UNIVERSIDAD NACIONAL DE CAJAMARCA
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

E.A.P. DE BIOLOGIA Y BIOTECNOLOGIA

TESIS
BIOSORCION DE METALES PESADOS POR EXOPOLISACARIDOS
PRODUCIDOS POR CIANOBACTERIAS TERMOFILAS PROVENIENTES DE

BANOS DEL INCA — CAJAMARCA

PARA OBTAR POR EL TITULO PROFESIONAL DE

BIOLOGO BIOTECNOLOGO

PRESENTADO POR:

BACH. MARIA TANIA ALIAGA SANCHEZ

ASESOR:

MBLGO. LUIS FELIPE VALDEZ NUNEZ

CAJAMARCA - PERU

2024



Uniy \'I‘\i\f.ld
Nacional
Capaniarea

e
CONSTANCIA DE INFORME DE ORIGINALIDAD

1. Investigador: Maria Tania Aliaga Sanchez
DNI: 71781318

Escuela Profesional/Unidad UNC: ESCUELA ACADEMICO DE BIOLOGIA Y BIOTECNOLOGIA

2. Asesor: Mblgo. LUIS FELIPE VALDEZ NUNEZ
Facultad/Unidad UNC: FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD

3. Grado académico o titulo profesional
OBachiller  XTitulo profesional [(ISegunda especialidad
CMaestro UDoctor

4. Tipo de Investigacion:
X Tesis O Trabajo de investigacion [0 Trabajo de suficiencia profesional
O Trabajo académico

S. Titulo de Trabajo de Investigacion: BIOSORCION DE METALES PESADOS POR
EXOPOLISACARIDOS PRODUCIDOS POR CIANOBACTERIAS TERMOFILAS PROVENIENTES
DE BANOS DEL INCA - CAJAMARCA

6. Fecha de evaluacion del Software antiplagio: 31/7/2024

7. Software antiplagio: X TURNITIN [0 URKUND (OURIGINAL) (*)
8. Porcentaje de Informe de Similitud: 10%

9. Codigo Documento: 0id:3117:370978946

10.Resultado de la Evaluacion de Similitud:

X APROBADO [J PARA LEVANTAMIENTO DE OBSERVACIONES O DESAPROBADO

Cajamarca, 2 de agosto del 2024

Firma y/o Sello
Emisor Constancia

Dra. Martha Vicenta Abanto Villar
DNI: 26673990

* En caso se realizd la evaluacion hasta setiembre de 2023



COPYRIGHT®
MARIA TANIA ALIAGA SANCHEZ
Todos los derechos reservados



FICHA CATALOGRAFICA

Aliaga Sanchez, M. 2024. Biosorcion de metales pesados por exopolisacaridos
producidos por cianobacterias termofilas provenientes de Bafios del Inca —

Cajamarca / Maria Tania Aliaga Sanchez.
Escuela Académico Profesional de Biologia y Biotecnologia
Asesor: Mblgo. Luis Felipe Valdez Nufiez

Disertaciéon académica para obtener el titulo profesional de Bidlogo Biotecnélogo — UNC

2024.




BIOSORCION DE METALES PESADOS POR EXOPOLISACARIDOS
PRODUCIDOS POR CIANOBACTERIAS TERMOFILAS PROVENIENTES DE

BANOS DEL INCA — CAJAMARCA

AUTORA: Maria Tania Aliaga Sanchez
ASESOR: Mblgo. Luis Felipe Valdez Nufiez

Tesis evaluada y aprobada para la obtencion del Titulo Profesional de Bidlogo Biotecnélogo de

la Universidad Nacional de Cajamarca, por los siguientes jurados.

JURADO EVALUADOR

Secretario
M. Cs. Néstor Estuardo Carbajal Caballero

Cajamarca, 2024 — Peru.



Universidad Nacional dg Cajamarca

“Naxte de la Univewidad Pexvuana”
Fundada por Ley 14015 del 13 de Febrero de 1962
Facultad de Ciencias de la Salud

MODALIDAD “A”

ACTA DE SUSTENTACION DE TESIS PARA LA OBTENCION DEL
TITULO PROFESIONAL DE BIOLOGO BIOTECNOLOGO

En Cajamarca, siendo las .9%:9%t" del A5 de .. //0 ........... del 202.Y, los
integrantes del Jurado Evaluador para la revision y sustentaciéon de la tesis,
designados en Consejo de Facultad a propuesta del Departamento Académico,
reunidos en el ambiente ..//Z. -394, de la Facultad de Ciencias de la Salud de la
Universidad Nacional de Cajamarca, dan inicio a la sustentacion de tesis
deriominada: __JScoSeccign de elalbs pesados 200 omn,( socondos
pma(uudos gor ciouobacler ias %rynml lofs p/pwwouigs do
Bonss Ll Toren.- CO/omw/zm
del (a) Bachiller en Ciencias Bloléglcas
e TQAM'Q /4[ c'OO?Q Sa,:/zc-/uz/?

Siendo las ....2.7...20 2% .. del mismo dia, se da por finalizado el proceso de
evaluacnén el Jurado Evaluador da su veredicto en los siguientes términos:
.............. bUQMO. con el calificativo de: ../5... .., con lo cual el (la)
Bachiller en Ciencias Biologicas se encuentra JAPTA para la obtencion
del Titulo Profesional de: BIOLOGO BIOTECNOLOGO.

Miembros Jurado Evaluador Firma
Nombres y Apellidos

" Presidente: /4(\*(/0 > % A \o?sea C:ﬁ o D
Secretario(a): ﬂ/eﬂéf' fg?f/ardo CZIF@(}'QJ Qéa[éro @ Y

Vocal: 720 Z /}4) 9? m/ (One}% Cl,,',—/ws M
Accesitaria: - /=

—_ /
1\ \ Ql
Asesor (a): ZMA
s Felpe Valdey Aluires| >
Asesor (a): ' = =
Términos de Calificacion:
EXCELENTE (19-20) MUY BUENO (17.18) BUENO (14-16)

REGULAR (12-13) REGULAR BAJO (11) DESAPROBADO (10 a menos)



AGRADECIMIENTO

En primer lugar, agradezco a mis padres, quienes siempre han sido mis guias, me han
brindado su apoyo incondicional y han sido el pilar que ha sustentado cada uno de mis
logros, gracias por ensefiarme el valor de ser perseverante. A mi pequefio Otto, por
siempre ser mi conforte cuando mas lo necesito, y a mis queridos amigos, que siempre

estuvieron brindandome su ayuda.

A todos los docentes que me impartieron sus conocimientos y consejos durante los afios
de mi preparacion profesional, en especial, quiero expresar mi gratitud al Mblgo. Luis
Felipe Valdez Nufiez, mi asesor, por brindarme su tiempo, sabiduria y constante apoyo
en cada etapa del desarrollo de este proyecto. Su orientacion y paciencia fueron esenciales

para la culminacién exitosa de esta tesis.

Agradezco a la Universidad Nacional de Cajamarca, especialmente al Laboratorio de
Biologia Molecular y al Laboratorio de Microbiologia, pertenecientes al Departamento
de Ciencias Bioldgicas, y al Laboratorio de Inmunologia e Investigacion de Ciencias
Veterinarias, por recibirme siempre con las puertas abiertas y permitirme el uso de sus
instalaciones y equipos. También extiendo mi gratitud al Departamento de Ciencias
Quimicas y Dinamicas por facilitarme el acceso a los reactivos empleados en esta tesis,
asi como a la gerencia del complejo turistico Bafios del Inca, por facilitarme el acceso a
sus instalaciones para la toma de muestras durante el periodo de realizacion de este trabajo

de investigacion.

Vi



TABLA DE CONTENIDO

TITULO Lo v
RESUMEN .o Vi
AB ST R A C T . vii
CAPITULO L.t 1
INTRODUGCCION. ....oviiiiiieeeeee e, 1
CAPITULO Tl Lo, 4
MARCO TEORICO .....oviitiiiiiiii e 4
2.1 Antecedentes de 1a iNVeStigaCion ............coiiiiiiiiii e 4
A ST N (<o) ¢ [or: PSP 7
2.2.1 FUBNEStEIMAleS ..ot 7
A A O -1 g (o] o T3 (<] T T P 7
2.2.3 EXOPOHSACANIAOS .. ...oetieii i 9
2.2.4 Biosintesis de exopoliSaCAridoS ..........c.oviuiiieiiii e 10
2.2.5 BIOSOICION .. uiettit e e 12
2.2.6 MetaleS PESAUOS .....o.viiri it 14
CAPITULO I ..oi e 18
DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS ....ovviiiiiiiieee e, 18
3.1 Nivelydisefiode eStudio .........c.ouiiriiii i 18
3.2 Material BiolOQICO ... ..o 18
3.3 Descripcion del lugar del MUEStre0 ... .....oviniinii i, 18
3.4 Toma de muestras y determinacion de parametros fisicoquimicos ..................... 19
3.5 Enriquecimiento de cianobacterias termofilas ..., 19
3.6 Ensayo de biosorcionde metales .............oiiiiiiiiiiii e, 20
3.7 ENsay0s MICrobIOIOQICOS ... ...vieiitit e e 21
3.7.1 Observacion e identificacion preliminar de cianobacterias ........................ 21
3.7.2 Curvade crecimientocelular ..............oooiiiiii 21
3.8 MEtodoS analitiCOS ... ...ttt 21
3.8.1 Analisisde metales SOIUDIES ..........coiiriiiiii i 21
3.8.2 Caracterizacion quimicade EPS ... ..o 22
3.8.2.1 Extraccion de exopolisacaridos capsulares (C-EPS) ..o, 22
3.8.2.2 Extraccion de exopolisacaridos débilmente unidos (LB-EPS) ..................... 23
3.8.2.3 Extraccion de exopolisacaridos estrechamente unidos (TB-EPS) .................. 23
3.8.2.4 Cuantificacion de carbohidratos .............cooooiiiiiiii 24
3.8.2.5 Cuantificacion de acetilos ...........coovririiiiiii i 24
3.8.2.6 Cuantificacion de fosfatos ............coiriiii i, 24
3.8.2.7 Cuantificacion de sulfatos ... 25
3.9 Procesamiento y analisis de datos ............c.oviiiiiiiiii e 25
CAPITULO IV e 26
RESULTADOS Y DISCUSION ......ooiiiiiiiiiie e 26

Vii



A1 RESUIATOS .. .ottt e e e 26

4.1.1 Parametros fisicoquimicos del sitio del muestreo ....................ooeeiivinen.n 26
4.1.2 Biosorcion de metales pesados .........c.oviviniiiiiiiiit e 26
4.1.3 Géneros de cianobacterias termofilas .................o 33
4.1.4 CaracterizaCion de EPS ... ... .37
4.1.4.1 Cuantificacion de los carbohidratos ..............ocooeiiiiiiiiiiie e 37
4.1.4.2 Cuantificacion de acetilos ............coiriiiniiiii e 38
4.1.4.3 Cuantificacion de fosfatos ...........coooeiiiiiiii i, 38
4.1.4.4 Cuantificacion de sulfatos ... 39
4.2 DISCUSION ...ttt e e e e e 40
4.2.1 Parametros fisicoquimicos del sitio de muestreo ...............cooevvviiiiiniennnnn.. 40
4.2.2 Cianobacterias termofilas ..., 41
4.2.3 Biosorcion de metales pesados por exopolisacéridos producidos

por cianobacteriastermaofilas ... 43
4.2.4 Caracterizacion quimica de EPS producidos por cianobacterias ................... 46
CAPITULO V .o 49
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ..ot 49
5.1 CONCIUSIONES ....veiti e e e e 49
5.2 RECOMENUACIONES ... .ottt ettt e, 50
LISTADE REFERENCIAS ... e, o1
APENDICES ....ooiiiiii e, 57
ANEX DS . . 71

viii



Lista de abreviaciones
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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la biosorcion de metales pesados
empleando exopolisacaridos (EPS) producidos por cianobacterias termofilas
provenientes de las fuentes termales Bafios del Inca de la region Cajamarca. Para la
obtencion de las cianobacterias, se realizd un enriquecimiento a partir de los tapetes
extraidos de las fuentes termales (45°C). Posteriormente, se evalud la capacidad de
biosorcion de metales por los EPS producidos por las cianobacterias empleando el medio
de cultivo D suplementado con Mn, Ba, Ni, Cu, Zn, Pb y As durante los dias 0, 4, 8, 20 y
30. Durante este ensayo, se identificaron microscopicamente a las cianobacterias que
crecieron en el medio de cultivo y también se cuantifico el contenido de carbohidratos,
acetilos, sulfatos y fosfatos de los EPS que produjeron. Los resultados indican que las
cianobacterias termdfilas pertenecen a los géneros Synechococcus sp. Pseudoanabaena
sp. y Planktohrix sp. En cuanto a la biosorcién de metales, los EPS producidos por estas
cianobacterias fueron capaces de disminuir hasta un 22.76% de niquel, 78.43% de cobre,
76.92% de zinc y 81.75% de plomo a 45°C, pH 7.12 en un periodo de 30 dias. Sin
embargo, no mostraron capacidad de biosorber As, Mn y Ba bajo estas mismas
condiciones. En cuanto al analisis de EPS, al final del experimento, se estimé gque estaban
constituidos por 0.41 pg/mL de carbohidratos, 18.53 x 102 pug/L de acetilos, 6.86 x 10
de fosfatos y 13.83 x 102 pg/L de sulfatos. Esta investigacion podria constituir uno de
los primeros registros de procesos de biorremediacion empleando cianobacterias

termofilas en la ciudad de Cajamarca.

Palabras clave: Cianoabacterias termdfilas, exopolisacaridos, metales pesados,

biosorcion.
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ABSTRACT

The aim of the present research was to evaluate the biosorption of heavy metals using
exopolysaccharides (EPS) produced by thermophilic cyanobacteria recovered from the
Barios del Inca hot springs in the Cajamarca city. To obtain the cyanobacteria, enrichment
was performed from microbial mats extracted from the hot springs (45°C). Subsequently,
the metal biosorption capacity of the EPS produced by the cyanobacteria was evaluated
using D culture medium supplemented with Mn, Ba, Ni, Cu, Zn, Pb, and As during days
0, 4, 8, 20, and 30. During this assay, the cyanobacteria that grew in the culture medium
were microscopically identified, and the carbohydrate, acetyl, sulfate, and phosphate
content of the produced EPS was quantified. The results indicate that the thermophilic
cyanobacteria belong to the genera Synechococcus sp., Pseudoanabaena sp., and
Planktohrix sp. Regarding metal biosorption, the EPS produced by these cyanobacteria
were able to reduce up to 22.76% of nickel, 78.43% of copper, 76.92% of zinc, and
81.75% of lead at 45°C, pH 7.12 over a period of 30 days. However, they did not show
the ability to biosorb As, Mn, and Ba under these same conditions. As for the EPS
analysis, at the end of the experiment, they were estimated to be composed of 0.41 pg/mL
of carbohydrates, 18.53 x 102 ug/L of acetyls, 6.86 x 10 of phosphates, and 13.83 x
102 pg/L of sulfates. This research could constitute one of the first records of

bioremediation processes using thermophilic cyanobacteria in the city of Cajamarca.

Key words: Thermophilic cyanobacteria, exopolysaccharides, heavy metals, biosorption.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Los metales pesados (metales o metaloides) se caracterizan por tener un nimero atomico
mayor a 20 y una densidad superior a los 5g/cm?; ademas, estos suelen estar relacionados
a la ecotoxicidad y efectos adversos a la salud cuando son liberados al ambiente (Faisal
et al., 2020). En Cajamarca, las principales fuentes de estos contaminantes provienen de
actividades antropogeénicas relacionadas con la mineria, fundiciones, combustibles
fésiles, desechos municipales, plaguicidas y fertilizantes, asi como con la contaminacion
por desechos electronicos (Kim, Kim y Kumar, 2019), las cuales se realizan a la
intemperie, exponiendo asi los metales en los ecosistemas circundantes (p.e. rios, lagunas,
etc.). La falta de estrategias para mitigar la contaminacion por metales en Cajamarca es
preocupante, por lo cual es necesario abordar este tema ya que en la actualidad sigue sin

una solucion aparente (Rodriguez Diaz, 2020).

Existen métodos quimicos y fisicos para la remocion de metales de medios acuosos, tales
como precipitacion quimica, intercambio i6nico, recuperacidon por evaporacion,
reacciones quimicas de oxidacion o reduccion, 6Gsmosis inversa, recuperacion
electrolitica, entre otros (Tripathi et al., 2023). Sin embargo, estos métodos suelen tener
diversas desventajas, tales como: costos elevados, produccién de grandes cantidades de
lodos o subproductos potencialmente tdxicos (Vareda, Valente y Durdes, 2019). No
obstante, otros métodos alternativos basados en la biorremediacion (empleo de

organismos biologicos para la remocién de contaminantes organicos e inorganicos)



pueden también remover metales. Hoy en dia, estas alternativas vienen siendo exploradas

debido a que son tratamientos econémicos y eficaces (Tripathi et al., 2023).

Microorganismos tales como las cianobacterias podrian ser candidatos ideales en
procesos de biorremediacion debido a que estos microorganismos son ubicuos; ya que
podemos encontrarlos en ambientes como agua dulce, océanos e incluso en suelos (Zahra
et al., 2020). Ademas, las cianobacterias tienen una naturaleza mixotrofa, lo que les
permite sobrevivir en ambientes diversos, y las vuelve méas convenientes al momento de
cultivarlas frente a otros microorganismos (Mona et al., 2020). Adicionalmente, las
cianobacterias pueden producir exopolisacaridos (EPS), los cuales pueden biosorber
metales (remocién de un metal mediante su union a un material de origen bioldgico).
Cabe resaltar que este proceso se caracteriza por no generar subproductos (e.g., lodos),
ser rentable y sostenible a comparacion de otras tecnologias empleadas para la remocion

de metales (Yadav et al., 2021).

La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar la biosorcion de metales pesados
por exopolisacaridos producidos por cianobacterias termofilas provenientes de Bafios del
Inca - Cajamarca durante el afio 2023. Para cumplir con este objetivo, se realiz6 un ensayo
de biosorcion empleando un medio suplementado con metales, asi como con
cianobacterias termdfilas provenientes de muestras de tapetes microbianos de las fuentes
termales del Complejo Turistico Bafios del Inca (Cajamarca). Los cultivos fueron
caracterizados microscopicamente, determinandose su afiliacion taxondmica hasta
género. Finalmente, se calcul6 el porcentaje de biosorcion de metales por parte de estos

microorganismos durante un periodo de 30 dias, asi como un andlisis de los EPS



producidos, y su contenido de acetilos, sulfatos y fosfatos. Esta investigacion podria
constituir uno de los primeros registros de procesos de biorremediacién empleando
cianobacterias termofilas en la ciudad de Cajamarca. Los resultados obtenidos serviran
para sentar una base con el fin de poder elaborar métodos alternativos mas sostenibles

para la remocién de metales pesados en aguas residuales.



CAPITULO Il

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes de la investigacion

Al-Qahtani y colaboradores (2021), recolectaron tapetes microbianos de cianobacterias
provenientes de ambientes extremos. Una de las muestras fue recolectada de una fuente
termal localizada en el oasis de Siwa, Egipto. Posteriormente, los tapetes fueron
expuestos a soluciones acuosas con los metales Pb, Cu y Ni, con la finalidad de
removerlos. Se determind que el tapete microbiano proveniente de la fuente termal
alcanzé una capacidad méaxima de biosorcién de 100% de Pb, 93.2% de Cu y 73.6% de
Ni, empleando como condiciones 6ptimas de remocion 2.5 g/L de biomasa a pH 6 en un
periodo de 150 minutos. Se concluyd que los tapetes de cianobacterias poseen una
excelente afinidad para biosorber y eliminar iones metalicos (Pb > Cu > Ni) de soluciones

acuosas mezcladas.

En China, un grupo de investigadores emplearon cianobacterias pertenecientes al género
Synechococcus, las cuales expusieron a diferentes concentraciones de Cs, con la finalidad
de determinar las cantidades de biosorcién de Cs (ge). Ademas, se realizo la extraccion
de EPS y se cuantificaron los polisacaridos con el método de fenol — &cido sulfurico, y
las proteinas con un Kit BCA. Los resultados mostraron que la mayor cantidad de
biosorcion de Cs (ge) fue de 20.59 mg/g a 40°C. Ademas, se produjeron 72 mg de
polisacaridos por g de biomasa seca y 40 mg de proteinas por g de biomasa seca.

Finalmente, se concluy6 que la biosorcién de los iones de Cs por esta cianobacteria fue



rapida, y los grupos funcionales de los EPS jugaron un papel vital para la union de los

iones de Cs (Yu et al., 2020).

En Pakistan, Igbal, Javed y Baig (2022) recolectaron muestras procedentes de un estanque
de tratamiento de aguas residuales en Islamabad. Realizaron una identificacion
microscopica con ayuda de la guia “Algal Identification Field Guide” y determinaron que
los microorganismos presentes eran Ankistrodesmus sp., Nostoc sp. y Anabaena sp..
Posteriormente, sometieron a los microorganismos a un ensayo de biosorcion de los
metales Fe, Cu, Pb, Cry Zn, durante un periodo de 8 dias. Al finalizar, se calcularon la
cantidad de iones metalicos eliminados por unidad de masa de cianobacterias (Q), los
cuales fueron: Pb (7.03 mg. g 1), Cu (5.85 mg. g%), Zn (5.73 mg. g%), Fe (5.09 mg. g 1) y
Cr (3.34 mg. g1). Se concluyd que estas cianobacterias tienen un potencial significativo
para eliminar iones de metales pesados en el orden: Pb (I1) > Cu (1I) > Zn (1) > Fe (1l) >

Cr (V).

En Madrid, Garcia (2021) caracterizdé EPS producidos por diferentes cepas de bacterias
provenientes de ambientes extremos (halofilas), empleando técnicas de
espectrofotometria UV-VIS. Entre estas técnicas se incluyen el método del fenol-acido
sulfurico para la determinacion carbohidratos, método de McComb y McCready para la
determinacion de acetilos, el método de Berenblum y Chain para la deteccion de fosfatos,
y el método de Severiche y Gonzélez para detectar sulfatos. Se determiné que los EPS
estaban constituidos por un contenido maximo de 60% de carbohidratos, 17% de acetilos,
4% de fosfatos y sulfatos 7%. Se concluy6 que los componentes predominantes de los

EPS de las cepas investigadas fueron los carbohidratos.



Carmen y Chavez (2020), recolectaron muestras de cianobacterias provenientes de las
fuentes termales “Los Perolitos” del distrito Bafios del Inca, de la region Cajamarca. El
objetivo fue identificar la produccién de algunos metabolitos secundarios. En este estudio
se realiz6 identificacion microscépica, llegando a reconocer las especies Anacystis
dimidiata, Cocchloris stagnina y Oscillatoria princeps. Posteriormente, secaron,
pulverizaron y tamizaron las muestras y procedieron a realizar ensayos para detectar
algunos metabolitos. Finalmente, se concluy6 que estas poseen la capacidad de producir
lactonas, esteroides, triterpenos, quinonas, deglucésidos cardiotonicos, alcaloides y

saponinas.

En Arequipa, Guzman (2022), cultivé cianobacterias haléfilas con el fin de producir EPS
para su posterior uso en humectantes dérmicos. Para ello, obtuvo muestras de la Laguna
de San Camilo — La Joya. Después de aislar cepas, realizé observaciones microscopicas
para la identificacion de las cianobacterias y se logrd determinar la presencia de los
géneros Euhalothece sp. y Synechococcus sp.. Posteriormente, las cultivd en el medio
liguido BG11 durante 15 dias y después la biomasa fue expuesta a condiciones
ambientales y radiacion solar para la obtencién de EPS. Finalmente, se realizd la
extraccion de los EPS y se determind que la cantidad producida fue de 6.4 g/L para
Euhalothece sp. y 5.2 g/L para Synechococcus sp. Se concluy6 que, bajo condiciones de
estrés por radiacion solar, los microorganismos produjeron las cantidades mencionadas

de EPS.



2.2 Bases tedricas

2.2.1 Fuentes termales

Las fuentes termales son de alto interés para los investigadores, debido a sus
caracteristicas fisicoquimicas que permiten el crecimiento de una amplia gama de
organismos, entre ellos los termofilos, cuya temperatura éptima de crecimiento esta entre
los 45 hasta los 80°C. EIl microbioma de aguas termales ha producido hasta la actualidad
una considerable cantidad de enzimas que tienen gran potencial industrial y
biotecnologico (Debnath et al., 2019). En la region Cajamarca contamos con las fuentes
termales Chancay Bafios, Pinipata Bafios, Bombon, EI Cumbe, Quilcate, Llanguat, Bafios

Jerez, Yumagual, El Tragadero y Bafios del Inca (Huamani, 2000).

2.2.2 Cianobacterias

Son bacterias fototroficas oxigénicas unicelulares que pueden encontrarse como
filamentos y en colonias. Su tamafio varia desde los 0.5 um hasta 100 um de diametro.
Utilizan fotosistemas del tipo FeS y tipo Q. Fijan CO, empleando el ciclo de Calvin; la
mayoria puede fijar N2 y sintetizar sus vitaminas. También pueden generar energia por
fermentacion o respiracion aerdbica de productos de almacenamiento de carbono como
el glucogeno. Su pared celular esta compuesta por péptido glucano. Poseen tilacoides, los
cudles sirven para incrementar la capacidad para acumular energia luminosa. El didxido
de carbono es la fuente predominante de carbono, pero también pueden asimilar algunos

compuestos organicos (Madigan et al., 2018).

Durante el afio 1971, Stanier y su equipo de trabajo acufiaron el término “cianobacteria”.

Posteriormente, en el afio 1977, Stanier y Cohen-Bazire ubicaron taxonémicamente a



estos microorganismos en el super reino Prokaryotae. Asimismo, pertenecen al dominio
Bacteria; division, clase y orden Cyanobacteria, que a su vez incluye alrededor de 5
6rdenes, 150 géneros y alrededor de 2000 especies. Los cinco érdenes reconocidos en el
esquema taxondémico botanico clasico son: Chroococcales, Pleurocapsales,
Oscillatoriales, Nostocales y Stigonematales. Actualmente, su clasificacion se basa en la
composicion de la base del ADN, hibridacion ADN — ADN, isoenzimas, entre otros

métodos (Mona et al., 2020).

Cabe destacar que las cianobacterias tienen caracteristicas que las vuelve llamativas
frente a otros organismos. Poseen la capacidad de adaptarse para sobrevivir ante cambios
ambientales, una alta tasa de crecimiento, y la capacidad de crecer en diversos tipos de
entornos. Ademas, tienen potencial para ser un recurso para la produccion de
biocombustibles, fuente de produccion de metabolitos secundarios, suplementos
alimenticios, biofertilizantes, productor de biomoléculas y acidos grasos poliinsaturados.
También se exploran sus aplicaciones potenciales en medicina y la biorremediacién de
contaminantes como metales pesados, petroleo crudo, pesticidas, fenantreno, naftaleno,

fenoles y xenobioticos (Zahra et al., 2020).

Los microorganismos cuya temperatura éptima de crecimiento se encuentra entre los
45°C y los 80°C, son denominados termofilos. Estos a su vez, se pueden clasificar en
termofilos moderados, que crecen a 45°C o0 mas, y termofilos extremos, que crecen en un
rango de 65 a 80°C (Debnath et al., 2019). Para poder sobrevivir a temperaturas elevadas,
las cianobacterias poseen diversas caracteristicas, como membranas celulares

constituidas por acidos hexadecanoicos y acidos grasos saturados e insaturados. También



tienen alto contenido de C-G en su material genético y suelen agruparse para conformar
tapetes en la superficie de las fuentes termales (Madigan et al., 2018). Existen diversos
estudios sobre el potencial biotecnol6gico de algunas bacterias y hongos termofilos; sin
embargo, aun falta este tipo de informacion sobre cianobacterias terméfilas (Patel et al.,

2019).

2.2.3 Exopolisacaridos (EPS)

Son aquellos polimeros de alto peso molecular que se encuentran en el exterior de la
celula. Estas biomoléculas tienen como funcion facilitar la adhesion del microorganismo
que las produce. También sirve como un mecanismo para protegerse ante condiciones
adversas Yy, en algunos casos, pueden ser empleadas como una reserva de energia. Estos
polimeros estan constituidos principalmente por monosacaridos y, en menor cantidad por
acetato, fosfato, piruvato y succinato, etc. (Yildiz y Karatas, 2018). Sin embargo, estos
componentes pueden variar debido a factores como la edad del cultivo, temperatura,

intensidad luminica, concentracion de metales, etc. (Kumar, Kastanek y Adhikary, 2018).

Segun su composicion, los EPS de cianobacterias pueden clasificarse en
homopolisacéridos, cuando estan conformados solo por un tipo de monosacéarido, y
heteropolisacaridos, cuando contienen dos o mas tipos de monosacaridos en su
composicién (Yildiz y Karatas, 2018). También se pueden clasificar a estos polimeros
segun su consistencia, espesor y aspecto en vainas, capsulas y limos. Las vainas se
caracterizan por ser capas finas y densas que se encuentran envolviendo las células; las

capsulas, por otro lado, son capas gruesas y de consistencia viscosa; y, finalmente, el tipo



limo son compuestos mucilaginosos que se encuentran rodeando a los microorganismos

(Kumar, Kastanek y Adhikary, 2018).

Otra caracteristica de los EPS es que poseen una estructura de dos capas distintivas: el
EPS fuertemente unido (TB-EPS), localizado en la capa interna, y el EPS débilmente
unido (LB-EPS), localizado en la capa externa. Aunque ambas capas presentan una
composicién similar, existen algunas diferencias tanto en su concentracién como en sus
caracteristicas (Ma et al., 2023). Una de estas diferencias es que el LB-EPS tiene una
estructura menos compacta y una mayor superficie expuesta que el TB-EPS, razon por la
cual tiene més sitios de unidn con cationes metalicos. Estas diferencias son fundamentales

para los EPS, ya que afectan su capacidad para sorber contaminantes (Lu et al., 2021).

Por otro lado, las cianobacterias se caracterizan por ser productores de cantidades
elevadas de exopolisacaridos, los cuales tienen importancia en los ambitos ecoldgico,
fisiologico e industrial. Los EPS cianobacterianos generalmente son del tipo
heteropolisacaridos y suelen estar compuestos, ademas de monosacaridos, por otras
biomoléculas como péptidos, ADN, &cidos grasos, acidos urdnicos, acido piravico, O-
metil, O-acetilo, y grupos sulfato. Estas sustancias son empleadas como biofloculantes,
acondicionadores de suelo, biopolimeros, complementos alimentarios, para uso médico,

formadores de biofilms y para la biorremediacion (Parwani, Bhatt y Singh, 2021).

2.2.4 Biosintesis de exopolisacaridos
Las vias de sintesis de los exopolisacaridos por cianobacterias estan relativamente

conservadas entre las especies bacterianas. Este proceso se realiza en diferentes partes de
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la célula, segin lo mencionan en el libro Microbial and Natural Macromolecules:

Synthesis and Applications (Nishanth et al., 2020) sucede de la siguiente manera:

“en primer lugar se activan los monosacaridos y se da la conversion en azicares de
nucle6tidos en el citoplasma, posteriormente se ensamblan los oligosacéridos con
el transportador de lipidos por glicosiltransferasa en la membrana plasmatica,
después se polimerizan unidades repetidas en el espacio periplasmico y finalmente
se instala el polimero al exterior de la célula™.

Existen 3 vias para la produccion de EPS (Al-Amin et al., 2021), representadas en la

figura 1.

2.2.4.1 Via dependiente de Wzx/Wzy: En la via dependiente de Wzx/Wzy, los factores
de transcripcion generales (GTF), transfieren azlcar unido a lipidos especificos
hasta formar una unidad repetida. Wzx lleva oligosacaridos ligados a lipidos del
citoplasma hasta el periplasma, posteriormente, son polimerizados por Wzy.

2.2.4.2 Via dependiente del transportador del casete de union a ATP (ABC): Para realizar
la polimerizacion se requieren de los genes wza (codifican proteina de membrana
externa), wz (codifica tirosina autoquinasa). Los polisacaridos ensamblados son
trasladados por el transportador ABC a través de la membrana.

2.2.4.3 Via dependiente de sintasa: Se da por cuando se presenta o cuando se ausenta un
aceptor de lipidos. La secrecion se da a traves de la membrana y la pared de la
cianobacteria. La traslocacion y polimerizacién estan mediadas por una

glicosiltransferasa de membrana.
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Figura 1. Vias de sintesis de EPS en cianobacterias (Singh et al., 2018).

2.2.5 Biosorcion

La biosorcion es un tipo de sorcion que se caracteriza porque el sorbente es un material
bioldgico. Este es un proceso mediante el cual una sustancia se une a sorbente. El
elemento méas importante de este proceso es la biomasa a emplear como sorbente, que
puede estar viva o muerta en el caso de los microorganismos. Cabe aclarar que cuando se
usan organismos Vvivos, se debe considerar los efectos de toxicidad sobre este al momento
de ser usado. Ademas, pueden ser empleados como biosorbentes los materiales de
desecho agroindustriales, sustancias derivadas de plantas, polisacaridos y biopolimeros.
Este proceso es ampliamente usado para biorremediacion o remocion de contaminantes

debido a su simplicidad y que es ecoamigable (Torres, 2020).

Las cianobacterias sorben los metales pesados con el fin de incorporarlos en su
metabolismo o para minimizar las concentraciones de estos elementos en el medio en el
que se encuentra, esta accion puede ser realizada por los mecanismos de bioacumulacién

0 biosorcion. Este segundo proceso basicamente consiste en la unidn en diversos sitios de
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los EPS a los metales pesados, esto debido a que los EPS poseen diversos sitios de union
para la sorcidn de contaminantes organicos e inorganicos. Ademas, la carga negativa que
estos poseen gran potencial para la remocion de los metales cargados positivamente

(Yadav et al., 2021).

Los mecanismos por los que los EPS pueden sorber metales pesados son los siguientes:
complejacién superficial, cuando se forman complejos metalicos por iones metalicos que
utilizan grupos funcionales en la superficie de EPS; otro mecanismo es el intercambio
ionico, el cual se da entre iones metélicos e iones en los EPS; el mecanismo redox, se
realiza cuando un metal de valencia variable se sorbe en el EPS conformados por grupos
funcionales reductores, también esta el mecanismo de sorcion electrostatica, que se da
por las cargas negativas de los EPS que interactdan electrostaticamente con iones de
metales pesados; y por Gltimo, el mecanismo de microprecipitacion inorganica (Li et al.,

2021). Todos estos mecanismos estan representados en la Figura 2:
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Figura 2. Mecanismos de biosorcion de metales pesados mediado por EPS (Li et al.,
2021).



El secuestro de iones metalicos mediado por las cianobacterias depende de diversos
factores, como la tasa de crecimiento celular, biomasa, capacidad de carga, tiempo de
contacto con los metales, pH, temperatura, concentracion de glucosa e intensidad
luminica. Estos dos Ultimos factores, especialmente, influyen en la composicion de los

EPS'y, por ende, en su capacidad de sorcion (Al-Amin et al., 2021).

2.2.6 Metales pesados

Son aquellos metales y metaloides que se caracterizan por tener una densidad atomica
superior a 4000 kg/m?3. Entre ellos encontramos al Pb, Zn, Cr, As, Cu, B, Ti, Sn, Cd, Ni,
Hg, entre otros (Vardhan, Kumar y Panda, 2019). Estos elementos provienen tanto de
fuentes naturales como antropogénicas, entre los que encontramos el uso de
agroquimicos, actividades industriales, combustion de combustibles fosiles y la actividad
minera (Vareda, Valente y Durées, 2019). Suelen tener impactos negativos en la salud de
los seres humanos, incluso en concentraciones minimas, y son igualmente perjudiciales
para animales y plantas cuando su concentracion excede los limites permisibles (Vardhan,

Kumar y Panda, 2019).

2.2.6.1 Manganeso (Mn)

El manganeso es un metal con nimero atomico 25, perteneciente al grupo VII de la tabla
periddica, y su masa atomica es de 54.938049 u. Este metal compone aproximadamente
el 0.1% de la corteza terrestre. Otras fuentes de manganeso incluyen la deposicion
atmosférica directa, la filtracion de tejidos vegetales, el rocio oceanico y los volcanes.
Este elemento también se encuentra en todos los tejidos del cuerpo en pequefias

cantidades debido a que se usa para diversas reacciones enzimaticas; sin embargo, un
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exceso de este metal puede afectar el desarrollo neurolégico infantil (Harischandra et al.,
2019). De igual manera, es importante para diversos procesos metabdlicos en plantas,
pero su exceso puede generar toxicidad y alterar varios procesos fisioldgicos en las células

vegetales (Li et al., 2019).

2.2.6.2 Bario (Ba)

Es un metal alcalinotérreo que pertenece al grupo I1A de la tabla periddica; su nimero
atémico es 56 y su peso atomico es 137.34 u. Suele encontrarse en la naturaleza como un
cation divalente (Ba?*). Su presencia en la naturaleza es poco comun, y la contaminacion
por bario suele ocurrir por actividades antropogénicas. Las sales de bario altamente
insolubles se consideran no toxicas para el ser humano, pero las especies solubles se
consideran dafiinas. EI consumo de sales de bario solubles induce procesos celulares
peligrosos como la parélisis hipopotasémica; ademas, la ingestion de alimentos con bario

es la causa mas comun de envenenamiento por este metal (Peana et al., 2021).

2.2.6.3 Niquel (Ni)

Es un metal de transicion, su numero atdmico es 28, su peso atomico es de 58.6934 u.
Pertenece al grupo X de la tabla periddica y su estado de oxidacion mas comdn es +2. En
la naturaleza, se encuentra en la corteza terrestre, en el suelo, meteoritos y volcanes, asi
como en el mar. Por otro lado, también se origina a partir de diversas actividades
antropogénicas como la combustién de combustibles como el carbon y el diésel, la
incineracion de desechos, las aguas residuales y el humo de los cigarrillos.
Concentraciones elevadas de niquel alteran las actividades metabdlicas de las plantas de

manera perjudicial. En los humanos, puede provocar dermatitis, enfermedades
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cardiovasculares, asma, fibrosis pulmonar y cancer de las vias respiratorias (Genchi et al.,

2020).

2.2.6.4 Cobre (Cu)

Es un metal que desempefia el rol de micronutriente. Su numero atémico es 29 y su peso
atémico es 63,5 u, ademas, pertenece al grupo IB de la tabla periddica. Sus estados de
oxidacion més frecuentes son +1 y +2. En la naturaleza, se encuentra debido a los
volcanes, descomposicion de la vegetacion e incendios forestales, y también se genera
por actividades antropogénicas como la combustion de combustibles fosiles, aguas
residuales, uso de fertilizantes, mineria, entre otras. Este elemento puede ser perjudicial
en cantidades excesivas para animales y plantas, ya que puede generar cambios en el
material genético, alteracion de las membranas celulares e incluso en procesos de vital

importancia como la fotosintesis (Rehman et al., 2019).

2.2.6.5 Zinc (Zn)

El zinc es un metal de transicion considerado un mineral esencial, necesario para la
produccion de algunas enzimas. Tiene nimero atdmico 30, peso atdmico de 65,38 u 'y
pertenece al grupo XII de la tabla periddica. Generalmente se encuentra presente en la
naturaleza en su estado divalente. Su origen antropogénico se da por aguas residuales,
residuos industriales, actividades mineras. Las altas concentraciones de este metal pueden
generar graves efectos en la salud humana como enfermedades gastrointestinales,
accidentes cerebrovasculares, hipertension, efecto cancerigeno, neurotoxicidad, entre

otros (Sankhla, Kumar y Prasad, 2019).
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2.2.6.6 Plomo (Pb)

Es un metal pesado altamente toxico que no es biodegradable, con nimero atémico 82,
peso atdmico de 207,2 u y pertenece al grupo XIV de la tabla periodica. Sus estados de
oxidacion mas frecuentes son +2 y +4. Las causas naturales de la contaminacion por
plomo incluyen la meteorizacion geoquimica, las emisiones de rocio marino y actividad
volcénica, asi como actividades antropogénicas como procesamiento de petroleo,
agroquimicos, pintura, mineria, agua de cafierias viejas, entre otros (Kumar et al., 2020).
Las elevadas concentraciones de plomo causan una disminucion de la productividad del
suelo. También, afectan las actividades enzimaticas de diferentes organismos vivos,

pudiendo también causar dafios e incluso su muerte (Meena et al., 2020).

2.2.6.7 Arsénico (As)

El arsénico es un metal nocivo, su nimero atdmico es 33, su masa atomica es 74,922 u,
perteneciente al grupo XV de la tabla periddica. Se puede encontrar en sus formas
inorganicas, y organicas como arseniato As(V) y arsenito As(lll). Naturalmente se
encuentra en méas de 200 formas minerales diferentes y se distribuye por toda la corteza
terrestre, suelo, y sedimentos. Su origen antropogénico se debe a la combustion, uso de
pesticidas, herbicidas, fungicidas e insecticidas, extraccion y fundicion de minerales,
fabricacion de metales, aleaciones entre otros. Las altas concentraciones de este elemento
afectan el crecimiento de las plantas, y en los humanos puede causar lesiones dermicas,

pérdida de cabello, cancer de piel y otros efectos (Hare et al., 2019).
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CAPITULO 11l

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1 Nivel y disefio de estudio

El nivel de la presente investigacion es descriptivo debido a que documenta la capacidad
de biosorcion de metales pesados por EPS producidos por cianobacterias. El disefio es
longitudinal, porque se realizaron mediciones de las concentraciones de metales pesados

a lo largo del ensayo de biosorcion.

3.2 Material biologico

El material biol6gico estuvo constituido por las cianobacterias presentes en las muestras
de tapetes microbianos recolectados de las pozas del Complejo Turistico Bafios del Inca
(Cajamarca). La unidad de andlisis de esta investigacion estuvo constituida por cada una
de las cianobacterias termdfilas que crecieron en el medio de cultivo liquido para

cianobacterias termofilas empleado en el laboratorio.

3.3 Descripcion del lugar de muestreo

El lugar de muestreo se ubico en el complejo turistico Bafios del Inca (Apéndice 1),
ubicado a una distancia de 6 km de la ciudad de Cajamarca (2659 m.s.n.m), cuyas
coordenadas son: 7°09'45" Sur y 78°27'49" Oeste (Anexo 1). En el interior del complejo
se encuentran pozos con aguas hidrotermales, las cuales emanan del subsuelo a
temperatura entre 35 y 71°C. En los pozos antes mencionados existen tapetes

microbianos, los cuales son comunidades conformadas por microorganismos de distintas
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especies, los cuales interactuan para su supervivencia (Prieto, Valencia y Santoyo, 2018).
Estudios previos relacionados a la busqueda de metabolitos secundarios tales como
hidrolasas, biosurfactantes y sideréforos han sido desarrollados en este sitio de muestreo

(Valdez-Nufiez y Rivera-Jacinto, 2022).

3.4 Coleccion de muestras y determinacion de parametros fisicoquimicos.

Se colectaron muestras de tapetes microbianos (Apéndice 2) de cada poza aleatoriamente
(15 x 15 cm aproximadamente), empleando una espatula de acero inoxidable esteéril
(Burkle, Germany) (Apéndice 3). Las muestras se colectaron en frascos de vidrio (Boeco,
Germany) estériles de capacidad de 250 mL, los cuales se llenaron con agua proveniente
de los pozos para conservar las muestras. Pardmetros como el pH y la temperatura fueron
medidos in situ. Todas las muestras colectadas fueron etiquetadas y almacenadas en un
contenedor térmico para mantener una temperatura aproximada a la de la zona (45°C) y
fueron inmediatamente transportadas al laboratorio de Biotecnologia de la Escuela
Académico Profesional de Biologia y Biotecnologia de la Universidad Nacional de

Cajamarca.

3.5 Enriguecimiento de cianobacterias termofilas

El enriquecimiento se llevd a cabo en frascos de vidrio de 1 L (Boeco, Germany), a los
cuales se adicionaron 900 mL de medio de cultivo D modificado (Apéndice 4),
esterilizado (Castenholz, 1981), suplementado con 0.5% (p/v) glucosa y 1000 pg/L de
ampicilina y tuvo un pH de 7.12, segun lo descrito por Rippka (Rippka, 1988). Se
colocaron en total 90 g de una muestra compuesta de tapetes microbianos, la cual

consistio en porciones aleatorias de todos los tapetes microbianos colectados
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anteriormente. Se realizé un triplicado del enriquecimiento (Apéndice 5). Posteriormente,
los frascos fueron incubados a 45°C durante 48 horas, agitados manualmente una vez al

dia, y se mantuvieron en la oscuridad.

3.6 Ensayo de biosorcion de metales

Concluido el proceso de enriquecimiento, las muestras de tapetes microbianos
(conteniendo cianobacterias termofilas) fueron lavadas con agua destilada esteril y se
colocaron los tapetes en frascos nuevos con 900 mL de medio D modificado, el cual
estuvo suplementado con metales para simular las concentraciones de estos en las fuentes
termales del Complejo Barios del Inca (Anexo 2). La adicion de metales se realizo a partir

de una solucion stock de sales (Tabla 1). El experimento se realizo por triplicado.

Tabla 1. Stock de sales empleadas para el ensayo de biosorcion.

Férmula de la sal Concentracion (mg L?)
NiCl> 0.57
CuSOq4 0.791
ZnS0Oq4 6.071
Pbs(AsO4): 0.6438
MnSO4 5.4975
BaCl, 3.9478

El medio de cultivo estéril tuvo un pH de 7.12. Las botellas se incubaron a 45°C con
fotoperiodo de 12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, agitandolas manualmente una vez
al dia durante 30 dias. Ademas, se implemento un control abidtico, que consistio en un
medio de cultivo sin microorganismos, pero suplementado con las sales mencionadas

anteriormente (Apéndice 6).
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3.7 Ensayos microbioldgicos

3.7.1 Observacion e identificacion preliminar de cianobacterias

Las células que crecieron en el medio de cultivo D modificado durante el ensayo de
biosorcidn fueron observadas en los dias 0 y 30 utilizando un microscopio Leica DM750
a 400X. Se registraron sus caracteristicas en una ficha de datos (Apéndice 7), junto con
una fotografia del organismo descrito. Se empleé como referencia el libro “A Guide to
Cyanobacteria: Identification and Impact” (Nienaber y Steinitz-Kannan, 2018), para

realizar la identificacién a nivel de género.

3.7.2 Curva de crecimiento celular

Durante los dias 0, 5, 10, 15, 20, 25 y 30 del ensayo de biosorcion, se extrajo 1 mL de
muestra de cada uno de los replicados y se coloc6 en una cdmara de Gridded Sedgewick
(Wildlife Supply Company, U.S.A.), para luego ser observada en el microscopio. Se
determind el numero de células por género de cianobacteria (por cuadrado) y se calculd
el promedio (Knappe, Belk y Briley, 2004). Para determinar la cantidad de céelulas en 1

mL se multiplicé el promedio de células contadas por 1000.

3.8 Métodos analiticos

3.8.1 Analisis de metales solubles

Se extrajeron 80 mL de cada uno de los frascos del ensayo de biosorcién (replicados y
control) durante los dias 0, 4, 8, 20 y 30. El volumen se centrifugd a 4000 rpm durante 3
minutos (Aksu, Ertugrul y D6nmez, 2009), y los sobrenadantes se preservaron con 6 gotas
de &cido nitrico (HNO3) 1 N. Posteriormente, se enviaron las muestras al laboratorio SGS

— Perq, sede Cajamarca, para determinar la concentracion de metales disueltos mediante
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espectroscopia de absorcion atomica. El porcentaje de remocion de metales se determind

de acuerdo a la ecuacion 1 (Hussein et al., 2019):

R = (COC;CO x100 (Ecuacion 1)

0
Donde, R es el porcentaje de biosorcion (%), Co es la concentracion inicial de iones
metalicos en el medio de cultivo expresado en mg. L y C; es la concentracién de metal
que permanece en la solucion expresado en mg. L. Los resultados de las concentraciones

y el célculo de los porcentajes de biosorcion fueron registrados en tablas (Apéndice 8).

3.8.2 Extraccion y caracterizacion quimica de EPS

Para la obtencion de los EPS, se extrajeron muestras de biomasa suspendida en medio de
cultivo de cada replicado empleado para el ensayo de biosorcion en el dia 0 (3 muestras)
y en el dia 30 (12 muestras). Posteriormente, se determind la composicion quimica de los
EPS extraidos empleando métodos de espectrofotometria UV-VIS, para ello se emplearon
protocolos descritos en (Garcia, 2021), en el cual se describen métodos modificados para
el uso minimo de reactivos y EPS. La evolucién de la produccion de EPS durante el
ensayo de biosorcion se evaluara principalmente mediante el analisis de carbohidratos

totales.

3.8.2.1 Extraccion de EPS capsulares (C-EPS)

Se colocaron 2mL de biomasa suspendida en medio de cultivo de cada replicado
empleado para el ensayo de biosorcion en tubos Eppendorf, se centrifugaron a 10.000
rpm durante 10 minutos, luego se elimind el sobrenadante. Después, se disolvié el

precipitado resultante en 1 mL de agua destilada, la solucion se mantuvo durante 15 min
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a 100°C empleando un termobloque. Luego se mantuvo a temperatura ambiente durante
10 min y se le agregaron 3 pL de acido tricloroacético (TCA) al 85 %. La mezcla
resultante se centrifug6 a 10.000 rpm durante 30 min. Se reunié el sobrenadante que
contenia EPS y se afiadi6 un volumen igual de etanol al 96% (v/v). La mezcla se mantuvo
a 4°C durante 12 h y se centrifug6 a 10.000 rpm durante 30 minutos. Posteriormente, el
precipitado resultante se lavé dos veces con etanol al 96 % y se centrifugd a 10.000 rpm
durante 30 min. El precipitado resultante final se disolvié en 1 mL de agua destilada

estéril y se almacend a 4°C (Cérantola et al., 2000).

3.8.2.2 Extraccion de EPS débilmente unidos (LB-EPS)

Para separar las células y el medio, se colocaron 2 mL de biomasa suspendida en medio
de cultivo de cada replicado empleado para el ensayo de biosorcion en tubos Eppendorf
y se centrifugaron a 2500 g durante 15 minutos a 4°C. Posteriormente, las células de
cianobacterias se resuspendieron en una solucion de NaCl al 0.05 % (0.5 g de biomasa
himeda en 5 ml de solucion de NaCl al 0.05 %) y se centrifugaron a 5000 g, durante 15
minutos a 4 °C. Se extrajo cuidadosamente el sobrenadante, el cual se mantuvo en

refrigeracion a 4°C para su posterior caracterizacion (Xu, Yu y Jiang, 2013).

3.8.2.3 Extraccion de EPS estrechamente unidos (TB-EPS)
El pellet obtenido al final de la extraccion de LB-EPS fue resuspendido con NaCl al 0.05

% Yy se calentd a 50°C durante 20 min. Posteriormente, se centrifugd a 15.000 g, durante
15 minutos a 4°C. Finalmente, se extrajo cuidadosamente el sobrenadante y se mantuvo

en refrigeracion a 4°C para su posterior caracterizacion (Cui et al., 2021).
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3.8.2.4 Cuantificacion de carbohidratos
En un tubo de ensayo se colocaron 200 pL de muestra de los EPS obtenidos (C-EPS, LB-

EPS y TB-EPS) o estandar, a los cuales se les afiadio 200 pL de fenol al 5%. A
continuacion, se agregd 1 mL de acido sulfarico al 96%, se dejo reposar durante 10
minutos. Se homogeneizo la solucion empleando vortex y posteriormente se incubo a 30
°C durante 20 minutos. Finalmente, se colocé la solucion en una cubeta descartable de
2.5 mL y se midi6 la absorbancia a 490 nm en el espectrofotometro (UNICO®). Se

empled glucosa como estandar (Dubois et al., 1956).

3.8.2.5 Cuantificacion de acetilos

En un tubo de ensayo se agregaron 0.5 mL de la muestra de los EPS obtenidos (C-EPS,
LB-EPS y TB-EPS) o estandar y 1 mL del reactivo de acetilos (Anexo 3). Se homogenizé
la mezclay se dejo reposar 25 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, se coloco
la solucidn en una cubeta descartable de 2.5 mL y se midio la absorbancia a 540 nm en el
espectrofotometro (UNICO®). Se empled pentaacetato de B-D-glucosa como estandar

(McComb y McCready, 1957).

3.8.2.6 Cuantificacion de fosfatos

En un tubo de ensayo se coloco 1 mL de la muestra de los EPS obtenidos (C-EPS, LB-
EPS y TB-EPS) o estandar y 0.7 mL del reactivo de fosfatos (Anexo 3). Después se
homogeneizé la solucion, posteriormente se la transfirié a una cubeta descartable de 2.5
mL y se midid la absorbancia a 420 nm en el espectrofotometro (UNICO®). Se empled

hidrogeno-fosfato de potasio como estandar (Berenblum y Chain, 1938).
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3.8.2.7 Cuantificacion de sulfatos
En un tubo de ensayo se agregaron 1 mL de la muestra de los EPS obtenidos (C-EPS, LB-

EPS y TB-EPS) o estandar y 1 mL del reactivo de sulfatos (Anexo 3). Se homogeneizé
la solucion empleando un vortex. Se adicionaron 0.2 g de BaCly, se transfirio la solucion
a una cubeta descartable de 2.5 mL y se midié la absorbancia a 420 nm en el
espectrofotometro (UNICO®). Se empleo sulfato de sodio como estandar (Severiche y

Gonzélez, 2012).

3.9 Procesamiento y analisis de datos

Los resultados experimentales se realizaron en triplicado con un grupo control. Los datos
de los triplicados se promediaron para su procesamiento. Se evalué la normalidad de los
datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas mediante la
prueba de Levene. Se aplicé la prueba T de Student para muestras independientes a los
datos que mostraron distribucion normal y homogeneidad de varianzas. En casos de
distribucion normal, pero sin homogeneidad de varianzas, se utilizé la prueba T de
Student con correccion de Welch. Para los datos que no siguieron una distribucion
normal, se aplico la prueba U de Mann-Whitney. Todos los analisis se llevaron a cabo en
el programa estadistico SPSS version 25.0 con un nivel de confianza del 95% vy se

considero significativo un valor de p<0.05.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Resultados

4.1.1 Parametros fisicoquimicos del sitio del muestreo

Los valores de los pardmetros fisicoquimicos medidos en el area de estudio durante la

coleccién de muestras se detallan en la Tabla 2.

Tabla 2. Pardmetros fisicoquimicos (pH y temperatura) de las fuentes termales del
complejo turistico Bafios del Inca, medidos in situ durante la coleccion de muestras.

N° de pozo
Parédmetro
1 2 3 4 ) 6 7 8 9
pH 746 7.07 691 725 726 720 7.06 7.02 7.24
Temperatura

(°C) 50.3 50.0 524 485 47.7 495 548 50.0 483

4.1.2 Biosorcion de metales pesados

Se realiz6 el ensayo de biosorcion de 7 metales pesados (Ni, Cu, As, Mn, Ba Zn, Pb),
también se calculo el porcentaje de biosorcion en los dias 4, 8, 20 y 30 del ensayo. Por un
lado, se observd la disminucion en la concentracion inicial de Ni, Cu, Zn 'y Pb, por ende,
el porcentaje de biosorcion aumentd con el paso de los dias. Por otro lado, en el caso del
As, Mn y Ba la concentracion aumento, consecuentemente, el porcentaje de biosorcion

fue negativo. Del mismo modo, los analisis estadisticos realizados en el programa SPSS
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revelaron que existen diferencias significativas entre los replicados y el grupo control de

todos los metales a excepcion del As (Apéndice 13).

Con respecto al Cu, se observé una disminucién en la concentracién de este elemento,

desde 0.17 mg. L hasta 0.03 mg. L* (Figura 3).
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Figura 3. Concentracion de Cu (mg. L) en el medio de cultivo D modificado durante el

ensayo de biosorcién. C: control; P: promedio de los replicados.

Para el Pb, se observé una disminucion en la concentracion de este elemento, desde 0.06

mg L hasta 0.01 mg. L (Figura 4).
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Figura 4. Concentracion de Pb (mg. L) en el medio de cultivo D modificado durante el
ensayo de biosorcion. C: control; P: promedio de los replicados.

Para el Zn, también se observd una disminucion en la concentracion de este elemento,

desde 1.38 mg. L* hasta 0.31 mg. L* (Figura 5).
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Figura 5. Concentracion de Zn (mg. L) en el medio de cultivo D modificado durante el
ensayo de biosorcién. C: control; P: promedio de los replicados.
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Asimismo, para el Ni hubo una disminucién en su concentracion, desde 0.20 mg. L hasta
0.15 mg. Lt (Figura 6).
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Figura 6. Concentracion de Ni (mg. L) en el medio de cultivo D modificado durante el
ensayo de biosorcién. C: control; P: promedio de los replicados.

En el caso del As, no hubo biosorcion, por el contrario, se vio un aumento de la

concentracion, de 0.008 a 0.02 mg. L* (Figura 7).
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Figura 7. Concentracion de As (mg. L) en el medio de cultivo D modificado durante el
ensayo de biosorcion. C: control; P: promedio de los replicados.
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En el caso del Ba, no hubo biosorcién, no obstante, se vio un aumento de concentracion

de 0.01 a 1.41 mg. L (Figura 8).
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Figura 8. Concentracion de Ba (mg. L) en el medio de cultivo D modificado durante el
ensayo de biosorcién. C: control; P: promedio de los replicados.

En el caso del Mn, no hubo biosorcion, por el contrario, se vio un aumento de
concentracion de 0.66 a 14.28 mg. L (Figura 9).
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Figura 9. Concentracion de Mn (mg. L) en el medio de cultivo D modificado durante el

ensayo de biosorcion. C: control; P: promedio de los replicados.
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Al obtener las concentraciones de los metales en los dias 0, 4, 8, 20 y 30 durante el ensayo
de biosorcion, se pudo calcular posteriormente el promedio del porcentaje de biosorcion
de los metales que presentaron una disminucion en su concentracion. En el caso del Cu
se obtuvieron porcentajes de 63.74% al inicio del ensayo de biosorcion, asimismo se
observo que este valor aument6 con el transcurso de los dias, obteniendo finalmente en

un 78.43% en el dia 30 (Figura 10).

Porcentajes de biosorcion de Cu

Porcentajes (%)

8 20 30
Dias del ensayo de biosorcion

Figura 10. Porcentajes de biosorcion de Cu obtenidos durante el ensayo de biosorcion en
los dias 4, 8, 20 y 30. C: control; P: promedio de los replicados. La ausencia de barras es
equivalente a que no hubo biosorcion.

En cuanto al Pb, inicialmente se obtuvo un porcentaje de 10.91% en el dia 4 del ensayo
de biosorcidn, asimismo se observo que este valor incrementd con el transcurso de los
dias, obteniendo finalmente en el dia 30 como porcentaje: un 81.75% en el dia 30 (Figura

11).
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Figura 11. Porcentajes de biosorcion de Pb obtenidos durante el ensayo de biosorcion en

los dias 4, 8, 20 y 30. C: control; P: promedio de los replicados. La ausencia de barras es
equivalente a que no hubo biosorcion.

Para el Zn, se obtuvo un porcentaje de 19.82% en el dia 4 del ensayo de biosorcion,

asimismo se observé que este valor incremento con el transcurso de los dias, obteniendo

finalmente un 76.92% en el dia 30 (Figura 12).
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Figura 12. Porcentajes de biosorcion de Zn obtenidos durante el ensayo de biosorcion en

los dias 4, 8, 20 y 30. C: control; P: promedio de los replicados. La ausencia de barras es
equivalente a que no hubo biosorcion.
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Finalmente, para el Ni inicialmente se obtuvo un porcentaje de 7.20% en el dia 4 del
ensayo de biosorcidn, pero se observé que este valor increment6 con el transcurso de los

dias, obteniendo finalmente un 22.76% en el dia 30 (Figura 13).
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Figura 13. Porcentajes de biosorcion de Ni obtenidos durante el ensayo de biosorcion en
los dias 4, 8, 20 y 30. C: control; P: promedio de los replicados. La ausencia de barras es
equivalente a que no hubo biosorcién.
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4.1.3 Géneros de cianobacterias termofilas

Durante el ensayo de biosorcion, fueron identificados microscopicamente las
cianobacterias que crecieron en el medio de cultivo D modificado (Figura 14), las cuales
han sido reportadas en ambientes similares. Se identifico a Synechococcus sp., género de
cianobacterias que fue el predominante en los cultivos. También se observo a
Pseudanabaena sp., las cuales se encontraron en menores cantidades. Finalmente se
identifico a Planktohrix sp., que también se encontrd6 en menores concentraciones,
adicionalmente, se las encontr6 siempre agrupadas con mas filamentos del mismo género

o0 también agrupadas con Synechococcus sp.
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Figura 14. Cianobacterias identificadas durante el ensayo de biosorcion de metales.
Observacion microscopica 400 X. A) Synechococcus sp. B) Pseudanabaena sp. C)
Planktohrix sp. D) Synechococcus sp. (circulos rojos) y Planktohrix sp. (flechas azules).
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Paralelamente a la caracterizacion y ensayo de biosorcién, se determind también la curva
de crecimiento de las tres especies de cianobacterias que crecieron en el medio de cultivo
D modificado. El género Synechococcus, mostr6 un crecimiento exponencial hasta el dia
30 del ensayo de biosorcién, ademas fueron las cianobacterias que dominaron el cultivo,
ya que se encontraron en una mayor cantidad (Figura 15). Las cianobacterias del género
Planktohrix fueron las segundas mas abundantes en el medio de cultivo D modificado; es
importante mencionar que se empez6 a observar la disminucion de esta poblacion desde
el dia 20 de los cultivos (Figura 16). Por otro lado, las cianobacterias del género
Pseudoanabaena fueron las menos abundantes en los medios de cultivo tanto al inicio
como al final del ensayo de biosorcidn, se observo su fase de muerte celular a partir del

dia 20 de edad del cultivo (Figura 17).
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Figura 15. Curva de crecimiento de Synechococcus sp. durante el ensayo de biosorcion.
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Curva de crecimiento de Planktohrix sp.
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Figura 16. Curva de crecimiento de Planktohrix sp. durante el ensayo de biosorcion.
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Figura 17. Curva de crecimiento de Pseudoanabaena sp. durante el ensayo de biosorcion.
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4.1.4 Caracterizacién de EPS

4.1.4.1 Cuantificacion de los carbohidratos

Se extrajeron los EPS (LB-EPS, TB-EPS y C-EPS) en el dia 0 y en el dia 30 del ensayo
de biosorcion con el fin de analizar este mecanismo de biosorcion de las cianobacterias.
Se determind su presencia empleando el método de cuantificacion de carbohidratos, en el
cual se observo un incremento en su concentracion, evidenciando que durante el ensayo
de biosorcion hubo produccion de EPS. Las concentraciones de los carbohidratos de los
tres tipos de EPS analizados fueron de 0.07 pg/mL durante el dia O del ensayo de
biosorcion e incrementaron hasta 0.41 pg/mL hasta el dia 30 del ensayo de biosorcion
(Figura 18). Los carbohidratos fueron los constituyentes méas abundantes en los 3 tipos de

EPS, a comparacion de los otros componentes cuantificados en el presente estudio.
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Figura 18. Concentracion de carbohidratos en LB — EPS (amarillo), TB-EPS (celeste) y
C-EPS (morado) en el dia 0 (barras degradadas) y dia 30 (barras de color solido) del
ensayo de biosorcion.
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4.1.2.4 Cuantificacion de acetilos
Se determind la concentracion de acetilos en LB-EPS, TB-EPS y C-EPS, teniendo

una concentracion de hasta 18.53 x 102 pg/L (Figura 19). Se mostré una mayor
cantidad de acetilos en los TB-EPS, seguidos de los LB-EPS y en menor

concentracion en los C-EPS (TB-EPS > LB-EPS > C-EPS).
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Figura 19. Concentracion de acetilos en LB — EPS (amarillo), TB-EPS (celeste) y C-EPS
(morado) durante el Gltimo dia del ensayo de biosorcion.

4.1.2.5 Cuantificacion de fosfatos

Se determiné la concentracion de fosfatos en cada replicado de las muestras de LB-EPS,
TB-EPS y C-EPS y se promediaron los resultados, siendo la concentracion minima de
4.14 x 10 pg/L y una maxima de 6.86 x 10 pg/L (Figura 20). Se mostré una mayor
cantidad de fosfatos en LB-EPS y en menor concentracion en los C- EPS (LB-EPS, TB-

EPS > C- EPS).
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Figura 20. Concentracién de fosfatos en LB — EPS (amarillo), TB-EPS (celeste) y C-EPS
(morado) durante el ultimo dia del ensayo de biosorcion.

4.1.3 Cuantificacion de sulfatos

Se determiné la concentracion de sulfatos en cada replicado de las muestras de LB-EPS,
TB-EPS y C-EPS y se promediaron los resultados, se obtuvo una concentracion minima
de 13.8336 x 102 pg/L y una maxima de 13.83 x 102 pg/L (Figura 21). Se mostr6 una
mayor cantidad de sulfatos tanto en C-EPS y en menor concentracién en los LB- EPS (C-
EPS >TB-EPS > LB- EPS).
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Figura 21. Concentracion de sulfatos en LB — EPS (amarillo), TB-EPS (celeste) y C-
EPS (morado) durante el ultimo dia del ensayo de biosorcion.
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4.2  Discusion

4.2.1 Parémetros fisicoquimicos del sitio del muestreo

Se determinaron los valores de los parametros fisicogquimicos del area de la cual se
extrajeron las muestras de tapetes microbianos. Los valores de pH estuvieron en un rango
de 6.91 a 7.46, y los valores de temperatura, en un rango de 47.7 a 54.8°C. Estos
resultados concuerdan con lo reportado en un informe de INGEMMET, en el que
mencionan que el pH del agua de las pozas varia entre 5.5 a 8.0 y la temperatura fluctla
entre 35y 71°C (INGEMMET, 2003). Debido a estas caracteristicas, se puede concluir
que todos los microorganismos que habitan en estos ambientes son neutréfilos (pH
Optimo de crecimiento entre 6 - 8) y termdfilos moderados (temperatura éptima de

crecimiento entre 45 — 70°C) (Madigan et al., 2018).

Los valores de algunos de los metales/no metales presentes en las pozas, tales como Fe
(595.18 mg/L), Al (489.57 mg/L), As (0.40 mg/L), Hg (0.06 mg/L), entre otros,
sobrepasan los valores Optimos establecidos en los Estandares Nacionales de Calidad
Ambiental (ECA) para agua (MINAM, 2017). Estos podrian tener un efecto tdxico en los
microorganismos debido a que pueden inhibir su crecimiento (Diaconu et al., 2020). Sin
embargo, las adaptaciones fisiologicas de la microbiota nativa, por ejemplo, sistemas de
bombas de eflujo de metales, sintesis de metalotioneinas, produccion de sideroforos
(Valdez-Nufiez y Rivera-Jacinto, 2022), asi como el desarrollo de interacciones
microbianas, tales como comensalismo y sintrofismo que podrian propiciar en la
formacion de biofilms y tapetes microbianos, podrian influir en su supervivencia en este

ambiente extremo (Ashok, Sajna y Swati, 2021).
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4.2.2 Cianobacterias termofilas

Con el objetivo de conocer los géneros de cianobacterias que estuvieron involucradas en
el ensayo de biosorcion, se realizd una identificacibn microscopica usando como
referencia “A Guide to Cyanobacteria: Identification and Impact” (Nienaber y Steinitz-
Kannan, 2018). Dentro de los géneros se encontraron a Synechococcus sp.,
Pseudanabaena sp. y Planktohrix sp. Las cianobacterias del género Synechococcus tienen
forma cilindrica, un tamafio aproximado de 35 um de largo x 6 um de ancho, y se
presentan como células individuales o formando grupos. Ademas, son inmoviles, de color
verde azul palido o verde oliva y se las puede encontrar formando tapetes o colonias. Las
cianobacterias del género Pseudoanabaena son filamentos cilindricos, de 1.0 a 3.5 um de
ancho, y se pueden encontrar solitarios o conformando tapetes. Los filamentos mas
antiguos tienen constricciones en las paredes transversales, son de color verde opaco o
verde azulado, y pueden habitar lagos, suelos, ambientes extremos (aguas termales o
habitats hipersalinos). Finalmente, Planktohrix, el Gltimo género de cianobacterias
encontrado en nuestro estudio, se muestra como filamentos rectos u ondulados, de un
largo de hasta 4 mm y ancho de 3.5a10.0 um, y de color verde azul (Nienaber y Steinitz-

Kannan, 2018).

El hallazgo de estos géneros de cianobacterias ha sido reportado en ambientes similares.
Por ejemplo, Synechococcus y Pseudanabaena han sido identificadas morfoldégicamente
en las fuentes termales de Maha Oya — Sri Lanka, cuyas temperaturas oscilan entre los
42- 59.8°C y el pH entre 6.89-7.63 (Medhavi et al., 2018), también se ha encontrado a
Planktohrix y Synechococcus (identificacion molecular), formando parte de la comunidad
microbiana de las fuentes termales de Yunnan — China, cuyas temperaturas oscilan entre
los 382 90°C y el pH de 4 a 9.4 (Keshari et al., 2022).
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Las condiciones de cultivo (p.e. medios y/o antibidticos) pueden cambiar drasticamente
las comunidades de cianobacterias incluso en el mismo lugar de muestreo. Carmen y
Chévez, 2020 han reportado a Anacystis dimidiata, Cocchloris stagnina, Oscillatoria
princeps en un estudio realizado con tapetes microbianos de las fuentes termales de Bafios
del Inca. La identificacion morfoldgica de estas bacterias se realizd al observar las
muestras de tapetes directamente en el microscopio. Cabe recalcar que, en nuestro
estudio, aunque también se empled tapetes microbianos de la misma zona de estudio, se
administraron antibiéticos (1000 pg/L de ampicilina) con el fin de evitar la contaminacion
por otros géneros microbianos, lo cual pudo influir en la seleccion de diferentes géneros
de cianobacterias termdfilas. Estos hallazgos muestran que las condiciones de cultivo son

determinantes para la obtencién de consorcios microbianos.

Los géneros de cianobacterias encontrados en la presente investigacion han sido
reportados previamente con la capacidad de biosorcion de metales. Por un lado, se ha
demostrado la disminucién de la concentracion de metales por estos mismos géneros de
cianobacterias, como es el caso de Synechococcus elongatus Arkkl, que tiene la
capacidad de biosorcion de 85.84 % de Pb (Raj et al., 2020), y Synechococcus elongatus
BDU130911, que logré un 75% de biosorcion de U (Rashmi et al., 2021). Por otro lado,
Pseudoanabaena mucicola tiene una capacidad del 100% de biosorcion de Fe, Mn, Cuy
Zn (Belal et al., 2024), y Planktohrix rubescene en consorcio con Anabaena cylindrical

tienen la capacidad de biosorcion del 100% de Niy 90.1% de Cu (Bello, 2015).

Al realizar la curva de crecimiento, se observd que Synechococcus mostrd un crecimiento

exponencial hasta el dia 30 del ensayo de biosorcion. En otra investigacion en la cual se
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empled cianobacterias de este género a diferentes tratamientos de salinidad para evaluar
su crecimiento y produccion de EPS, se determind que pueden iniciar la fase exponencial
hasta 31 dias después de iniciar el cultivo (Bemal y Anil, 2018). Por otro lado, el nimero
de células de Pseudoanabaena empezé a disminuir a partir del dia 20 de edad del cultivo
(hubo una reduccion de 1.17 x 10*durante el dia 20 a 0.95 x 10* células/mL durante el
dia 25). Se describen resultados similares en un estudio en el que se investigé el impacto
de Cs y K en cianobacterias del género Pseudoanabaena, estas crecieron de manera
constante durante el periodo de incubacion que fue de dos semanas (Zhang et al., 2023).
Finalmente, la cantidad de Planktohrix empezé a disminuir desde el dia 20 del ensayo de
biosorcion, similar a un estudio en el que se expuso a la cianobacteria Planktothrix
agardhii a diferentes salinidades de 7.5a 12.5 g. L! las cuales crecieron progresivamente

durante 18 dias (Vergalli et al., 2020).

4.2.3 Biosorcién de metales pesados por EPS producidos por cianobacterias

termdfilas

Se realiz6 un ensayo de biosorcion durante 30 dias para poder determinar la capacidad de
remocion de metales pesados (Mn, Ba, Ni, Cu, Zn, Pb y As) por EPS producidos por
cianobacterias obtenidas de las fuentes termales de Bafios del Inca (Synechococcus sp.,
Pseudoanabaena sp. y Planktohrix sp.). Durante el ensayo, se monitore6 la concentracion
de los metales en 5 fechas diferentes. Los resultados obtenidos indican que los EPS
producidos por dichas cianobacterias tienen la capacidad de disminuir la concentracion

principalmente de Pb (81.75%), Cu (78.43%), Zn (76.92%) y Ni (22.76%).
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Se determind que la biosrocion de metales fue directamente proporcional respecto al
tiempo. En otras investigaciones se obtuvieron resultados similares respecto a la remocién
de Cd, en el cual, en los primeros 30 minutos hubo un 40% de remocion de este metal, y
un 86% de remocion en el dia 9 (Shen et al., 2018). Esto se debe a que el tiempo de
retencién y contacto influyen positivamente en la remocion de metales, es decir, a mayor

duracion del ensayo, mayor capacidad de biosorcién (Ali Redha, 2020).

Factores abidticos tales como la temperatura afectan drasticamente la capacidad de
biosorcidn por parte de los consorcios microbianos. Por un lado, las altas temperaturas
provocan el aumento de la energia cinética del sistema sorbente-sorbato, lo cual favorece
la unién de los metales a los EPS (Warjri y Syiem, 2018). Por ejemplo, en el caso del Cu,
un estudio demostré que con el aumento de temperatura también incrementaba el
porcentaje de biosorcion de este metal, de 84.0% a 25°C a un 90.1% a 45°C (Fawzy et
al., 2022). De igual manera, un estudio reportd que la temperatura Optima para la
biosorcién de Pb fue de 45°C (Sarkar et al., 2021). Ademas, un estudio demostré que a
25°C el porcentaje de remocion de Zn fue de 95.6% el cual aumento hasta 97.02% a 45°C
(Alharbi et al., 2022). También se ha reportado hasta un 83% de porcentaje de remocion
de Ni, a una temperatura éptima de 45°C (Sen, Kilig y D6nmez, 2022). En esta
investigacion, la temperatura empleada fue de 45°C durante todo el ensayo, lo que podria
sugerir que los procesos de biosorcién de los metales Cu, Pb, Zn y Ni podrian haberse

incrementado a esta temperatura.

El pH también es un factor determinante para la biosorcién de metales. Este factor influye

en la protonacién de los grupos funcionales de la superficie de los EPS, asi como en la
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quimica de los metales. A un pH bajo, no se da efectivamente la union entre metales y
grupos funcionales debido a que los iones H+ compiten con los iones metalicos cargados
positivamente. En cambio, a pH mayor, existe mayor unién entre los metales y los EPS,
ya que una mayor cantidad de ligandos cargados negativamente quedan expuestos en la
superficie del sorbente (Warjri y Syiem, 2018). Sin embargo, para algunos elementos
tales como el As, el pH Optimo para su biosorcion se encuentra en un rango de 2 a 4
(Torres, 2020). El pH inicial en el ensayo de biosorcién de esta investigacion, fue de 7.12
y termind en 8.90. Este rango podria ser adecuado para la biosorcion de Cu, Pb, Zn'y Ni.
En el caso del As, Mn y Ba, podriamos asumir que uno de los factores por las que no
fueron removidos del medio de cultivo es que no se empled el pH adecuado para su
biosorcion. Ademas, estos elementos pudieron haberse encontrado en otras especies

quimicas como hidréxidos, haciendo inviable su remocion del medio.

Adicionalmente, el aumento en las concentraciones de As, Mn y Ba podria estar
relacionado a la naturaleza de las muestras, asi como a la cinética celular de las
cianobacterias termofilas. Por un lado, un posible aumento de estos elementos podria
deberse a su liberacidn en el medio acuoso. Se ha reportado que diferentes metales pueden
encontrarse en los tapetes debido a su interaccion con los microorganismos (acumulacion
y biosorcién natural de los metales por los tapetes) (Huerta-Diaz et al., 2011).
Concentraciones de As, Mn y Ba han sido encontradas en las pozas de Bafios del Inca
(Anexo 3), sugiriendo la ocurrencia de una sorcion natural inicial por los tapetes
microbianos en el ambiente termal y una posterior liberacion en el medio de cultivo
empleado en el experimento. Por otro lado, el aumento de elementos tales como el Mn
podria estar relacionado directamente con las cianobacterias, ya que este elemento es un

componente abundante en la clorofila (Madigan et al., 2018). Su liberacion al medio
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acuoso podria producirse después de una lisis celular de las cianobacterias empleadas en
este ensayo, algo que se evidencid aproximadamente en el dia 20 del ensayo de biosorcion

(p.e., Planktohrix y Pseudoanabaena).

El ensayo de biosorcién realizado mostro6 resultados positivos respecto a la remocién de
Ni, Cu, Zn y Pb, demostrando asi el potencial biotecnoldgico de los microorganismos y
sus metabolitos (EPS) que se encuentran habitando los ambientes extremos de la ciudad
de Cajamarca. Con este ensayo, se busca proponer potenciales soluciones al problema de
la contaminacién por metales pesados en Cajamarca, ademas de recalcar la importancia
de explorar, estudiar y preservar la biodiversidad microbiana de los ambientes extremos
con los que contamos en nuestra region ya que son recursos valiosos para la biotecnologia

ambiental.

4.2.5 Caracterizacion quimica de EPS producidos por cianobacterias

La produccion de EPS por microorganismos estd estrechamente relacionada a su
supervivencia (Rana y Upadhyay, 2020), pero también a la remocion de metales pesados
debido a su capacidad de biosorcion (Ciani y Adessi, 2023). Ya que las cianobacterias
pueden producir EPS en su ambiente natural o bajo condiciones de cultivo, en esta
investigacion se evalué la produccién y composicion de EPS producidos por

cianobacterias termofilas de la region Cajamarca.

Se determind que a mayor cantidad de EPS producidos por las cianobacterias termofilas
podria haber un aumento en la biosorcion de metales (Li et al.,, 2021). En este

experimento, la determinacion de la concentracion de EPS se realizé mediante el analisis
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de carbohidratos totales mediante el método del &cido fenol-sulfurico (Bemal y Anil,
2018). Se encontré que los carbohidratos fueron los componentes mas abundantes en los
tres tipos de EPS extraidos a comparacién de los otros componentes cuantificados en este
estudio (Figura 18). En este estudio, la concentracion de los 3 tipos de EPS detectados
por la presencia de carbohidratos fue inversamente proporcional a la concentracion de
metales, razén por la que se puede atribuir a los EPS como agentes responsables de la
biosorcion, tal como lo demuestran diversos estudios relacionados a la biosorcion de Cd
(Shenetal., 2021), Pb, Cr (Cui etal., 2021), Cs (Yu et al., 2020), As (Naveed et al., 2020),

Cu, y Ni (Ghorbani et al., 2022).

La clasificaciéon de los EPS como capsulares (C-EPS), ligeramente unidos (LB-EPS) o
fuertemente unidos (TB-EPS) depende de cdmo se asocian con las células o el método
empleado para su extraccion (More et al., 2014). En esta investigacion, se extrajeron los
3 tipos de EPS empleando diferentes metodologias, y los resultados mostraron que al
finalizar el ensayo de biosorcion, las concentraciones de C-EPS, LB-EPS y TB-EPS
fueron similares. Cada tipo de EPS tiene diferentes funciones respecto al mecanismo de
biosorcidn de metales (Ma et al., 2023). Sin embargo, en una investigacion se determind
que los LB-EPS son los que tienen una mayor capacidad de sorcién de Pb?*, Cu?*, Zn?*
en comparacion con los otros tipos de EPS, debido a que tienen una estructura menos
compacta y una mayor superficie expuesta, lo que proporciona mas sitios de unién para
cationes metélicos (Lu et al., 2021). En la presente investigacion, también se evidencio la
biosorcidn de los metales Pb, Cuy Zn, asi como la produccion de LB-EPS, lo que sugiere

que este tipo de EPS desempefio un papel importante en los resultados obtenidos.
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Adicionalmente, se analizé la presencia de otros grupos orgéanicos presentes en los EPS,
los cudles estuvieron de mayor a menor concentracion: acetilos>sulfatos>fosfatos. La
importancia de los acetilos (Figura 19) en los EPS radica en que posibilitan que los iones
metalicos se unan fuertemente (Banerjee et al., 2021). En cuanto a sulfatos y fosfatos, son
grupos cargados negativamente y pueden funcionar como agentes quelantes para cationes

metélicos (Ciani y Adessi, 2023; Banerjee et al., 2021).

Los resultados sugieren que las cianobacterias termofilas obtenidas de tapetes
provenientes de las fuentes termales de Bafios del Inca — Cajamarca, son capaces de
remover concentraciones de metales pesados bajo las condiciones de -cultivo
administradas en este experimento, y que los EPS producidos estan directamente
relacionados con estos procesos a elevadas temperaturas. De esta manera, estos
microorganismos y sus metabolitos podrian ser empleados en procesos de
biorremediacion integrados con temperaturas fluctuantes para asi remover metales

pesados de ambientes acuosos.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

Los EPS producidos por las cianobacterias termdfilas estuvieron relacionados a la
biosorcion de metales pesados durante el ensayo de biosorcién. Las cianobacterias
termofilas demostraron la capacidad de biosorber hasta un 81.75% de Pb; 78.43% de Cu;
76.92% de Zn'y 22.76% de Ni a una temperatura de 45°C y a un pH de 7.12. Sin embargo,

no mostraron capacidad de biosorber As, Mn y Ba bajo estas mismas condiciones.

Se logré identificar a las cianobacterias termdfilas (45°C):  Synechococcus sp.
Pseudoanabaena sp. y Planktohrix sp., provenientes de las fuentes termales de Bafios del

Inca (Cajamarca), que crecieron en el medio de cultivo D.

Los EPS del tipo LB-EPS, TB-EPS y C-EPS, presentaron concentraciones similares.
Estos EPS estuvieron principalmente compuestos por (de mayor a menor concentracion):

carbohidratos > acetilos > sulfatos > fosfatos.
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5.2 Recomendaciones

La presente investigacion establece un precedente en trabajos con cianobacterias
termofilas, asi como su potencial biotecnolégico como consorcio, para que en futuras
investigaciones estos puedan ser empleados en procesos de biorremediacion de ambientes

contaminados con metales pesados.

Para futuros trabajos de investigacion se sugiere realizar un analisis mas profundo de las
comunidades de cianobacterias de las fuentes termales de Bafos del Inca, en los cuales

se puedan conocer la identidad de la microbiota termofila.

Asimismo, se sugiere el uso de otros metales que no hayan sido empleados durante el
desarrollo de esta investigacion. Asi también, emplear concentraciones mas elevadas de
los metales pesados ya empleados en esta investigacion para determinar la cantidad

maxima que pueden tolerar estas cianobacterias.

Finalmente, también se recomienda que en futuras investigaciones se determine la
capacidad de biosorcion de metales realizando variaciones en los parametros:
temperatura, pH y cantidad de biomasa con el fin de optimizar las condiciones de este

proceso.
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APENDICES

Apéndice 1. Sitio del muestreo: fuentes termales de Bafios del Inca.
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Apéndice 2. Muestras de tapetes microbianos en la superficie de las pozas
termales.

Apéndice 3. Coleccion de muestras de tapetes microbianos de las fuentes termales
de Baios del Inca.
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Apéndice 4. Composicion de medio de cultivo liquido D modificado.

COMPONENTE CONCENTRACION
FINAL
Agua destilada estéril 1L
MACRONUTRIENTES | EDTA 0.1g
MICRONUTRUENTES | Solucién de FeCI3 (0.29 g/L) 1mL
CaCl 0.06 g
MgS04.7H20 0.10¢
NaCl 0.008 g
KNOs 0.10g
NaNOs 0.70 g
NaxHPO4 0.11¢g
SOLUCION DE | MnS04. H20 (2.28 g/L), ZnS04. 2.5mL

MICRONUTRIENTES

*(Solvente:
destilada)

agua

7H20 (0.50 g¢/L), H3BO3 (0.50
g/L), CuS045H20 (0.025 g/L),
Na;Mo04.2 H20 (0.025 g/L)
CoClz .6H20 (0.045 g/L)

Apéndice 5. Enriquecimiento de cianobacterias en medio de cultivo D mofificado,
suplementado con 0.5% (p/v) glucosa y 1000 pg/L de ampicilina a 45°C.
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Apéndice 6. Control, replicado 1, replicado 2 y replicado 3 durante los dias 0, 4, 8,
20 y 30 del ensayo de biosorcion.

Dia 0 Dia 4
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Apéndice 7. Fichas de identificacion de cianobacterias.

0013 (400x)

Cédigo | 0013 Fotografia
Caracteristicas

Forma Cocoide

Célula Cilindrica

Color Verde oliva

Tamafio 7.029 - 11.376
um

Observaciones Se las encontré
inicialmente
formando
colonias con
células
filamentosas.

Posible género Synechococcus sp

Cédigo | 0014 Fotografia
Caracteristicas A TITTETE
Forma Filamentosa
Célula Cilindrica
Color Verde
Tamafio 876.90 — 1004.21
Um aprox
Observaciones Se las encontrd
inicialmente
formando colonias
con células 0014 400x
cocoides
Posible género Planktohrix sp

Cédigo | 0018
Caracteristicas

Forma Filamentosa

Célula Cilindrica

Color Verde oliva

Tamafio 1010.20 — 1530.34

um
Observaciones Presenta

constricciones

Posible género

Pseudanabaena sp

Fotografia
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Apéndice 8. Fichas de concentracion de metales y porcentaje de biosorcion

Ficha del control

CONTROL
Metal Dia Concentracion (mg/L) Porcentaje de
*Incertidumbre biosorcion
0 0.1786 + 0.041 Concentracion inicial
) 4 0.1571+0.013 12.03%
NIQUEL 8 0.2016+0.046 -12.88%
20 0.1952 + 0.045 -9.29%
30 0.1793+0.041 -0.39%
0 0.15617 £ 0.039 Concentracion inicial
4 0.15066+0.013 3.52%
COBRE 8 0.18623+0.047 -19.25%
20 0.16679 + 0.042 -6.80%
30 0.15400+0.039 1.39%
0 1.2403 £ 0.12 Concentracion inicial
4 1.3215+0.042 -6.54%
ZINC 8 1.3254+0.13 -7.45%
20 1.3327 £0.13 -7.45%
30 1.1443+0.11 71.74%
0 0.01009 + 0.0011 Concentracion inicial
) 4 < 0.00010 99.00% aprox
ARSENICO 8 < 0.00010 99.00% aprox
20 < 0.00010 99.00% aprox
30 < 0.00010 99.00% aprox
0 0.0659 + 0.0059 Concentracion inicial
4 0.0687+0.0017 -4.25%
PLOMO 8 0.0628+0.0057 4.7%
20 0.0712 + 0.0064 -8.04%
30 0.0552+0.0050 16.23%
0 0.88318 + 0.062 Concentracion inicial
4 0.24908+0.017 71.79%
MANGANESO 8 0.71289+0.050 19.28%
20 0.76596 + 0.054 13.27%
30 0.61631+0.043 30.22%
0 0.0800 £ 0.0072 Concentracion inicial
4 0.0193+0.0017 75.88%
BARIO 8 0.0197+0.0018 75.38%
20 0.0221 + 0.0020 72.38%
30 0.0172+0.0015 78.5%
Ficha del replicado 1
REPLICADO 1
Metal Dia Concentracion (mg/L) Porcentaje de
+Incertidumbre biosorcion
0 0.1957 +0.045 Concentracion inicial
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4 0.1993+0.046 -1.84%
NIQUEL 8 0.1815+0.042 7.26%
20 0.1744+0.040 10.88%
30 0.1708+0.039 12.72%
0 0.16628+0.042 Concentracion inicial
4 0.05716+0.014 65.62%
COBRE 8 0.05752+0.014 65.41%
20 0.06033+0.015 63.72%
30 0.05733+0.014 65.52%
0 1.3070+0.13 Concentracioén inicial
4 1.1175+0.11 14.50%
ZINC 8 1.1068+0.11 15.32%
20 0.3910+0.039 70.08%
30 0.2848+0.029 78.21%
0 <0.00010 Concentracion inicial
) 4 0.01680+0.0019 -16.70%
ARSENICO 8 0.01619+0.0018 -16.09%
20 0.03461+0.0038 -34.510%
30 0.02782+0.0031 -27.72%
0 0.0629+0.0057 Concentracioén inicial
4 0.0543+0.0049 13.67%
PLOMO 8 0.0473+0.0043 24.80%
20 0.0268+0.0024 57.39%
30 0.0136+0.0012 78.38 %
0 0.68120+0.048 Concentracioén inicial
4 5.60535+0.39 -722.86%
MANGANESO 8 7.64401+0.53 -1022.14%
20 8.78494+0.61 -1189.63%
30 12.14627+0.85 -1683.07%
0 0.0180+0.0016 Concentracioén inicial
4 0.3255+0.029 -1708.33%
BARIO 8 0.2779+0.025 -1443.89%
20 0.3576+0.032 -1886.67%
30 1.3208+0.12 -7237.78%
Ficha del replicado 2
REPLICADO 2
Metal Dia Concentracion (mg/L) Porcentaje de
+Incertidumbre biosorcion
0 0.2429 + 0.056 Concentracion inicial
4 0.1725+0.040 28.98%
NIQUEL 8 0.1779 + 0.041 26.76%
20 0.1705+0.039 29.81%
30 0.1669+0.038 31.29%
0 0.20857 + 0.052 Concentracion inicial
4 0.09276 + 0.023 55.52%

63



COBRE 8 0.04764+0.012 77.16%
20 0.05732+0.014 72.5%
30 0.01930+0.0048 90.75%
0 1.7242+0.17 Concentracion inicial
4 1.0191+0.10 40.89%
ZINC 8 0.8380+0.084 51.40%
20 0.6043+0.060 64.95%
30 0.3720+0.037 78.42%
0 < 0.00010 Concentracion inicial
4 0.01587+0.0018 -15.77%
ARSENICO 8 0.01895+0.0021 -18.85%
20 0.03415+0.0038 -34.05%
30 0.03513+0.0039 -35.03%
0 0.0860+0.0077 Concentracion inicial
4 0.0696+0.0063 19.07%
PLOMO 8 0.0324+0.0029 62.33%
20 0.0207+0.0019 75.93%
30 0.0150+0.0014 82.56%
0 0.69536+0.049 Concentracion inicial
4 9.06616+0.63 -1203.80%
MANGANESO 8 10.15910+0.71 -1369.98%
20 11.74989+0.82 -1589.76%
30 20.15205+1.41 -2798.07%
0 0.0162+0.0015 Concentracion inicial
4 0.3133+0.028 - 1833.95%
BARIO 8 0.2294+0.21 -1316.05%
20 0.4318+0.039 -2565.43%
30 1.8763+0.17 -11482.10%
Ficha del replicado 3
REPLICADO 3
Metal Dia Concentracion (mg/L) Porcentaje de
+Incertidumbre biosorcion
0 0.1767+0.041 Concentracion inicial
) 4 0.1865+0.043 -5.55%
NIQUEL 8 0.1725+0.040 2.38%
20 0.1457+0.034 17.54%
30 0.1338+0.031 24.28%
0 0.15013+0.038 Concentracion inicial
4 0.04491+0.011 70.09%
COBRE 8 0.05800+0.015 61.37%
20 0.03224+0.0081 78.52%
30 0.03150+0.0079 79.02%
0 1.1115+0.11 Concentracion inicial
4 1.0697+0.11 4.06%
ZINC 8 0.8975+0.090 19.25%
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20 0.3179+0.032 71.40%
30 0.2876+0.029 74.12%
0 0.02446+0.0027 Concentracion inicial
) 4 0.01757+0.0019 28.17%
ARSENICO 8 0.02028+0.0022 17.09%
20 0.02948+0.0032 -20.52%
30 0.02377+0.0026 2.03%
0 0.0446+0.0040 Concentracion inicial
4 0.0449+0.0040 0.00%
PLOMO 8 0.0339+0.0031 23.99%
20 0.0095+0.00090 78.70%
30 0.0070+0.00060 84.30%
0 0.63274+0.044 Concentracion inicial
4 9.15070+0.64 -1346.20%
MANGANESO 8 9.90616+0.69 -1465.60%
20 8.96859+0.63 -1317.42%
30 10.55718+0.74 -1568.49%
0 0.0064+0.00060 Concentracion inicial
4 0.4605+0.041 -7095.31%
BARIO 8 0.3695+0.033 -5673.44%
20 0.3368+0.030 -5162.5%
30 1.0470+0.094 -16259.38%

Apéndice 9. Curva de calibracion y ecuacién de la recta de polisacaridos
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Apéndice 10. Curva de calibracion y ecuacion de la recta de acetilos

Curva de calibracion acetilos
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Apéndice 11. Curva de calibracion y ecuacién de la recta de sulfatos

Curva de calibracion de sulfatos
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Apéndice 12. Curva de calibracion y ecuacion de la recta de fosfatos

Curva de calibracion de fosfatos
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Apéndice 13. Andlisis estadisticos
Pruebas de normalidad y prueba T para muestras independientes entre el
promedio de los replicados y control de niquel.
Pruebas de normalidad
Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
Grupo Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Porcentaje Control ,226 4 . ,937 4 ,634
Promedio 217 4 . ,956 4 ,756

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Prueba T
Estadisticas de grupo
Desv. Desv. Error
Grupo N Media Desviacién promedio
Porcentaje Control 4 -2,6325 11,09581 5,54791
Promedio 4 15,3750 7,02804 3,51402
Prueba de muestras independientes
Prusha de Levens de igualdad
de varianzas pruehatparalaigualdad de medias
_ _ 95% de intzrvalo de confianza
. . Diferencia de de la diferencia
Diferencia de error
F Sig. t al Sig. (hilateral) medias estandar Inferior Superiar
Porcentajg  Se asumen varianzas 891 382 -2,742 [ 034 -18,00750 6,56716 -34,07677 -1,93823
iguales
Mo se asumen varianzas -2,742 5073 040 -18,00750 6,56716 -34,81571 -1,19929
iguales
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Pruebas de normalidad y prueba T para muestras independientes entre el
promedio de los replicados y control de cobre.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupo Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Porcentaje Control ,241 4 . ,906 4 ,462
Promedio A77 4 . ,985 4 ,932

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Prueba T
Estadisticas de grupo
Desv. Desv. Error
Grupo N Media Desviacion promedio
Porcentaje Control 4 -5,2850 10,31827 5,15914
Promedio 4 70,4325 6,22043 3,11021
Prueba de muestras independientes
Prueba de Levene de igualdad
de varianzas pruebatparala igualdad de medias
Diferencia de
Diferencia de error
F Sig. t al Sig. (bilateral) medias estandar Inferior Superior
Forcentaje S asumen varianzas 1,073 340 -12,568 6 000 7571750 6,02413 -90,45801 -60,07699
iguales
Mo se asumen varianzas -12,569 4528 000 -75,71750 6,02413 -91,27306 -6016194

iguales

Pruebas de normalidad y pruebaU de Mann - Whitney para muestras
independientes entre el promedio de los replicados y control de zinc.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov@ Shapiro-Wilk
Grupo Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Porcentaje Control 412 4 . ,673 4 ,005
Promedio ,261 4 . ,866 4 ,281

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Resumen de prueba de hipitesis

Hipdtesiz nula Prueba Sig. Decizidn

rueba Ll de

ann-urhitney g1
para muestras '
independientas

Rechazar la
hipatesis
nula.

La distribucidn de Porcentaje es |
1 mizma entre laz categorias de
Grupa.

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacion es de 0

'%e muestra la significacion exacta para esta prueba.
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Pruebas de normalidad y prueba T para muestras independientes entre el

promedio de los replicados y control de arsénico.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov?@ Shapiro-Wilk
Grupo Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Porcentaje Control . 4 4
Promedio ,240 4 ,936 4 ,632
a. Correccion de significacion de Lilliefors
Estadisticas de grupo
Desv. Desv. Error
Grupo N Media Desviacion promedio
Porcentaje Control 4 2,1600 10,79421 5,39710
Promedio 4 50,0925 32,30721 16,15360
Prueba de muestras independientes
Prueba de Levene de igualdad
de varianzas prughatparalaigualdad de medias
95% de intervalo de confianza
) _ Diferencia de de la diferencia
Diferencia de Error
F Sig t al Sig. ibilateral) medias estandar Inferior Superior
Porcentaje  Se asumenvarianzas 7,892 ,030 -2.814 [ 03 -47 93250 17,03137 -B9.BO6TT -6,25823
iguales
Mo se asumen varianzas -2,814 3,662 053 -47.93250 17,03137 -96,99392 1,12882
iguales

Pruebas de normalidad y prueba T para muestras independientes entre el

promedio de los replicados y control de plomo.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupo Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Porcentaje Control ,267 4 ,891 4 ,390
Promedio ,238 4 ,941 4 ,660
a. Correccion de significacion de Lilliefors
Prueba T
Estadisticas de grupo
Desv. Desv. Error
Grupo N Media Desviacion promedio
Prueba de muestras independientes
Frueba de Levene de igualdad
devarianzas prugbatparalaigualdad de medias
95% de intervalo de confianza
) . Diferencia de de la diferencia
Diferencia de error
F Sig t al Sig. (bilateral) medias estandar Inferior Superior
Porcentaje  Se asumen varianzas 12043 013 -3,053 [ 022 -50,43250 1651871 -40,85232 -10,01268
iguales
No Se asumen varianzas -3,083 3,274 049 -50,43250 16,51871 -100,60123 - 26377
iguales
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Porcentaje Control 4 -,3400 6,90759 3,45380
Promedio 4 50,0925 32,30721 16,15360

Pruebas de normalidad y prueba T para muestras independientes entre el
promedio de los replicados y control de manganeso.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov?@ Shapiro-Wilk
Grupo Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Porcentaje Control ,302 4 . ,846 4 214
Promedio ,323 4 . ,872 4 ,306

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Estadisticas de grupo

Desv. Desv. Error
Grupo N Media Desviacion promedio
Porcentaje Control 4 33,6400 26,38349 13,19174
Promedio 4 -1439,7750 401,50902 200,75451

Prueba de muestras independientes

Prueha de Levene de igualdad
de varianzas pruebatpara laigualdad de medias
. » 95% de intzrvalo de confianza
) ) Diferencia de de la diferencia
Diferencia de error
F Sig. t al Sig. (hilateral) medias estandar Inferior Superior

Forcentaje  Se asumen varianzas 5,747 053 7,324 & 000 1473,41500 20116746 981,12701 1965,70299

iguales

Mo se asumen varianzas 7,324 3,026 005 147341500 201,18746 83623673 211059327

iguales

Pruebas de normalidad y prueba U de Mann - Whitney para muestras
independientes entre el promedio de los replicados y control de bario.

Pruebas de normalidad

Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
Grupo Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.
Porcentaje Control ,225 4 . ,974 4 ,866
Promedio 411 4 . ,696 4 ,011

a. Correccion de significacion de Lilliefors

Resumen de prueba de hipitesis

Hipdtesi= nula Frusba Sig. Decisian

rueba U de

ann-rhitn ey g
para muestras '
independientes

Rechazarla
hipotesis
nula.

La distribucion de Porcentaje es|
1 misma entra las categonas de
Grupo.

Se muestran significaciones asintdticas. El nivel de significacion es de 0

'Se muestra la significacion exacta para esta prueba.
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ANEXOS

Anexo 1. Lugar de muestreo
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L 20m , Camara: 2,796 m  7°09'45"S 78°27'52"W 2,659 m

Fuente: Google Earth

Anexo 2. Composicidén quimica de aguas de las fuentes termales del Complejo
Turistico Bafios del Inca — Cajamarca.

Elemento Resultado Incertidumbre Unidad
Plata Total 0.004110 + 0.000617 mg/L
Aluminio Total 489.573 + 44.062 mg/L
Arsénico Total  0.40425 + 0.04447 mg/L
Boro Total 0.489 + 0.059 mg/L
Bario Total 2.6040 + 0.2344 mg/L
Berilio Total 0.02791 + 0.00586 mg/L
Bismuto Total  0.00499 + 0.00105 mg/L
Calcio Total 186.657 + 18.666 mg/L
Cadmio Total  0.00427 + 0.00098 mg/L
Cerio Total 0.73706 + 0.05978 mg/L
Cobalto Total  0.21840 + 0.01966 mg/L
Cromo Total 0.3569 + 0.0892 mg/L
Cesio Total 0.8155 + 0.2039 mg/L
Cobre Total 3.14875 + 0.78719 mg/L
Hierro Total 595.1781 + 47.6142 mg/L
Galio Total 0.13669 + 0.01107 mg/L
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Germanio <0.0006 mg/L
Total

Mercurio Total 0.06481 + 0.01815 mg/L
Potasio Total 26.87 + 215 mg/L
Lutecio Total 0.00336 + 0.00094 mg/L
Magnesio Total 63.994 + 7.679 mg/L
Manganeso 11.62643 + 0.81385 mg/L
Total

Molibdeno 0.00559 + 0.00129 mg/L
Total

Sodio Total 73.395 + 8.073 mg/L
Niobio Total <0.0015 mg/L
Niquel Total 0.2599 + 0.0598 mg/L
Fosforo Total ~ 9.959 + 2789 mg/L
Plomo Total 0.3843 + 0.0346 mg/L
Rubidio Total  0.7715 + 0.0772 mg/L
Antimonio 0.47260 + 0.13233 mg/L
Total

Selenio Total 0.0060 + 0.0014 mg/L
Silicio Total 33.09 + 3.97 mg/L
Silice Total 70.80 + 850 mg/L
Titanio Total 0.3219 + 0.0418 mg/L
Talio Total 0.04828 + 0.01110 mg/L
Uranio Total 0.016001 + 0.003360 mg/L
Zinc Total 2.4590 + 0.2459 mg/L
Zirconio Total  0.07580 + 0.01743 mg/L

Anexo 3. Composicidn de reactivos para la caracterizacion de EPS.

Reactivo

Composicion

Reactivo de acetilos

(McComb y McCready, 1957)

Solucion 1:1 de clorhidrato de
hidroxilamina 2 M con NaOH 3.5M,
posteriormente se agregaron 0.25 mL de
HCI al 24.6% y 0.25 mL de FeCls
hexahidrato 0.185 M en HCI 0.1 M

Reactivo de fosfatos

(Berenblum y Chain, 1938)

25 mL de heptamolibdato amonico 0.04
M, 6.25 mL de acido ascorbico 0.1 My
6.25 mL de HNO3 al 56%

Reactivo de

(Severiche y Gonzélez, 2012)

6 mL de HCI al 37%, 20 mL de
isopropanol puro, 15 g de NaCl, 10 mL de
glicerol y agua destilada 100 mL

72



