27-01-2025

Muestreo Realizado Por :  CLIENTE

Estacion de Muestreo

T3-Rep.1

T3-Rep.2

T3-Rep.3

T6-Rep.1

T6-Rep.2

T6-Rep.3

T9-Rep.1

T9-Rep.2

T9-Rep.3

TO-Rep.1-9

TO0-Rep.2-9

TO-Rep.1-10

T0-Rep.2-10

TO-Rep.1-11

T0-Rep.2-11

"Este informe de ensayo, al estar en el marco de la acreditacion del INACAL-DA, se encuentra dentro del ambito de reconodmiento
multilateral/ mutuo de los miembros firmantes de IAAC e ILAC"
Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco de la

acreditacion otorgada por INACAL-DA. Pégina 1de 7



84

INFORME DE ENSAYO
MA2502806 Rev. 0

Estacion de Muestreo

T0

Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco de

la acreditacion otorgada por INACAL-DA. Higpadded



INFORME DE ENSAYO
MA2502806 Rev. 0

85

IDENTIFICACION DE MUESTRA T3-Rep.1 T3-Rep.2

FECHA DE MUESTREO 27/01/2025 2710112025

HORA DE MUESTREO 07:00:00 07:02:00
CATEGORIA AGUA DE PROCESO AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA AGUA PURIFICADA
Parametro Referencia Unidad LD LC Resultado + Incertidumbre | Resultado + Incertidumbre

Andlisis Generales

Cianuro total EW ASTMD7511_CX mg/L 0.0003 | 0.0008 263000 + 6.84 27.1000 + 7.046
IDENTIFICACION DE MUESTRA T3-Rep.3 T6-Rep.1

FECHA DE MUESTREO 27/01/2025 27/01/2025

HORA DE MUESTREO 07:04:00 -06:
CATEGORIA AGUA DE PROCESO AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA AGUA PURIFICADA
Parametro Referencia Resultado + Incertidumbre | Resultado + Incertidumbre

Cianuro total

EW ASTMD7511_CX

743000 + 19.32

[IDENTIFICACION DE MUESTRA T6-Rep.2 T6-Rep.3

FECHA DE MUESTREO 27/01/2025 27/01/2025

HORA DE MUESTREO 07:08:00 07:09:00
CATEGORIA AGUA DE PROCESO AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA AGUA PURIFICADA
Parametro Referencia Unidad LD LC Resultado + Incertidumbre | Resultado + Incertidumbre
Cianuro total EW ASTMD7511_CX mg/L 0.0003 | 0.0008 77.1000 + 20.046 75.2000 + 19.55
IDENTIFICACION DE MUESTRA T9-Rep.1 T9-Rep.2

FECHA DE MUESTREO 04/01/2025 27/0172025

HORA DE MUESTREO 07:12:00 07:14:00
CATEGORIA AGUA DE PROCESO AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA AGUA PURIFICADA
Parametro Referencia Unidad LD LC Resultado + Incertidumbre | Resultado + Incertidumbre

Anélisis Generales

Cianuro total EW ASTMD7511 CX mg/L 0.0003 | 0.0008 2162000 + 56.21 2154000 + 56.0040
IDENTIFICACION DE MUESTRA T9-Rep.3 TO-Rep.1-9

FECHA DE MUESTREO 27/01/2025 27/01/2025

HORA DE MUESTREO 07:16:00 07:18:00
CATEGORIA AGUA DE PROCESO AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA AGUA PURIFICADA
Parametro Referencia Unidad LD LC Resultado + Incertidumbre | Resultado + Incertidumbre

Anilisis Generales

IDENTIFICACION DE MUESTRA T0-Rep-2-9 T0-Rep.1-10
FECHA DE MUESTREO 27/01/2025 27/01/2025

HORA DE MUESTREO 07:20:00 07:22:00
CATEGORIA AGUA DE PROCESO AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA AGUA PURIFICADA
Parametro Referencia Unidad LD LC Resultado + Incertidumbre | Resultado + Incertidumbre
Analisis Generales

Cianuro total EW _ASTMD7511_CX mg/L 0.0003 | 0.0008 491.2000 + 127.71 487.2000 + 12667

Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco

de la acreditacion otorgada por INACAL-DA.

Pagina3de7



INFORME DE ENSAYO
MA2502806 Rev. 0

86

IDENTIFICACION DE MUESTRA TO-Rep.2-10 T0-Rep.1-11
FECHA DE MUESTREO 27/01/2025 27/01/2025

HORA DE MUESTREO 07:24:00 07:26:00
CATEGORIA AGUA DE PROCESO AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA AGUA PURIFICADA
Parametro Resultado + Incertidumbre | Resultado + Incertidumbre

Anilisis Generales

IDENTIFICACION DE MUESTRA T0-Rep.2-11 T0

FECHA DE MUESTREO 27/01/2025 27/01/2025

HORA DE MUESTREO 07:28:00 07:30:00
CATEGORIA AGUA DE PROCESO AGUA DE PROCESO
SUB CATEGORIA AGUA PURIFICADA AGUA PURIFICADA
Parametro Referencia Unidad LD LC Resultado + Incertidumbre | Resultado + Incertidumbre

Analisis Generales

Cianuro total

EW ASTMD7511_CX

mg/L 0.0003 | 0.0008 490.4000 + 12750

501.0000 + 130.26

Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco

de la acreditacion otorgada por INACAL-DA.

Paginadde7
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INFORME DE ENSAYO
MA2502806 Rev. 0

CONTROL DE CALIDAD

LC: Limite de cuantificacion

MB: Blanco del proceso.

LCS %Recovery: Porcentaje de recuperacion del patrén de proceso.

MS %Recovery: Porcentaje de recuperacion de la muestra adicionada.

MSD %RPD: Diferencia Porcentual Relativa entre los duplicados de la muestra adicionada.
Dup %RPD: Diferencia Porcentual Relativa entre los duplicados del proceso.

Parametro Unidad LC MB LCS %Recove MS %Recove MSD %RPD
Cianuro total mg/L 0.0008 <0.0008 95% 105% 0%

Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco

de la acreditacién otorgada por INACAL-DA. Rghssaes
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INFORME DE ENSAYO
MA2502806 Rev. 0

REFERENCIAS DE METODOS DE ENSAYO

Referencia Parametro Método de Ensayo
ASTM D7511-12 (Reapproved 2017) EO1 Standard Test Method for Total
EW_ASTMD7511_CX Cajamarca Cianuro total Cyanide by Segmented Flow Injection Analysis, In-LineUltraviolet Digestion

and Amperometric Detection (VALIDADO - Modificado)

Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco

de la acreditacion otorgada por INACAL-DA. ReaR e
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INFORME DE ENSAYO
MA2502806 Rev. 0

NOTAS

- El reporte de tiempo se realiza en el sistema horario de 24 horas.

- Las muestras recibidas cumplen con las condiciones necesarias para la realizacion de los andlisis solicitados.

- La incertidumbre expandida de medicién reportada se ha obtenido multiplicando la incertidumbre estandar combinada por el factor de cobertura
k=2, de modo que la probabilidad de cobertura corresponde aproximadamente a un nivel de confianza del 95%.

"Este informe de ensayo, al estar en el marco de la acreditacion del INACAL-DA, se encuentra dentro del ambito de reconodmiento
multilateral /mutuo de los miembros firmantes de IAAC e ILAC"

Este documento es emitido bajo las Condiciones Generales de Servicio de SGS del Peri S.A.C, las cuales se encuentran descritas en la pagina http//www.sgs.pe/es-ES/Terms-and-
Conditions.aspx. Son especialmente importantes las disposiciones sobre limitacion de responsabilidad, pago de indemnizaciones y jurisdiccion definidas en dichas Condiciones
Generales de Servicio, su alteracién o su uso indebido constituye un delito contra la fe plblica y se regula por las disposiciones civiles y penales de la materia; queda prohibida la
reproduccion total o parcial, salvo autorizacion escrita de SGS del Perti S AC.

Los resultados del informe de ensayo sélo son vélidos para la(s) muestra(s) ensayadas; no deben ser utilizados como una certificacion de conformidad con normas de preducto o como
certificado del sistema de calidad de la entidad que lo produce. La compaiiia no es responsable del origen o fuente de la cual las muestras han sido tomadas y de la informacion
proporcionada por el cliente.

Ultima Revision Enero 2022

Este documento al ser emitido sin el simbolo de acreditacion, no se encuentra dentro del marco

de la acreditacion otorgada por INACAL-DA. RegiiRTer
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Anexo 9 Panel fotografico

Figura 11

Preparacion de botellas de vidrio ambar

Figura 12

Preparacion de placas Petri y material de vidrio
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Figura 13

Esterilizacion de materiales a 180 °C por 30 minutos

Figura 14

Siembra de la cepa en caldo Peptonado
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Figura 15

Adaptacion de Pseudomonas fluorescens en caldo peptonado y MBSMG
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Figura 16
Preparacion de MBSM
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Figura 17

Siembra de P. fluorescens en MBSMG

Figura 18

Activacion de P. fluorescens en cianuro




Figura 19

Siembra del inoculo activado y adaptado en MBSMG para masificacion

Figura 20

Masificacion del inoculo bacteriano
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Figura 21

Verificacion de crecimiento durante la masificacion

Figura 22

Preparacion de agua sintética para los tratamientos
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Figura 23

Verificacion del pH en las unidades experimentales

Figura 24

Incorporacion del inoculo bacteriano a las unidades experimentales
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Figura 25

Incubacion de unidades experimentales a 32 °C

Figura 26

Control de crecimiento bacteriano en Pseudomonas agar




Figura 27

Conteo de colonias después del periodo de incubacion

Figura 28

Toma de alicuotas para andlisis de cianuro

98



99

Figura 29

Preparacion de muestras para su respectivo envio

Figura 30

Entrega de muestras al laboratorio para andlisis de cianuro total




