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GLOSARIO

Arsénico

El arsénico (As) es un elemento quimico natural que pertenece al grupo de los metaloides
o semimetales, con numero atdmico 33. Se encuentra distribuido a nivel de la corteza
terrestre en rocas, suelo y minerales. Es altamente toxico para los seres vivos,
principalmente en sus formas inorganicas (arsenito y arseniato), pero también se

encuentran en sus formas organicas menos toxicas. (Darma et al., 2021).

Biomineralizacion

Es un proceso natural donde los organismos vivos producen materiales inorgéanicos
mediante la actividad bioldgica. Es decir, la formacion de fases minerales catalizada por
microorganimos e implica reacciones redox para la conservacion de energia, vias de
desintoxicaciéon y la produccion de metabolitos extracelulares que promueven la

precipitacion mineral (Darma et al., 2021; Rios-Valenciana y Celis, 2025).

Consorcios microbianos sulfidogénicos

Los consorcios microbianos, estan compuestos por diferentes especies de bacterias las
cuales realizan distintos procesos de reduccion de sulfato a sulfuros, permitiéndoles
utilizar diferentes sustratos organicos y crear una red compleja y coordinada de

interacciones microbianas. (Frederico et al., 2022).
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Drenaje acido de mina (DAM)

El DAM se caracterizan por su pH acido (~4.00), altas concentraciones de sulfatos y
metales/metaloides. Son aguas residuales altamente acidas que se forman como resultado
de una reaccidon quimica compleja entre el agua y los minerales sulfurosos presentes en
las rocas y escombros mineros. (Chai et al., 2023). El DAM es altamente toxico para la
vida acuética y pueden contaminar cursos de agua superficiales y acuiferos subterraneos,

afectando negativamente el ecosistema (Burton et al., 2021).

Microcosmos

Es un sistema o mundo a pequefia escala que encapsula y refleja las caracteristicas,
interacciones y complejidad de un sistema mucho mas grande. Especificamente en
ecologia, es un sistema experimental artificial y controlado que simula las condiciones y
procesos de un ecosistema natural, permitiendo estudiar la actividad y el comportamiento

de los microorganismos involucrados (Valdez-Nuiiez et al., 2022).
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RESUMEN

El arsénico (As) es un metaloide altamente toxico especialmente en su estado de
oxidacion II1. Su presencia en el agua se debe a procesos de oxidacidon quimica o bioldgica
de minerales tales como arsenopirita (FeAsS), rejalgar (AssS4), oropimente (As2S3), entre
otros. Actividades antropogénicas como la mineria incrementan la disponibilidad de este
metaloide representando un alto riesgo para los ecosistemas y la salud humana debido a
su toxicidad. En este estudio se evalud la biomineralizaciéon de As (III) a pH acido
empleando un consorcio microbiano sulfidogénico (CMS) acidofilo obtenido de
sedimentos de drenaje 4cido de mina (DAM) de un tiinel minero ubicado en Hualgayoc-
Cajamarca. Los sedimentos de DAM fueron inoculados en microcosmos para la
obtencién de CMS acidéfilos empleando acetato y glicerol (5 mM) como fuentes de
carbono/donadores de electrones a pH 3.50. También se agregdé madera (2-5 mm)
recolectada del mismo tunel minero y se empleé como soporte para el desarrollo de los
CMS. Se evalud la concentracion maxima tolerada (CMT) de As (III) de los CMS
obtenidos empleando distintas concentraciones (0.20, 0.80, 3.20 y 12.80 mM).
Finalmente, se llevo a cabo la biomineralizacion empleando la CMT de As III (0.80 mM)
a pH 3.50 empleando el CMS, glicerol (5 mM) como donador de electrones y madera
como soporte por un periodo de 91 dias. Los resultados evidenciaron una evolucion
favorable del pH y ORP al final del experimento (pH: 5.97 + 0.05, ORP: -255.47 + 13.00
mV). Se detectd la produccion de sulfuros a partir del dia 15 obteniendo hasta 3.72 + 0.22
mM. También, se observo la presencia de precipitados amarillos, potencialmente sulfuros
de As (IIT) (p.e., oropimente, rejalgar). Al final del experimento se logrd biomineralizar
0.77 £ 0.005 mM de As (III) (96%). Esta investigacion aporta una alternativa
biotecnoldgica basada en los recursos bioldgicos de la region Cajamarca para la remocion

de As en aguas residuales de la industria minera.

Palabras clave: Biomineralizacioén, arsénico, consorcio microbiano sulfidogénico,

drenaje acido de mina, madera.
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ABSTRACT

Arsenic (As) is a highly toxic metalloid, particularly in its oxidation state III. Its presence
in water is due to chemical or biological oxidation processes of minerals such as
arsenopyrite (FeAsS), realgar (AssS4), orpiment (As2Ss), among others. Anthropogenic
activities such as mining increase the availability of this metalloid, posing a high risk to
ecosystems and human health due to its toxicity. In this study, the biomineralization of
As(IIT) at acidic pH was evaluated using an acidophilic sulfidogenic microbial consortium
(SMC) obtained from acid mine drainage (AMD) sediments from a mining tunnel located
in Hualgayoc—Cajamarca. The AMD sediments were inoculated in microcosms to obtain
acidophilic SMCs using acetate and glycerol (5 mM) as carbon sources and electron
donors at pH 3.50. Wood fragments (2—5 mm) collected from the same mining tunnel
were also added and used as support material for SMC development. The maximum
tolerated concentration (MTC) of As(IIl) of the obtained SMCs was evaluated using
different concentrations (0.20, 0.80, 3.20, and 12.80 mM). Finally, biomineralization was
carried out using the MTC of As(III) (0.80 mM) at pH 3.50, with the SMC, glycerol (5
mM) as the electron donor, and wood as support for a period of 91 days. The results
showed a favorable evolution of pH and ORP at the end of the experiment (pH: 5.97 +
0.05; ORP: —255.47 + 13.00 mV). Sulfide production was detected from day 15, reaching
up to 3.72 + 0.22 mM. Yellow precipitates, potentially As(IIl) sulfides (e.g., orpiment,
realgar), were also observed. By the end of the experiment, 0.77 + 0.005 mM of As(III)
(96%) was successfully biomineralized. This research provides a biotechnological
alternative based on the biological resources of the Cajamarca region for arsenic removal

from mining industry wastewater.

Keywords: Biomineralization, arsenic, sulfidogenic microbial consortium, acid mine

drainage, wood.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

El arsénico (As) es un metaloide el cual es liberado al ambiente debido a la oxidaciéon
quimica o biologica de minerales como la arsenopirita (FeAsS), el rejalgar (Ass4S4), y el
oropimente (As>S3). Los estados de oxidacion de este metaloide son -3, 0, +5 y +3 siendo
este ultimo el mas abundante y toxico (Sevak y Pushkar, 2024). Debido a su toxicidad, su
liberacion de As al ambiente representa una gran preocupacion debido a su alta movilidad
en agua y sedimentos afectando a la flora, fauna y la salud humana (Le Pape et al., 2017).
Su presencia también se relaciona con la inactivacion de enzimas involucradas en la
fotosintesis y la alteracion de las caracteristicas del suelo y la estructura de las
comunidades microbianas (Cruzado-Tafur et al., 2021). Ademads, genera problemas
respiratorios, nerviosos y vasculares e incluso al desarrollo de diferentes tipos de cancer
en humanos (Obando, 2020; OMS, 2022). La contaminacion por As continda siendo un
problema constante en nuestro entorno y a nivel global, la cual podria aumentar debido
al incremento de actividades extractivas tales como la mineria y la falta de tratamiento

para mitigar la contaminacion (MINEM, 2022).

La remocion de As (III) en el agua se realiza mediante métodos quimicos en donde la
adicion de cal (Ca0O), sulfato de calcio (CaSQOs), hidroxido de sodio (NaOH), bentonita
(Si03-H20), o azufre elemental (S°) reaccionan con este metaloide formando compuestos
insolubles a pH circumneutrales tales como arsenatos de calcio (Caz(AsOa4)2) y sulfuros
de arsénico (As2S3, AssSs) (Ramos, 2022). No obstante, este tipo de tratamientos implica
un alto costo por los reactivos quimicos empleados (Cruzado-Tafur et al., 2021). Ademas,
este tratamiento tiene un impacto negativo en el ambiente, ya que generan grandes

1



volumenes de lodos los cuales contienen elevadas concentraciones de hidroxidos y
sulfatos metalicos, muchas veces susceptibles a nuevos procesos de oxidacion, lo que
podria liberar nuevamente el As al ambiente. Asimismo, la formacion de complejos
coloidales de As es una limitante debido al pequeiio tamano de las particulas, lo que
dificulta su separacion por métodos convencionales como la sedimentacion o la filtracion
(Pozo et al., 2017; Battaglia-Brunet et al., 2024). Todo esto reduce la eficiencia del
tratamiento y puede favorecer la presencia de As en el efluente tratado. Estos factores
demuestran que los tratamientos quimicos presentan limitaciones econdémicas, operativas
y ambientales, lo que impulsa la busqueda de alternativas mas sostenibles y eficaces,

como los tratamientos biologicos (Cosmidis y Benzerara, 2022).

Los tratamientos bioldgicos se basan en la capacidad natural de los microorganismos para
transformar, inmovilizar, remover o eliminar compuestos toxicos del ambiente mediante
su metabolismo (Pozo et al., 2017; Burton et al., 2021). La inmovilizacion y posterior
remocion de As puede lograrse a través de un proceso denominado biomineralizacion, ya
sea de forma controlada en donde los microorganismos regulan de forma intencional la
formacion y la ubicacion del mineral, o inducida, donde la precipitacion ocurre como
resultado indirecto de su metabolismo (produccion de sulfuros) (Cosmidis y Benzerara,
2022). Dentro de los grupos microbianos involucrados en la biomineralizacién de As se
encuentra las bacterias sulfato reductoras (BSR), las cuales al producir sulfuros precipitan
As en formas insolubles tales como oropimente (As2S3) y rejalgar (As4S4) La remocion
de As mediante su biomineralizacién podria ser una alternativa dptima pues suele ser

eficiente y sostenible (RiosValencia et al., 2017).



En ese sentido, el objetivo del presente trabajo fue biomineralizar As a pH écido (3.50)
empleando un consorcio microbiano sulfidogénico (CMS) obtenido de sedimentos de un
drenaje acido de mina (DAM) de un tinel minero ubicado en Hualgayoc-Cajamarca. Para
ello se obtuvo los CMS mediante enriquecimientos donde se empled sedimentos de DAM
como in6culo, asi como acetato y glicerol como fuentes de carbono y donadores de
electrones. También se agregd madera de 2 a 5 mm de didmetro como soporte que
también fue recolectada del mismo tinel. Se determiné la concentracion maxima tolerada
(CMT) de As (IIT) de los CMS obtenidos usando 4 concentraciones (0.20, 0.80, 3.20 y
12.80 mM) de arsenito de sodio (NaAsO.). Por tltimo, se realizo la biomineralizacion As
(III) a pH de 3.50 empleando el CMS, la CMT de As (III) (0.80 mM), y glicerol como
fuente de carbono/donador de electrones. Los resultados obtenidos brindan informacion
robusta sobre el empleo de consorcios microbianos para la remocion de As (III) a través
de la biomineralizacion, lo que puede sentar nuevas bases para futuras investigaciones

relacionadas al tratamiento bioldgico de aguas residuales de la industria minera.



CAPITULO 11

MARCO TEORICO

2.1. Antecedentes de la investigacion

En el estudio realizado por Rios-Valenciana y Celi en 2025, en México, se abordo el
problema de la contaminacion por As (V) en aguas subterraneas, evaluando la capacidad
de consorcios bacterianos autoctonos, aislados de sedimentos contaminados, para inducir
la bioprecipitacion de sulfuros de As en condiciones sintéticas. Promoviendo la accién
conjunta de bacterias reductoras de As y sulfato. Empleando técnicas de microscopia y
caracterizacion estructural, se comprobo la formacion de nanofibras de sulfuros de As,
estructuras cristalinas insolubles que permitieron retener eficazmente el As en fase sélida.
Los resultados demostraron que los microorganismos nativos poseen un alto potencial
para remover hasta el 96% de As mediante la bioprecipitacion, sin necesidad de
inoculacion externa, proponiendo una alternativa sostenible a los tratamientos
convencionales (Rios-Valenciana y Celi 2025). Sin embargo, el estudio no abord6 la
aplicacion a escala piloto ni la estabilidad a largo plazo de los precipitados en condiciones

reales.

Un estudio realizando en Francia por Battaglia-Brunet y col., en el 2024, exploraron el
uso de bioprocesos sulfidogénicos basados en procariontes reductores de sulfato (SRP)
para tratar aguas acidas de mina, removiendo selectivamente As (III) y otros metales
disueltos, mientras se genera agua limpia. Se empleo biorreactores (batch continuos)
disefiados para diferentes tipos de aguas mineras acidas, donde se seleccionaron
comunidades microbianas adaptadas al pH acido y disponibilidad de donadores de

electrones de bajo costo (hidrogeno, etanol, glicerol, entre otros). Se emplearon
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estrategias de precipitacion selectiva de sulfuros de As (oropimente y rejalgar), tanto
dentro como fuera del biorreactor mediante la recuperacion de sulfuro de hidrogeno
biogénico. Los resultados mostraron una confiabilidad para precipitar el As como sulfuros
y su dependencia del pH (4.50) del agua del drenaje, logrando retirar hasta el 99% de As

mediante precipitacion de arsenosulfuros (Battaglia-Brunet et al., 2024).

El estudio realizado por Li y col. en el 2024, en China, investigd la respuesta diferencial
de un CMS frente al estrés por As (III) bajo condiciones anaerobias y aerobias, con el
objetivo de comprender sus estrategias de adaptacion y su capacidad para inmovilizar el
metaloide en distintos ambientes. E1 CMS, denominado SRBI1, fue sometido a ensayos
comparativos en ambas condiciones, evaluando la eficiencia de la sulfato reduccion, la
formacion de minerales de sulfuro de As y los cambios en la comunidad microbiana.
Aplicaron técnicas analiticas como SEM, XRD y XPS para caracterizar los precipitados,
y analizaron la produccion de exopolisacaridos (EPS) y la actividad antioxidante. Los
resultados mostraron que bajo condiciones anaerobias se alcanz6 una mayor eficiencia de
reduccion de sulfato (66,72 %) en comparacion con las condiciones aerobias (47,37 %),
y se generaron minerales como AsS y AssS4 en ambos casos. Ademas, en ambientes con
oxigeno, las bacterias activaron mecanismos de defensa adicionales como los EPS con
grupos funcionales reactivos y enzimas antioxidantes (como la superoxido dismutasa) (L1
et al., 2024). Este trabajo es relevante porque evidencia como los microorganimos pueden
modificar sus rutas metabolicas y la composicion del consorcio microbiano para

adaptarse al estrés por As segun la disponibilidad de oxigeno.

En el afio 2023, en Francia, utilizaron las BSR para reducir sulfato, metales y/o metaloides

como el arsénico (As) en condiciones anaerdbicas. Donde se necesito tres biorreactores a
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escala de laboratorio para tratar agua acida de mina con alta concentracién de As (III).
Cada biorreactor contenia una mezcla de sedimento, fuente de carbono y un suministro
de agua de mina 4cida, manteniéndola a 30°C durante un periodo de 4 meses. Al final del
tratamiento se logroé observar una reduccion de 98% para el sulfato y una remociéon de
99,3% para el As (III) (Laroche et al., 2023). La biorremediacion emplea
microorganismos naturales y autdctonos para remover contaminantes tales como el As

(IIT), minimizando el impacto ambiental relacionado a los DAM.

En Cajamarca, se investigd sobre la composicion de la comunidad microbiana en tres
tuneles mineros diferentes en la provincia de Hualgayoc. Asi también, se evalu6 la
actividad metabolica de BSR acidofilas. Para ello se crearon microcosmos y se les
administro por separado diferentes donadores de electrones como el acetato, lactato,
glicerol e hidrogeno. También, se evalud la reduccion de sulfato a pH bajo de 3.40. En
los resultados, el hidrogeno fue el donador mas favorable en la reduccion de sulfato y
produccion de sulfuros. Mientras que el pH aumenté en 2 unidades y la diversidad
microbiana fue baja. Sin embargo, se lograron registrar a BSR como Desulfosporosinus
y Desulfovibrio (Valdez-Nufiez et al., 2022). Los hallazgos respaldan que consorcios
microbianos nativos acidofilos, aunque escasos en abundancia, pueden ser
metabolicamente activos en condiciones acidas y, si se seleccionan y estimulan
adecuadamente (glicerol), pueden potenciar procesos de biomineralizacion de

metales/metaloides como el As.

Por otro lado, en el 2017, Le Pape y Cols., tuvieron como objetivo estudiar la posible
eliminacion total de arsénico (As) y zinc (Zn) disueltos en los DAM en Francia. Para ello,

utilizaron BSR autdctonas, empleando la técnica de bioestimulacion, que consiste en la



adicion de nutrientes y/o donadores de electrones a los sedimentos, fomentando el
crecimiento y actividad microbiana. Sin embargo, también se utiliz6 el glicerol como
fuente de carbono y donador de electrones, bajo condiciones anaerobias y pH éacido (4.0
- 4.5). Los experimentos se realizaron en sistema batch durante 94 dias, logrando una
eliminacidon préacticamente completa tanto de As como de Zn sin la necesidad de
neutralizar el medio. El mecanismo principal de remocién estuvo asociado a la
produccion de sulfuro de hidrégeno biogénico por las BSR, el cual reaccion6 con el As
disuelto, favoreciendo su inmovilizacion mediante la precipitacion de sulfuros de

arsénico, principalmente oropimente (As:S3) y rejalgar (AsS) (Le Pape et al., 2017).

En el 2017, en México, se realizo un estudio a través de microcosmos; donde se evaluo
la capacidad de los microorganismos presentes en los sedimentos para remover el As y el
sulfato. Para ello, se empled un sistema hidraulico anaerobio. Se obtuvo como resultados
que el consorcio microbiano es capaz de reducir el As y el sulfato en sulfuro de As, como
el oropimente (As2S3) y rejalgar (AsS). Se aprecido que hubo reduccion del As (V) y
sulfato. También se realizO un andlisis molecular para determinar la diversidad
microbiana presentes en los sedimentos. Se identific6 especies de los géneros
Desulfobacterium, Desulfosporosinus y Desulfovibrio (Rios-Valencia et al., 2017). Este
hallazgo respalda el enfoque de esta investigacion, al emplear un consorcio CMS para la
remocion de As (III) a pH (3.50), lo que sugiere que la biomineralizacion mediada por
BSR puede ser una estrategia efectiva de biorremediacion en ambientes con condiciones

extremas.



2.2. Bases teoricas

2.2.1. Bacterias sulfato reductoras

Las bacterias sulfato reductoras (SRB, por sus siglas en inglés) contienen distintos grupos
taxondmicos, entre los cuales destaca la subdivision o-proteobacteria, que agrupa a SRB
mesofilas gram-negativas. Este grupo es especialmente relevante en ambientes acidos, ya
que muchas de estas bacterias pueden desarrollarse en condiciones de pH
extremadamente baja, tipicas de un sistema como los drenajes acidos de mina (DAM).
También existen SRB gram-positivas formadoras de esporas, que toleran temperaturas
mas altas que las mesofilas, aunque su papel en ambientes acidos no es tan destacado
(Xing, et al., 2023). Estas bacterias intervienen en el ciclo anaerdbico del carbono, y segiin
el tipo de metabolismo que posean se dividen en dos grupos, las que degradan compuestos
organicos de forma incompleta hasta acetato y las que degradan completamente los

compuestos organicos hasta didoxido de carbono (CO2) (Dong et al., 2023a).

Las BSR oxidantes completas tienen la capacidad de utilizar el acetato como sustrato y
usan dos vias para oxidarlo, un ciclo de &cido citrico modificado usada por Desulfobacter
postgatei 'y la via del acetilCoA, empleado por Desulfotomaculum. Por otro lado,
Desulfococcus sp, Desulfobacterium sp y Desulfobacca acetoxidans son capaces de usar
ambas vias (Kalia y Purohit, 2008). Otras especies, como Desulfotomaculum
auripigmentum, reduce el arseniato o As (V) y sulfato en un compuesto mineralizado
como el sulfuro de arsénico III (As2S3) (Alazard et al., 2010). Las bacterias similares a
Desulfobulbus sp. y a Desulfosporosinus (Figura 1), son capaces de reducir As V en
arsenito o arsénico III (As III) (Pozo et al., 2017). Los mecanismos de tolerancia a altas
concentraciones de metales pueden estar asociados a procesos de adsorcion superficial,

absorcion, reacciones de oxido-reduccidn, especiacion enzimadtica, respiracion celular,
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bioacumulacion, metilacion, biosintesis de proteinas, fijadoras de metales o polimeros

extracelulares, entre otros (Anantharaman et al., 2018).

2.2.2. Arqueas reductoras de sulfato

A diferencia de las bacterias, las arqueas sulfato reductoras (ASR) poseen una membrana
celular compuesta por éteres de glicerol en lugar de ésteres de glicerol, que le permite
vivir en ambientes extremos como fuentes termales, sedimentos marinos, chimeneas,
ambientes salinos, ambientes acidos, entre otros. También poseen una diversidad
metabolica mayor que las bacterias y pueden utilizar una amplia variedad de compuestos
organicos como fuente de carbono y energia. Ademas, tienen la capacidad de utilizar el
sulfato como aceptor de electrones y las enzimas para la sulfatorreduccion (Pfeifer et al.,
2021). Se sabe que las BSR y ASR comparten un metabolismo sulfidogénico y estan en
ambientes termales como aerobios dentro de consorcios microbianos sulfidogénicos. Las
arqueas mas relevantes con actividad sulfidogénica son Archaeoglobus profundus,

Archaeoglobus veneficus, Thermocladium modestius y Caldivirga maquilingensis

(Figura 1).

2.2.3. Consorcios microbianos sulfidogénicos

Es un grupo de microorganismos (bacterias y arqueas) que trabajan juntos, para
transformar compuestos toxicos o contaminantes en formas menos dafiinas. Su principal
caracteristica es la division del trabajo entre diferentes microorganismos o grupos
involucrados para realizar una biotransformacion bioquimica. (Bradley, Levitt y
Johnston, 2011). Los consorcios autdctonos o nativos (propios del lugar), recuperados en

los sitios contaminados, estdn formados por microorganismos nativos que poseen genes



diversos, que les permite adaptarse y metabolizar compuestos toxicos de manera eficiente

(Battaglia-Brunet et al., 2024). Donde, los cultivos mixtos también tengan la ventaja de

mantener una red metabdlica amplia, que incluye procesos como la fermentacion, la

oxidacién del carbono organico mediante diferentes aceptores de electrones y la

produccion de varios metabolitos. Todo esto hace que los CMS sean mas eficientes y

resistentes en comparacion con cultivos puros. Gracias a estas cualidades, los consorcios

microbianos son muy prometedores para tratar efluentes con alta carga contaminante,

como los DAM (Rios-Valencia et al., 2025).
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Figura 1. Arbol filogenético basado en secuencias casi completas de ARN ribosomal

16S(ARNr) de especies procariotas reductoras de sulfato descritas. La barra de escala

indica una diferencia de secuencia del 10 %. (Muyzer y Stams, 2008).
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2.2.4. Fisiologia de los CMS.
2.2.4.1. Reduccion no asimilatoria del sulfato.

La reduccion desasimilatoria del sulfato es un proceso esencial que impulsa el ciclo del
azufre en condiciones de temperatura fisioldgica. Si esta reduccion no ocurriera, la
dindmica del azufre se veria alterada, prevaleciendo la precipitacion y disolucion de
minerales de sulfato (Sim et al., 2023). Este proceso involucra cuatro enzimas; la sulfato
permeasa (SulP), la sulfato adenililtransferasa (Sat), la APS reductasa (Apr) y la sulfito
reductasa disimilatoria (Dsr) (Figura 2) (Steger et al., 2011; Sim et al., 2023). Estas
enzimas catalizan los pasos limitantes de la velocidad en el ciclo global del azufre y
confieren a las bacterias y arqueas la capacidad de crecer mediante la reduccion del sulfito

(Anantharaman et al., 2018).

Mk :H OmoABC

sﬁp 2e * AMP DsrAB s
* Dsr .

. ' ?\L de- ‘
é.‘ &R

coco

ATP & PP; H,S
sulfato permeasa (SulP) —— € QmoABC y DsrMKJOP > proteinas de membrana
ATP sulfurilasa (Atps) | € MK,;yMK, formas reducida vy oxidada de la menaquinona.

APS reductasa (Apr) §
sulfito reductasa disimilatoria (Dsr) .

Figura 2. Esquema de una célula procariota realizando la reduccion desasimilatoria del
sulfato. Metabolitos de azufre y enzimas en la ruta de reduccion de sulfato (Sim et al.,

2023) modificada.

Primero, se da la captacion del sulfato que posee carga negativa por simportacion con los

11



iones Na“ o H' (Leavitt et al., 2015). Segundo, dado que el sulfato es relativamente inerte
en condiciones fisiologicas, necesita ser activado a APS (adenosin fosfosulfato) antes de
poder ser reducido, esta activacion consume energia en forma de ATP (adenosin
trifosfato). Tercero, para reducir el APS a sulfito se usan dos electrones del complejo
QmoABC que se encuentra unido a la membrana (Sim et al., 2023). Cuarto, la respiracion
del sulfato se da con la reduccion de dos electrones (dadas por la enzima DsrAB). Quinto,
finalmente se genera la liberacion de H»S (sulfuro de hidrogeno). También se ha
demostrado que la reduccion de sulfito dado por DsrAB crea la forma trisulfuro de DsrC,
que se reduce mas a sulfuro y la forma tiol de DsrC mediante otro complejo de membrana

como el DsrtMKJOP (Dong et al., 2023b; Sim et al., 2023).

Un ejemplo de esto, es la dindmica enzimatica presente en las cepas de Desulfuvibrio. El
trabajo conjunto de estas cuatro enzimas convierte el sulfato en H»S (Christiane y
Cornelius, 2013). A continuacion, se presenta la ruta bioquimica de la sulfatorreduccion
(Rangel et al., 2015). En la activacion del sulfato se requiere 2 moléculas de ATP y la
enzima Atps. Esta reaccion requiere de la energia de la hidrdlisis del pirofosfato

inorganico (PPi) formado a ortofosfato (P1) por una pirofosfatasa (ecuaciéon 1y 2).
SO4% + ATP + 2 H" — APS + PPi AG®’ = 46 kl/mol ... (1)
PPi + H,O — 2 Pi AG®* =22 kJ/mol ... (2)

El par APS = HSO:s. (ion bisulfito) presenta un potencial redox de punto medio, donde su
estado de oxidacion (E.O) es de 60 mV y esta reduccion de dos electrones la realiza la

enzima APS reductasa (ecuacion 3).
APS + 2e-+ 2 H+ — HSO3- + AMP AG®°’ = 69 kJ/mol ... (3)

Finalmente, HSO3. se reduce a bisulfuro (HS) mas agua mediante la DsrAB, la
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participacion de la proteina pequefia DsrC y el complejo de membrana DstMKJOP o

simplemente DsrMK en algunos organismos (ecuacion 4) (Rabus et al., 2015).

HSOs3. +6 ¢+ 6 H" — HS + 3 H20 AG®’ = 172 kJ/mol ... (4)

2.2.5. Donadores y aceptores de electrones
2.2.5.1. Donadores de electrones

Son moléculas organicas e inorganicas que funcionan como sustrato y donador de
electrones al mismo tiempo, haciendo posible la sulfato reduccion. Entre los mas
utilizados se encuentran el hidrégeno, formiato, metanol, etanol, melaza, lactato, glicerol,
acetato, propionato, butirato, aziicar, hidrocarburos y residuos organicos. Cada uno de
estos tienen un efecto distinto en la cinética enzimatica de los microorganismos
sulfidogénicos. En ese sentido, en tratamientos a mayor escala, la eleccion de un donador
de electrones implica un analisis del costo, disponibilidad y eficiencia. Por lo que, se debe
considerar que la relacion estequiométrica teorica explica que 1 mol de sulfato se reduce
completamente utilizando 0.67 moles de un donador de electrones (Le Pape et al., 2017;

Laha et al., 2022).

A. Glicerol

Es un compuesto organico liquido, inodoro, incoloro y de sabor dulce, es un alcohol con
tres grupos hidroxilo ((OH) y altamente soluble en agua. Se ha utilizado como donador
de electrones en la reduccion del sulfato mediante la utilizacion de sistemas microbianos,
donde se emplea compuestos organicos para aumentar la produccion de sulfuro (S*) y la
precipitacion de metales. Su uso permite el crecimiento de MSR, siendo responsables de

la reduccion de sulfato a sulfuro (Le Pape et al., 2017; Laha et al., 2022).
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B. Acetato

Compuesto orgéanico formado por un dtomo de carbono, tres de hidrogeno y un grupo
funcional carboxilo (COOH). Es un liquido incoloro, inflamable con olor a vinagre,
soluble en agua, etanol y éter. Es muy comun que se encuentre en la naturaleza y puede
ser utilizado como donador de electrones en la reduccion de compuestos inorganicos
(Laha et al., 2022). Los microorganismos que utilizan el acetato como donador de
electrones son conocidos como bacterias acetatooxidadoras, las cuales pueden estar
presentes en una amplia variedad de ambientes como aguas residuales y de mineria. Dada
su abundancia y disponibilidad son ideales como donadores de electrones en procesos
biologicos (Le Pape et al.,, 2017; Laha et al., 2022). Asimismo, también puede ser

producidos por algunas bacterias a partir de la fermentacion de compuestos organicos.

2.2.5.2. Aceptores de electrones

Son sustancias quimicas o compuestos que aceptan electrones durante una reaccion de
transferencia de electrones. En el contexto de respiracion celular y la fermentacion, estos
cumplen un papel importante en el proceso de generacion de energia en las células. (Carty

y Ledesma, 2019).

A. Sulfato

El i6n sulfato (SO4*>") proviene del azufre que es un elemento muy comin en nuestro
planeta, representa ~ 2% de la masa terrestre y es el sexto mas abundante (Sevak y
Pushkar, 2024). Ademas, es uno de los principales contaminantes de los DAM,
contribuyendo a la acidificacion del agua y a la formacion de compuestos toxicos como

el acido sulfurico y el sulfato ferroso (Carty y Ledesma, 2019). En la superficie de la
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tierra, lo encontramos en muchas formas quimicas, desde el sulfuro (que tiene una carga
negativa de -II) hasta el sulfato (con una carga positiva de +VI). Esta versatilidad y su
presencia abundante lo hacen fundamental en procesos de reacciones redox. EI SO4* es
un compuesto muy importante en la obtencion de consorcios microbianos y tratamientos
de biorremediacién (Muyzer y Stams, 2008; Valdez-Nufiez et al., 2024) pues actiia como

aceptor final de electrones en microorganismos sulfidogénicos.

2.2.6. Tolerancia a los elementos toxicos

Es la capacidad que poseen los organismos para resistir y sobrevivir a contaminantes
organicos e inorganicos. Incluyen mecanismos como; la exclusion activa, regulacion de
la absorcion y transporte (Pisoschi y Pop, 2015; Kabiraj et al., 2022). Para minimizar la
entrada en sus células los microorganismos secuestran los metales y los almacenan en
compartimientos intracelulares como vacuolas o inclusiones citoplasmaticas
manteniendo bajos niveles de elementos toxicos en el citoplasma y protegiendo las
funciones celulares esenciales (Kabiraj et al., 2022). Ademas, estos microorganimos
activan el sistema de defensa antioxidante. De esta forma contrarrestan el estrés oxidativo
inducido por contaminantes. Por otro lado, ocurren adaptaciones genéticas, de forma
natural, dando lugar a mutaciones. Con las cuales los microorganimos adquieren una
mayor capacidad de desintoxicacion o tolerancia inducidas por la exposicion constante a
estos elementos (Clemens, 2006; Pisoschi y Pop, 2015). Destacando que esta tolerancia
varia entre diferentes especies, poblaciones, dependiendo de los factores ambientales y

las formas quimicas en la que estén presente los metales.
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2.2.6.1. Técnicas de estudio de las BSR
A. Técnicas dependientes de cultivo

Los microcosmos de sedimento son sistemas cerrados que simulan ambientes naturales
ricos en materia organica y nutrientes, disefiados para favorecer el crecimiento de
bacterias sulfidogénicas e inhibir organismos no deseados, permitiendo observar
indicadores como el ennegrecimiento del sedimento por produccién de sulfuros. Para
enriquecer estas comunidades microbianas se emplean distintas estrategias: el
enriquecimiento en serie, que consiste en transferencias sucesivas en medios frescos para
seleccionar microorganismos de interés; el enriquecimiento selectivo, que promueve
especificamente el desarrollo de ciertos microorganismos mediante condiciones que
inhiben a otros; el enriquecimiento por sustrato, donde se utiliza sulfato como fuente de
energia exclusiva para bacterias sulfidogénicas; y el enriquecimiento por condiciones
ambientales, que recrea condiciones extremas tipicas de drenajes acidos de mina (DAM)
(Burton et al., 2021), como bajo pH, presencia de metales y falta de oxigeno, para
favorecer el crecimiento y estudio de consorcios microbianos adaptados a estos entornos

extremos.

B. Técnicas de soporte en el cultivo de CMS

La inmovilizacion bacteriana se define como el reclutamiento fisico de los
microorganismos en una region especifica del espacio. En el cultivo de bacterias BSR es
importante debido a los desafios asociados con su metabolismo anaerébico y la necesidad
de altas concentraciones de biomasa activa. La inmovilizacion se clasifica en dos tipos:

pasiva o natural y activa o artificial (Pacheco, 2020).
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La inmovilizacion pasiva ocurre cuando las BSR forman biopeliculas (biofilms) y crecen
en la superficie o dentro de un material de soporte. Este tipo de inmovilizacion comprende
las técnicas de adsorcion (donde las BSR se adhieren a la superficie del material) y la
colonizacion de materiales porosos como las astillas de madera (Pacheco, 2020; Valdez-
Nuifiez et al., 2024). La aplicacion en BSR es una estrategia muy ventajosa, debido a que
la formacion de biofilms protege a las BSR del cizallamiento y estrés ambiental, y pueden
generar zonas andxicas que favorecen su metabolismo. Ademads, puede facilitar la
transferencia de metabolitos y electrones, optimizando la reduccion de sulfato (Li et al.,

2021).

Por otro lado, la inmovilizacion activa o artificial hace referencia al uso de agentes
quimicos o fisicos que inducen a la inmovilizacién (Tanmoy y LeFerve, 2024). Para las
BSR, puede ser util cuando se requiere una mayor densidad celular o una represion mayor
de la biomasa. Esta inmovilizacion incluye; la unidon covalente a superficies o
entrecruzamiento y el atrapamiento de microorganismos en geles de polimeros (Li et al.,
2021). La primera, es menos comun para las BSR a gran escala, pero es util en estudios
in vitro. La segunda, es una de las técnicas mas empleadas. Donde, las BSR pueden ser
encapsuladas en matrices de alginato, poliacrilamida, quitosano o agar (Pacheco, 2020).
Esto crea perlas o esferas que contienen alta concentracion de BSR, permitiendo una facil
manipulacion y recuperacion. Ademads, les otorga una mayor resistencia a sustancias o

elementos toxicos (metales y metaloides) y a las fluctuaciones de pH (acidos o alcalinos).

2.2.7. Ciclo biogeoquimico del arsénico

La movilidad del As depende ampliamente de las formas quimicas de Fe, S y el As, a su
vez estos elementos se ven impactadas por las biotransformaciones microbianas que

representan uno de los principales factores que influyen en el ciclo biogeoquimico del As
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(Figura 3) (Zhuang et al, 2023).
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Figura 3. Esquema del ciclo biogeoquimico del As y su interaccion con los procesos
microbianos de oxidacion, reduccion, metilacion, desmetilacion y coprecipitacion

(Zhuang et al., 2023) modificada.

El comportamiento biogeoquimico del As, incluye oxidacion-reduccion, metilacion y
desmetilacion, quelacion orgéanica, adsorcidon y disociacion superficial, y coprecipitacion
16nica. Tanto para la reduccion, la desmetilacion y la disociacion de As adsorbido forman
As III altamente toxico, lo que lleva a una mayor movilidad y toxicidad. Mientras que la
oxidacion, metilacion, quelacion organica y coprecipitacion del As producen arseniatos
menos toxicos/moviles, lo que reduce la contaminacion por arsénico (Darma et al., 2021;
Zhuang et al., 2023). Muchos procesos geoquimicos de As involucran la participacion de
microorganismos. Es por ello, que varias actividades metabolicas directas o indirectas del
As de los microorganismos son las principales fuerzas impulsoras del comportamiento

biogeoquimico del As.
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Por lo tanto, los microorganismos pueden llevar a cabo directamente la reduccion,
oxidacion, metilaciéon y desmetilacion del arsénico, y también pueden participar
indirectamente en la oxidacion del arsénico y la coprecipitacion de iones (Zhuang et al.,
2023; Valdez.Nuiez et al., 2024). Cabe mencionar que muchos microorganismos pueden
llevar a cabo la volatilizacion bioldgica, que permite convertir los compuestos de As en
derivados volatiles, como la metilacion (Zhuang et al., 2023). La biovolatilizacién, es un
tema nuevo en la biogeoquimica y la salud ambiental, que desempefia un papel importante
en el ciclo biogeoquimico global del As y también puede utilizarse como un posible
método de biorremediacién del arsénico (Chang, Yoon y Kim, 2018; Zhuang et al., 2023;

Sevak y Pushkar, 2024).

2.2.7.1. Enzimologia de la reduccion de As

La reduccion microbiana del As puede ocurrir mediante dos mecanismos fisioldgicos
principales; la reduccion quimiolitotrofica y la reduccion organotrofica (Huda et al.,
2021). En el primer mecanismo, las bacterias utilizan el As como aceptor de electrones
en la cadena de transporte de electrones, reemplazando al O o al nitrato (Li et al., 2021;
Zhuang et al., 2023). Esto implica la oxidacion de compuestos quimicos como el HoS o
el Fe, los cuales liberan electrones que se transfieren al As, reduciéndolo a una forma

menos toxica, como el arseniuro (Lopez et al., 2016).

Por otro lado, en el segundo mecanismo, las bacterias utilizan el As como aceptor de
electrones en la respiracion anaerobia junto con compuestos organicos, como el acetato.
En este proceso, el As se reduce a formas menos toxicas como el arseniuro y el As
elemental. En ambos mecanismos, las bacterias utilizan enzimas especificas, como la

arseniato reductasa y la arsenito oxidasa, para catalizar las reacciones de reduccion y
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oxidacion del As (Ormland, 2003; Alam y McPhedran, 2019).

El As presente en la célula afecta su operacion ya que el As V desacopla la fosforilacion
oxidativa y el As III se une a grupos sulfhidrilo de las proteinas. Donde, la célula tiene un
sistema de excrecion de As III (Paez-Espino et al., 2009). Por otro lado, la respiracion de
As es catalizada por la enzima arseniato reductasa (Arr), enzima de la familia dimetil-
sulfoxido que forma parte de las enzimas molibdeno. Esta enzima se encuentra fuera del
citoplasma unida a la membrana citoplasmatica (bacterias gram positivas) o en el

periplasma (bacterias gram negativas) (Figura 4) (Alam y McPhedran, 2019).
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Figura 4. Esquema representativo de un microorganismo y los diferentes mecanismos de

interaccion con los compuestos de As (Rios-Valencia et al., 2017) modificada.

La respiracion de As es energéticamente favorable cuando se acopla a la oxidacion de
materia organica, ya que el potencial redox de la pareja As V/As III es de +135 mV
(Oremland, 2003; Li et al.,, 2021). Estos microorganismos, que abarcan diferentes

filogenias como Firmicutes, Gamma, Delta y Epsilon Proteobacteria, utilizan diversos
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donadores de electrones, como acetato, lactato, metanol, piruvato, citrato y glucosa.
También tienen la capacidad de degradar moléculas aromaticas. Sin embargo, las especies
bacterianas que reducen el As V tienen un impacto negativo en el medio ambiente, ya que
el As III resultante es altamente toxico y tiene una mayor capacidad de movilidad. Esto
se debe a que el As III no tiene carga en un rango de pH neutro, lo que resulta en una
menor afinidad por las superficies minerales (Pdez-Espino et al., 2009; Alaniz et al.,

2017).

Las BRA desempenan un papel crucial en la liberacion de As en forma de As III en
sedimentos suboxicos y andxicos. Pueden reducir directamente el arseniato adsorbido en
los 6xidos y oxihidroxidos de hierro o manganeso. Estos compuestos son inestables en
condiciones reducidas, lo que hace que el As se disuelva y aumente su movilidad y

toxicidad (Rios-Valencia et al., 2017).

2.2.8. Biomineralizacion del arsénico
2.2.8.1. Tipos de biomineralizacion
A. Biomineralizacion inducida

La biomineralizacion inducida de As, es un proceso en el que los microorganismos juegan
un papel importante en la formacion de minerales de As en el medio ambiente. Estos
microorganismos pueden tomar As disuelto y facilitar su precipitacion y transformacion
en minerales solidos (Irshad et al., 2021; Burton et al., 2021). Esto se logra mediante
procesos bioquimicos y biogeoquimicos en los que utilizan compuestos organicos como
donadores de electrones y energia para reducir el As y promover su precipitacion. La

biomineralizacion inducida de As tiene efectos positivos al contribuir a la remediacion de
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aguas y suelos contaminados al reducir la disponibilidad y movilidad del As. (Oremland,

2003; Rios-Valencia et al., 2017).

B. Biomineralizacion controlada

Por otro lado, esta biomineralizacion implica un mayor nivel de control ejercido por los
organismos sobre la formacion de minerales. Los organismos tienen la capacidad de
regular de manera mas precisa la forma, tamafio y distribucion de los minerales. Esto se
logra a través de mecanismos bioquimicos y genéticos especificos que permiten una
manipulacion precisa de los procesos de mineralizacion. En el caso del As, la
biomineralizacion controlada implicaria una mayor capacidad de los microorganismos
para influir en la formacion de minerales de As en términos de composicion, cristalografia

y morfologia (Oremland, 2003; Rios-Valencia et al., 2017).

2.2.8.2. Precipitacion de sulfuros biogénicos

Los géneros bacterianos, Desulfovibrio y Desulfotomaculum, utilizan el sulfato como
aceptor de electrones, obteniendo como producto al H>S (Muyzer y Stams, 2008; Rabus
et al., 2015), que es un gas incoloro, inflamable y de olor fétido similar a huevo podrido;
en altas concentraciones puede ser venenoso. Las especies quimicas en las que se
encuentra en la naturaleza dependen del pH (Alam y McPedran, 2019). Este producto
tiene la capacidad y enlazarse a metales, formando sulfuros metalicos que en medios

acuoso se inmovilizan y forman biocristalizaciones.

Cuando esta reaccion ocurre se acopla a donadores orgéanicos de electrones, liberando

también iones bicarbonato, los cuales promueven la alcalinizacion de un medio acido,
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como son los DAM. A continuacion, se presenta la dindmica quimica sobre la

precipitacion de metales mediada por el H2S (Alam y McPedran, 2019).
2 CH20 + SO4* — HaS + 2 HCOs

La reaccidén quimica general para la precipitacion de metales se representa de la siguiente

manera:
H,S + M?'— MS) + 2H"

Donde, M?" es un metal o metaloide: As*", Cu?*, Ni?*, Co*", Fe?", Hg?', Pb?", Cd*", entre
otros. La precipitacion de estos metales desprende de los iones de H' que tiende a
acidificar el medio, frente a este suceso los iones bicarbonato neutralizan estos protones

formando diéxido de carbono y agua.
HCO;™ + H" — COy) + H.0
OH +H" — H.0

Bajo esta ruta metabolica se fundamenta el potencial de los microrganismos sulfato
reductores o sulfidogénicos, para ser aplicadas en técnicas de biorremediacion de DAM

(Rabus et al., 2015).

Sin embargo, también se ha demostrado que el As>S; se precipita a pH inferior a 3.
Aunque antiguamente se creia que el As2S3; y las BSR eran sensibles a la acides; mas
tarde, estudios recientes demostraron que los procesos de reduccion de sulfato pueden ser
eficientes incluso en condiciones acidofilas. Esto ocurre siempre que se utilice el sustrato
y las condiciones operativas apropiadas (Battaglia-Brunet, 2009; Serrano y Leiva, 2017).
Por lo tanto, los sistemas de biorremediacion que se basan en la actividad de las BSR
tolerantes a acidos/metales podrian usarse para el tratamiento de DAM, optimizando los

procesos de biomineralizacion del As (Serrano y Leiva, 2017).
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2.2.8.3. Formaciones mineralogicas

Las formaciones mineralogicas (ver Anexo 1) dependen de las condiciones ambientales
y de los microorganismos involucrados (Oremland, 2003; Darma et al., 2021) entre las

principales formas se incluyen:

A. Oropimente (As2S3)

Es un mineral de As que se forma cuando los microorganismos reducen el As y lo
precipitan en presencia de sulfuros, como el sulfuro de hierro (FeSz). Es un mineral
amarillo-naranja brillante y es relativamente insoluble, lo que contribuye a la retencion

del As en el medio ambiente.

B. Rejalgar (AsaS4)

Es otro mineral de As que se forma por biomineralizacion en condiciones anaerobicas. Al
igual que el oropimente, el realgar es insoluble y contribuye a la retencion del As en forma
solida. Sin embargo, también se menciona que la temperatura es un factor que interviene

en la formacion mineraldgica (Battaglia-Brunet, 2009; Darma et al., 2021).

C. Arsenopirita (FeAsS)

Es un mineral de As que se origina cuando este metaloide se une al Fe y al S. Aunque
suele estar asociada a depodsitos minerales formados en condiciones geologicas
especificas, la biomineralizacion inducida puede promover su formacidon en ciertos

entornos (Darma et al., 2021).
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CAPITULO III

DISENO DE CONTRASTACION DE LA HIPOTESIS

3.1. Nivel de investigacion

Explicativo: Esta investigacion busco entender las relaciones de causa y efecto entre

los CMS obtenidos de un DAM y la biomeneralizacion del As (IIT) a pH 4acido.
3.2. Tipo y disefio de investigacion

3.2.1. Tipo de investigacion

Basica: ya que con esta investigacion buscd generar nuevos conocimientos
acerca de la biomineralizacion del As (III) a pH acido empleando CMS

obtenidos de un DAM.

3.2.2. Disefio de investigacion

Experimental: ya que implica el uso de CMS en condiciones controladas para

evaluar su efectividad en la biomineralizacion de As (III).

3.3. Material biologico

Para esta investigacion, se empled muestras de sedimentos que albergan
microrganismos sulfidogénicos, obtenidos de un DAM ubicado en Hualgayoc —

Cajamarca en el 2023.
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3.4. Localizacion y descripcion del sitio de muestreo

El sitio de muestreo fue un tunel minero ubicado en Hualgayoc (3600 m.s.n.m),
Cajamarca (6°45°27°S, 78°35°06”W). Este tinel de mina se encuentra abandonado y
produciendo DAM en su interior. Los puntos de muestreo se establecieron a 103 m (P1)

y a 299 m (P2) desde la entrada del tinel (Figura 5).

‘ N1

Figura S. (A) Mapa del Pert sefialando el departamento de Cajamarca. (B) Ubicacion del
sitio de muestreo situado en la provincia de Hualgayoc (Google Maps). (C) Entrada a la
bocamina. (D,E) Puntos de muestreo P1 (103 m) y P2 (299 m).

3.5. Coleccion de muestras

Las muestras de sedimento fueron recolectadas por triplicado de los puntos de muestreo
P1 y P2, con la ayuda de jeringas estériles de 60 mL. Las muestras recolectadas fueron
introducidas en una caja anaerobica (Anaerobox) de 2.5 L. Las condiciones andxicas
fueron generadas empleando un sistema AnaeroGen (Oxoid. Reino Unido). También se
recolectd madera del mismo punto de muestreo (P1) la cual fue almacenada en una bolsa

hermética estéril. Las muestras fueron rotuladas (Apéndice 1) y almacenadas en un cooler
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para su transporte al Laboratorio de Biotecnologia de la Universidad Nacional de
Cajamarca. Ya en el laboratorio, las muestras fueron almacenadas a 4°C hasta el inicio

de los experimentos.

3.5.1. Analisis fisicoquimicos de las muestras

Tanto el pH como el potencial de oxido-reducciéon (ORP) fueron medidos in situ en el
DAM, empleando un potenciémetro Hanna HI2002 (Hanna instruments) y un electrodo
de HI11310 con una referencia de Ag/AgCl. El pH del sedimento se midié ex situ,
empleando una solucion 0.01 M de CaCl> en una proporcion 1:1 con el sedimento
(Apéndice 2). La concentracion de metales totales en el DAM fue enviada previamente

(Valdez-Nuiez et al., 2024).

3.6. Obtencion de CMS acidoéfilos

Los CMS se obtuvieron mediante un experimento de microcosmos empleando un medio
de sales minerales (MSM) de acuerdo con Valdez-Nuiiez et al., (2022) (Apéndice 3). El
medio fue suplementado con 0.1 g L™! de extracto de levaduray 1.42 g L' (10 mM) de
sulfato de sodio (Na>xSO4) como aceptor terminal de electrones, asi como también 0.5 g
de cisteina. El pH del medio se ajustd6 a ~3.50 utilizando HCI o NaOH al 3M.
Posteriormente, 45 mL del medio fue distribuido en botellas de suero de 100 mL
insuflando N». Las botellas se cerraron con tapones de butilo y sellos de aluminio para
permitir el ingreso de jeringas. La atmdsfera fue reemplazada por N»:CO> (80:20 v/v)
manteniendo una presion maxima de 1.5 atm. Las botellas se esterilizaron en autoclave
bajo condiciones estandares (121°C a 1 atm por 20 min). Se crearon dos sets considerando

la fuente de carbono/donadores de electrones a inocular: glicerol (GlyMix) y acetato
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(AceMix) (5mM cada uno). Cada set fue suplementado con una fuente de vitaminas.
Todos los microcosmos también fueron suplementados con madera la cual se recolectd
de P1 con el fin de actuar como soporte para los consorcios microbianos. Para ello, se
utilizo un bisturi estéril para seccionar la madera en pequefios fragmentos (entre ~2 — 5
mm). Se adiciono el 5 % (w/v) a cada botella de suero conteniendo MSM (45 mL)
utilizando una pinza estéril. Este procedimiento se realiz6 en una cadmara bajo condiciones
anoxicas (atmosfera de N») la cual se comprobd mediante la insercion de una tira de

resazurina (Oxoid. Reino Unido) (Apéndice 4).

Se inoculd (10% (p/v)) una mezcla de los sedimentos colectados de ambos puntos de
muestreo (P1 y P2) en cada set de microcosmos con MSM bajo condiciones andxicas.
Las botellas (AceMix y GlyMix) fueron incubadas estaticamente a 30 °C por 28 dias. El
pH se midi6 cada 7 dias y el ORP al inicio y final del experimento. Asi también, se midid
la produccion de sulfuro cada 7 dias mediante el método de azul de metileno de acuerdo
con Cline (1969). Posteriormente se realizaron transferencias (hasta 3 transferencias)
desde el enriquecimiento a nuevas botellas con MSM nuevo (45 mL) considerando las
mismas condiciones de cultivo antes mencionada (Apéndice 5). Asi también se
adicionaron controles abioticos (sin inodculo y sin madera) para corroborar la accion de

los microorganismos.

3.7. Microscopia electronica de barrido (MEB)

Esta técnica se realizo para corroborar el funcionamiento de la madera como soporte de
microorganismos. Se recolectd 2 mL de muestra del microcosmos inoculado con glicerol

(GlyMix 3, final de la 3ra transferencia) con una jeringa estéril. Previo a ello, se agito la
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botella para homogenizar el contenido y garantizar la coleccion de la muestra. Las
muestras fueron almacenadas a 4°C hasta su envio al laboratorio de Geomicrobiologia de
la Universidad de Tiibingen en Alemania en donde fueron analizadas siguiendo el

procedimiento descrito por Runge et al., 2024.

3.8. Ensayo de tolerancia al arsénico

Se realiz6 para determinar la CMT de As (III) por parte de los CMS tomando como valor
de referencia la concentracion de este metaloide encontrado en el DAM del tinel minero,
ubicado en Colquirrumi, Hualgayoc, Cajamarca. Para ello se prepararon 2 sets de
microcosmos (uno con glicerol y otro con acetato) por triplicado con 45 mL de MSM
(como indica en la seccion 3.6), a pH 3.50. Se afiadieron 4 concentraciones de NaAsO»
(0.20, 0.80, 3.20 y 12.80 mM) mas el control abiotico a cada uno de los sets. Se inocul6
10 % (v/v) de la Ultima transferencia (incluyendo la madera) de GlyMix y AceMix, las
cuales contenian los CMS (Apéndice 6). Los microcosmos fueron incubados
estaticamente en oscuridad a 30°C durante 47 dias. La CMT de As (III) de los CMS se
determind evaluando los parametros fisicoquimicos (pH, produccién de sulfuro y ORP)
y visuales (formacion de precitados de color amarillo (sulfuros de As (II)) en cada una
de las concentraciones anteriormente mencionadas en donde la evolucion de estos (de

forma simultdnea) fue considerado como un aspecto positivo.

3.9. Ensayo de biomineralizacion del As (IIT)

3.9.1. Preparacion del medio de cultivo

Se empled MSM a pH de 3.50 teniendo en cuenta la CMT de As (IIT) del CMS asi como

glicerol como donador de electrones y madera como soporte. Se utilizé botellas de vidrio
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de 1 L con 450 mL de MSM (triplicados) con tapones de butilo y tapas rosca con agujero
en el centro (Duran). Las condiciones andxicas se lograron de acuerdo a lo mencionado
anteriormente. Las botellas se esterilizaron en autoclave bajo condiciones estandares.

Seguidamente se adiciono la fuente de vitaminas y el donador de electrones (glicerol).

3.9.2. Inoculacion de CMS.

Se empled como indculo el CMS obtenido (incluida la madera) en la tercera transferencia
del set GlyMix. Se inocul6 el 10 % (v/v) a cada una de las botellas las cuales se incubaron

a 30°C por 91 dias.

3.9.3. Métodos analiticos.
3.9.3.1. Medicion de parametros fisicoquimicos

Se midi6 el pH cada 7 dias y la produccion de sulfuros cada 15 dias hasta los 91 dias del
experimento, mientas que el ORP se midio al inicio y al final. Se consideré como aspectos
positivos de la biomineralizacion de As (III) la evolucion favorable de los parametros
antes mencionados, asi como a la formacion de los precitados de color amarillo (sulfuros

de As (I1D)).

3.9.4. Determinacion de As (IIT) soluble

La concentracion de As (III) soluble durante el ensayo de biomineralizacion se determind
siguiendo el protocolo descrito por Pasha y Narayana (2008). Para determinar As (III) se
empled un espectrofotometro UV/VIS (Unico, modelo UV2100PU). Este método se baso

en la reaccion de As (III) con yodato de potasio (KIO3) en medio acido para liberar yodo.
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El yodo liberado decolora el color rojo rosado de la safranina. La disminucion de la
absorbancia a una longitud de onda de 532 nm es directamente proporcional a la
concentracion de As (III) y se correlaciona con la ley de Beer en el rango de 0,4 a 10 ug
mL! para el metaloide (Pasha y Narayana, 2008) (Apéndice 7). Con el fin de validar
los resultados obtenidos de la remocion de As (III) mediante el método empleado en esta
investigacion, se enviaron muestras a los 105 dias de tratamiento a la empresa SGS del
Pert S.A.C empleando el método EPA 200.8 Rev. 5.4, 1994 Determinacion de elementos
traza en agua y desechos mediante espectrometria de masas con plasma acoplado

inductivamente (ICP-MS).

3.10. Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

La obtencion de datos, se realizo mediante fichas de recoleccion de datos (Apéndice 8),
también se utilizé un cuaderno de apuntes para escribir los resultados obtenidos de cada

proceso en determinado tiempo.

3.11. Técnicas de procedimiento y analisis de datos

Los datos obtenidos durante el ensayo de biomineralizacion de As III empleando el CMS
fueron procesados en “OriginPro 2025 (Learning Edition)”. Las pruebas de normalidad
se evaluaron mediante Shapiro-Wilk y Kolmogorov-Smirnov. En los casos donde los
datos no siguieron una distribucion normal (p < 0,05), se aplicé la prueba no paramétrica
de Kruskal-Wallis para evaluar la homogeneidad entre réplicas. Las diferencias
estadisticas entre experimentos se analizaron mediante el andlisis de varianza de medias
repetidas unidireccionales (ANOVA) mds una prueba post hoc de Dunn para comparar

pares de réplicas (Apéndice 9).

31



CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. RESULTADOS

4.1.1. Caracteristicas fisicoquimicas de los puntos de muestreo

Las muestras de agua de los puntos de muestreo P1 y P2 mostraron valores de pH de 3.20
y 2.06 respectivamente, y valores de ORP de + 534.80 y + 516.90 mV, respectivamente.
En el sedimento los valores de pH en los mismos puntos de muestreo fueron de 3.15 y
2.28 mientras que los valores de ORP fueron de + 489.20 y + 528.70 mV. La

concentracion de As en las muestras de agua en cada punto fueron 5.40 y 15.50 mg L.

4.1.2. Obtencion de los CMS. Se obtuvieron los CMS luego de 28 dias de incubacion
Los cultivos iniciales mostraron un incremento de pH (AceMix de 5.19 £ 0.03 2 5.97 £
0.05; GlyMix de 3.90 £ 0.07 a 5.82 £ 0.03), produccién de sulfuros (AceMix de 0 a 1.43
+ 0.11; GlyMix de 0 a 2.64 + 0.03) y valores negativos de ORP (AceMix de -173.37 +
31.57 a-230.73 £ 36.14; GlyMix de -169.63 + 1.12 a -263.13 = 11.10) luego del tiempo

de incubacion en la tercera transferencia (Figuras 6 - 9).
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Figura 6. Variacion del pH de los microcosmos AceMix (triplicados) tercera
transferencia. con respecto al tiempo de incubacion.
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Figura 7. Variacion del pH de los microcosmos GlyMix (triplicados) tercera
transferencia con respecto al tiempo de incubacion.
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Figura 8. Produccion de sulfuro en los microcosmos AceMix (triplicados) tercera
transferencia con respecto al tiempo de incubacion.
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Figura 9. Produccion de sulfuros en los microcosmos GlyMix (triplicados) tercera
transferencia con respecto al tiempo de incubacion.
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4.1.3. Adjuncion de los CMS a la madera.

Con el fin de comprobar el rol de la madera como un material de soporte para los CMS
se realizo un andlisis MEB en una muestra del microcosmo GlyMix 3 (3ra transferencia).
Los resultados muestran la estructura porosa del material lignoceluldsico (madera) y la

adjuncion microbiana en la superficie (Figura 10).

Figura 10. Microcosmos GlyMix conteniendo madera como soporte e imagenes de MEB.
(A) Microcosmos (GlyMix, 3ra transferencia) con madera en donde fueron generados los
CMS después de 28 dias de incubacion. La botella enmarcada en rojo (GlyMix 3) fue
seleccionada para este analisis. (B, C y D) Imagenes de MEB de particulas de madera
colectadas del microcosmos. Se observa la estructura del material lignoceluldsico
(madera) asi como la adjuncion microbiana en la superficie (flechas amarillas).

4.1.4. Ensayo de tolerancia al As (III) por los CMS

En el ensayo de tolerancia al As (IIl) se emplearon los CMS obtenidos previamente
(GlyMix y AceMix) asi como cuatro concentraciones diferentes de este metaloide por un
periodo de 47 dias a pH 3.50 La Tabla 1 muestra la relacion entre la concentracion de As

(IIT) y los parametros fisicoquimicos (pH, produccion de sulfuro y variacion de ORP)
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relacionados a la actividad metabdlica de los CMS. La CMT de As (III) encontrada para

ambos CMS fue de 0.80 mM.

Tabla 1. Relacion entre la concentracion de As (IIT) y el pH, sulfuros y ORP.

As (I1T) AceMix GlyMix
(mM) Sulf Sulf

pH (‘I‘n;,lr)" ORP (mV) | P pH (‘I‘n;‘;)" ORP (mV) | P
0.20 6.14+0.11 | 0.75+£0.22 | -262.03 £10.35 | Si 5.96 £0.07 1.29+0.37 | -205.67+13.08 | Si
0.80 6.20+0.19 | 0.46 £ 0.05 -265 +10.78 Si 5.98 £0.13 1.04 £0.10 | -265.23 £15.60 | Si
3.20 5.96 £ 0.06 UR -236.43 £6.69 | No 4.79+0.10 UR -194.53 £7.62 | No
12.80 5.27+0.04 UR -196.67£6.77 | No 4.25+0.10 UR -164.87 £8.32 | No

UR = Under Range (Bajo del rango) P = Precipitados

La tabla muestra la relacion que presenta la concentracion de As (II1) entre el pH, sulfuros
y ORP generados por los CMS durante el tratamiento de tolerancia. Las filas resaltadas
en rosado muestran la CMT de los CMS generados en los microcosmos AceMix mientras
que las filas resaltadas en amarillo la CMT de los CMS generados en los microcosmos

GlyMix.

4.1.5. Ensayo de biomineralizacion de As (IIT)

Para este tratamiento se empled el CMS GlyMix, ya que presentd mejores resultados en
cuanto a la produccion de sulfuros (3.72 + 0.22 Mm) a los 21 dias (ver Figura 9) y una
mejor evolucidn del pH durante la 3era transferencia (Figura 7), asi como la CMT de As
(IIT) obtenida en el ensayo anterior (0.80 mM). Al inicio del tratamiento, el valor de ORP
fue de -139.07 + 18.85 mV obteniéndose hasta -255.47 + 13.00 mV al final del
experimento, lo que indica condiciones altamente reductoras favorecidas por la actividad

microbiana.
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Estos resultados observados presentan una diferencia significativa (p > 0,05) en el pH,
ORP, sulfuros y ademas en la deteccion del As soluble. La evolucion del pH durante el
periodo experimental también fue favorable (pH inicial: 3.50, pH final: 6.02) (Figura
11). En cuanto a la produccion de sulfuros el incremento fue progresivo hasta obtener un
valor de 1.78 mM a los 91 dias (Figura 11). Asi también se logro visualizar la presencia
de precipitados amarillos en el fondo de la botella lo cual estaria relacionado con la
formacion de sulfuros de arsénico (probablemente oropimente o rejalgar) (Figura 11).
Los parametros antes mencionados permanecieron constantes en el control abiodtico

durante todo el tratamiento.
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Figura 11. Evolucién de parametros fisicoquimicos y generacion de precipitados en el
ensayo de biomineralizacion de As (II1) empleando un CMS a pH 3.50. (A y B) Evolucion
del pH y sulfuro durante 91 dias. (C) Control abidtico sin formacién de precipitados. (D)
Biomineralizacion de As (III).
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Por otro lado, en cuanto a la variacion de la concentracion de As (IIT) soluble en el ensayo
de biomineralizacion de As (III) se observé una disminucion progresiva de este metaloide
(inicio: 0.80 mM, final: 0.03 mM) obteniendo una remocién superior al 96% (Figura 12).
En cuanto al control abidtico, este permanecid inalterado. Finalmente, los resultados
obtenidos por la empresa SGS coincidieron con los valores medidos por
espectrofotometria en laboratorio, confirmando la fiabilidad del método

espectrofotométrico empleado para la medicion de As (I1I) soluble (Apéndice 10).
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Figura 12. Concentraciéon del As (III) soluble en el ensayo de biomineralizacion
empleando el CMS a pH 3.50 con respecto al tiempo.
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4.2. Discusion

4.2.1. Caracteristicas fisicoquimicas de los puntos de muestreo

Los valores de pH que se registraron en los puntos de muestreo P1 (agua: pH 3.20;
sedimento: pH 3.15) y P2 (agua: pH 2.06; sedimento pH 2.28) muestran condiciones
acidas caracteristicas de un sistema de DAM. El DAM se caracteriza por presentar un pH
<5.0, asi como altas concentraciones de metal(loid)es (As, Fe, Mn, Mg, Co, Zn, Cu, Pb,
Cd) y sulfatos (Baker y Banfield, 2003; Adetunji y Erasmo, 2025). Estudios previos
reportan valores de pH similares (2.50) en zonas mineras abandonadas en Hualgayoc,
Cajamarca, potencialmente ocasionado por procesos de oxidacion de minerales
sulfurados tales como la pirita (FeS,), calcopirita (CuFeS.), galena (PbS), y arsenopirita
(FeAsS) (Adetunji y Erasmo, 2025; Valdez-Nuifiez et al., 2024). Sin embargo, a pesar de
las condiciones extremas para la vida, diferentes microorganismos extremofilos pueden
prosperar en estos ambientes acidicos realizando procesos de oxidacion/reduccion de
elementos quimicos (hierro y azufre) contribuyendo asi con los ciclos biogeoquimicos

(Dong et al., 2023a).

Los valores de ORP en P1 y P2 (agua: +534.80 y +516.90 mV; sedimento: +528.70 y
+489.20 mV) sugieren la existencia de condiciones oxidantes en ambos puntos de
muestreo lo que podria influenciar en la movilidad del As (III). A pH 4cido (< 6.00) y en
condiciones reductoras, la forma predominante es la de As (III). A pH alcalino (> 6.00) y
en condiciones oxidantes, la forma predominante es el As (V), una forma mas soluble
propiciando su movilidad (Burton et al., 2021). De esta manera, y considerando los
valores de pH, las concentraciones de As halladas en los puntos de muestreo de agua (P1:
5.40 mg L'y P2: 15.50 mg L'!) sugieren la presencia de posibles formas oxidadas de As

(As (V)), aunque la presencia de formas reducidas (As(IIl)) no puede ser descartada
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(generacion de microambientes reducidos). Es importante sehalar que los valores de As
encontrados en los puntos de muestreo difieren mucho entre si, lo que podria estar
relacionado con la distancia entre los puntos (P1: 103 m, P2: 299 m desde el ingreso del

tunel).

4.2.2. Generacion de CMS y empleo de madera como soporte

Los CMS se obtuvieron en microcosmos a pH 3.50 inoculados con sedimentos de DAM
colectados en un tunel minero abandonado ubicado en Hualgayoc, Cajamarca. La
generacion de precipitados negruzcos en las botellas y la evolucion de los parametros
fisicoquimicos confirmé el desarrollo de CMS durante el ensayo (Figura 10) (Muyzer y
Stams, 2008). La generacion de precipitado negruzcos se debe a la produccion de sulfuros
(hasta 3.72 + 0.22 mM) los cuales generaron después sulfuros metalicos (p.e. FeS) que
suelen precipitar al aumentar el pH debido al consumo de protones (H*) y generacion de
bicarbonato (HCOs") por la reduccion de sulfato y la oxidacion de fuentes de carbono

(p.e., glicerol y acetato).

En general, los resultados obtenidos muestran al glicerol como un donador de
electrones/fuente de carbono favorable debido a su baja toxicidad en condiciones acidas
(Santos et al., 2017). Por el contrario, el acetato suele ser toxico para las células
microbianas a bajo pH (inhibicion por sustrato) afectando el desarrollo de CMS a pH

acido (3.50) (Adetunji y Erasmo, 2025).

Los valores de pH aumentaron en el ensayo de microcosmos (GlyMix : de 2.87 a 6.02;
AceMix: de 3.15 a 6.08), llegando hasta 6.05 en la ultima transferencia. Este patron es

consistente con lo reportado por Rios-Valencia et al. (2017) y Le Pape et al. (2017),
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quienes también observaron un aumento de pH conforme pasaba el tiempo del ensayo. A
su vez, los valores negativos de ORP y la produccién de sulfuros confirman la generacion
de un ambiente reductor, como es evidenciado en estudios previos (Valdez-Nuifiez et al.,

2022).

En cuanto al uso de madera como soporte para el desarrollo de CMS se observo una clara
adjuncién de los microorganismos en la superficie lignocelulésica (Jiang et al., 2024)
(Figura 10). La adjuncion celular puede deberse a la produccion de EPS que les permite
a los microorganismos adherirse a una superficie. Ademas de los EPS, algunas bacterias
también utilizan estructuras especializadas como fimbrias, pili, flagelos y capsulas las
cuales facilitan la adherencia inicial y la formacion de biopeliculas al permitir el anclaje
mecanico a superficies solidas (Rabus et al., 2015; Obando, 2020). Estas estructuras no
solo refuerzan la adherencia, sino que también pueden participar en la comunicacion
celular y la organizacion espacial del consorcio (Stams et al 1993; Li et al., 2021; Jiang
et al., 2024). De esta manera nuestro estudio confirma que la madera podria favorecer la
adjuncion de CMS, lo que contribuye a conservar una alta densidad de biomasa activa y
mejorar la eficiencia de procesos clave como la reduccion de sulfato (Pacheco, 2020;

Tanmoy y LeFevre, 2024).

4.2.3. Tolerancia de los consorcios microbianos sulfidogénicos al As (I1I)

Se evaluo la tolerancia de los CMS obtenidos a 4 concentraciones de As (III) (0.20, 0.80,
3.20 y 12.80 mM) a pH 3.50 y por un periodo de 47 dias. Al finalizar los experimentos
se encontr6 una relacion inversa entre la concentracion de As (III) y los parametros
fisicoquimicos que sefialan la actividad metabolica de los CMS (Tabla 1), estimandose

una CMT de 0.80 Mm para ambos sets, GlyMix y AceMix. A concentraciones mas
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elevadas de As (III) (p.e.3.20 Mm) no se detect6 produccion de sulfuro, se evidenci6 una
disminuciéon del pH, un aumento del ORP lo que indicaria una posible inhibicion
metabodlica dada su toxicidad. Tal como lo indican Serrano y Leiva (2017) quienes
observaron la disminucién del metabolismo de las BSR acido-tolerantes a medida que
aumenta la concentracion de As (III). Cabe resaltar que el CMS GlyMix mostrd una
mayor produccion de sulfuro (1.04 £ 0.10 mM) que AceMix (0.46 £ 0.05 mM) a 0.80
mM de As (III), probablemente por el estrés adicional que ejerce el acetato cuando es

empleado como fuente de carbono a bajo pH (ver seccién 4.2.2.).

Los mecanismos involucrados en la tolerancia de As (III) estan relacionadas a reacciones
de oxidacion y reduccion, especiacion enzimatica, bioacumulacion, asi como a biosintesis
de proteinas de union a metales o polimeros extracelulares (Serrano y Leiva, 2017). En el
consorcio SRB1 analizado por Li et al. (2024), se observo que bajo estrés por As(IIl), el
ensamblaje microbiano adapta su metabolismo segun las condiciones aerdbicas o
anaerdbicas. Bajo anaerobiosis se registro alta eficiencia de reduccion de sulfato (66.7 %)
con precipitacion de sulfuros de arsénico (AsS y AssS4), mientras que en presencia de
oxigeno la eficiencia disminuy6 a 47.4 %, sin embargo, se increment6 la produccion de
EPS y la actividad de la enzima SOD para combatir frente a la toxicidad combinada de
As(IIT) y oxigeno. Estos hallazgos coinciden con los reportes en consorcios acidofilos

donde la biosintesis de EPS y la defensa oxidativa influyen en la supervivencia.

Estudios con otros microorganismos (p.e., Acidithiobacillus ferriphilus QBS-3) han
demostrado una sobre expresion de genes del operon ars, implicadas en la reduccion de
As (V), expulsion de As (II) y posibles procesos de metilacion bioldgica como

mecanismos de detoxificacion genética (Liu et al., 2025). Estos sistemas moleculares
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podrian expresarse en ciertas BSR acidéfilas presentes en el CMS para asi conferir mayor

tolerancia al As.

La produccion de sulfuros biogénicos estaria relacionada también a la tolerancia a As
(III). Estudios realizados por Battaglia Brunet et al. (2024) confirman que SRB autdctonas
acidofilas capaces de reducir sulfato y generar HoS dominan procesos de precipitacion
selectiva de sulfuros de As (III), con alta eficiencia (hasta 99%) incluso en ambientes

acidos (< 4). Esto destaca el rol de SRB productoras de sulfuro en la tolerancia al As (III).

Asimismo, la madera también podria haber intervenido directa e indirectamente en la
tolerancia al As (III) de los CMS. De forma directa, destaca la capacidad de la madera
natural para retener metales mediante adsorcion, en donde estos son adheridos a la
superficie del material gracias a interacciones electrostaticas y afinidad quimica (Tanmoy
y LeFevre, 2024; Jiang et al., 2024). Por su parte, Del Sole et al. (2023) observaron que
los materiales compuestos de aserrin y arcilla generan la complejacion mediante la
formacion de enlaces estables entre los grupos funcionales de la madera (OH", COOH) y
los iones metalicos, reduciendo su movilidad en soluciones acuosas. De forma indirecta,
la porosidad de este material proporciona proteccion fisica y quimica a los CMS frente a
la exposicion a As (IIT) (Paez et al., 2009; Muyzer y Stams, 2008; Laroche et al., 2023).
Asi también, la produccion de EPS producto de adjuncion microbiana a la madera podria
servir como sitios de nucleacion de elementos metalicos, limitando asi la movilizacion
del As (IIT) y posterior toxicidad en las células microbianas (Burton et al., 2021). De esta
manera el empleo de madera como soporte para el CMS podria ser beneficioso en el

tratamiento de aguas contaminadas con As (III).
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4.2.4. Biomineralizacion de As (III) por el CMS

La biomineralizacion de As (III) se evalué empleando el CMS (3ra transferencia) y su
CMT de As (0.80 mM) asi como madera como soporte y glicerol como fuente de
carbono/donador de electrones a pH 3.50. Durante el ensayo la evolucion favorable del
pH (desde 3.90 hasta 5.82) y la produccion de sulfuros (hasta 1.50 mM) confirman la
actividad sulfidogénica de los consorcios microbianos. Este comportamiento también fue
reportado por Battaglia-Brunet et al. (2024) y Frederico et al. (2022), donde el incremento
de pH (hasta 6.50) facilit6 la reduccion de sulfato y, por lo tanto, la produccion de sulfuros
y la precipitacion de metales (Laroche et al. 2023, Le Pape et al. 2017) Por su parte, el
ORP alcanz6 un valor de hasta -255.47 mV al final del experimento sugiriendo la

generacion de condiciones reductoras.

La remocion eficiente de As (III) en el ensayo y la formacion visible de precipitados
amarillentos fueron indicativos del proceso de biomineralizacion llevado a cabo por el
CMS a pH acido (3.50). Estos resultados coinciden con los hallazgos de Rios-Valencia et
al. (2017), quienes reportaron una alta capacidad de ciertas comunidades microbianas
para precipitar As (III) en forma de sulfuros metalicos, particularmente en condiciones de
pH é4cido (4.50), como rejalgar y oropimente. Asimismo, Serrano y Leiva (2017)
sefalaron que la bioprecipitacion de As en condiciones anaerobicas, facilitada por BSRs,
es un mecanismo clave en la inmovilizacion de este metaloide, destacando la generacion

de precipitados como una estrategia de detoxificaciéon microbiana.

En nuestro ensayo se redujo la concentracion inicial de As (III) de 0.80 mM a 0.03 +
0.005 mM, lo que representa una reduccion del 96%. Esto coincide con lo reportado por
Rios-Valenciana y Celis (2025), quienes observaron la remocion de hasta un 90 % de As

al emplear CMS nativos en condiciones similares de pH (2.50 a 4.50) y concentracioén As
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(0.5mM). Asi también, la formacion de nanoestructuras de sulfuros de As (III) fue la
principal forma de biomineralizaciéon durante el proceso de remocion. Este fendmeno
sugiere que las BSR presentes en el consorcio no solo contribuyen a la reduccion del As
a sus formas menos toxicas como oropimente y rejalgar, sino también a la formacion de
estructuras estables, lo que limita la movilidad del metaloide en el medio y reduce el
riesgo de su esparcimiento. Este tipo de biomineralizacion es clave para el desarrollo de
estrategias de biorremediacion de aguas contaminadas con altas concentraciones de As,
como lo han demostrado otros estudios sobre el uso de CMS para el tratamiento de DAM

(Liu et al., 2025; Battaglia Brunet et al., 2024).

La presencia de madera en el ensayo de biomineralizacion de As (III) también pudo influir
en la disminucion de este metaloide del sistema asi como en el desarrollo 6ptimo del
CMS. La madera, por su composicion rica en celulosa, hemicelulosa y lignina, puede
actuar como un material adsorbente natural (Jiang, et al., 2024), capaz de retener
metales/metaloides mediante mecanismos fisicos y quimicos como la interaccion con

grupos funcionales y la captura en poros tal como se explicé anteriormente.

Es importante mencionar que la concentracion de As (III) evaluada en este estudio (0.80
mM, equivale a 60 mg L) excede aproximadamente 6000 veces el valor establecido por
el Estandares de Calidad Ambiental (ECA) para agua destinada para el consumo humano
(sub categoria A) en el Perq, el cual es de 0.01mg L' (MINAM, 2017). Es por ello que,
esta investigacion aporta un enfoque novedoso al demostrar una remocion eficiente de As
(I1T) bajo condiciones extremas de acidez (pH 3.50) mediante el uso de un CMS nativo y

madera como soporte estructural.

Esta investigacion demuestra que la biomineralizacioén a pH &cido (3.50) empleando CMS
es una estrategia viable para la remocion de contaminantes tales como el As (III) en fases

acuosas. Considerando la necesidad de implementar tratamientos sostenibles para la
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remocion de metales en sistemas como el DAM, el empleo de consorcios microbianos se
convierte en una opcion eficiente pues permite una remocion adecuada de As (III) en
condiciones de bajo pH, sin necesidad de ajustes quimicos, lo que reduce costos y
complejidad operativa (Battaglia-Brunet et al., 2024). Adicionalmente, el uso de CMS
junto con madera como soporte fisico favorece la formacion de biopeliculas estables y
resistentes, introduciendo este proceso en el contexto de la economia circular (Jiang et
al., 2024), ideal para remediar problemas ambientales relacionados a aguas residuales de

la industria minera de forma sostenible.
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1. Conclusiones

Se lograron CMS (GlyMix y AceMix) mediante un ensayo de microcosmos inoculado
con sedimentos recolectados de un tunel minero en Hualgayoc y empleando madera como
soporte a pH 3.50. Ambos consorcios mostraron actividad en condiciones acidicas, lo
cual fue comprobado por el incremento del pH, la produccion de sulfuros y una

disminucion del ORP.

Los CMS lograron una CMT de As (III) de 0.80 mM (60 mg/L) con glicerol como
donador de electrones/fuente de carbono. Potencialmente, esta tolerancia fue mediada por
mecanismos fisiologicos (produccion de EPS, estructuras extracelulares, procesos de
bioacumulacion o transformacion del As (III) y produccion de sulfuros) y por la accion

adsorbente de la madera.

Se logréo la biomineralizacion de As (III) empleando un consorcio microbiano
sulfidogénico a pH 3.50, empleando glicerol como donador de electrones/ fuente de
carbono y madera como soporte, removiéndose hasta 96% de este metaloide luego de 91
dias de tratamiento. Asi también, al final del tratamiento se logré aumentar el pH,
disminuir el ORP, y producir sulfuro. Adicionalmente, se formaron precipitados de color
amarillo en el fondo de las botellas, lo que visualmente confirma la formacion de sulfuros

de arsénico (p.e., oropimente, rejalgar).
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5.2. Recomendaciones

Realizar estudios moleculares (p.e., metagendomica) para conocer que microorganismos
estan presentes en los consorcios microbianos sulfidogénicos obtenidos. Esto permitiria
identificar rutas metabodlicas involucradas en los procesos relacionados con la resistencia

al As y la biomineralizacion de este mismo.

Estudios previos como Del Sole et al. (2023) y Tanmoy y LeFevre (2024) proponen que
al uniformizar el tamafio de la madera para garantizar superficies de adjuncion para los
CMS. Demostrando que los materiales lignoceluldsicos con estructura porosa regular,
como el aserrin o astillas calibradas, mejoran significativamente la capacidad de
adsorcion de metales y el soporte fisico para microorganismos inmovilizados,
favoreciendo la colonizacion de los microorganismos. Esto es importante al realizar
transferencias, ya que asegura que una mayor proporcion de la biomasa adherida pueda
migrar o reproducirse en nuevos sustratos. Ademas, la madera blanda y menos densa (p.e.
pino, alamo, entre otras) se consideran mas aptas para la colonizacion de los

microorganismos por poseer una estructura porosa.

Realizar andlisis de difraccion de rayos X (XRD) y microscopia electronica de barrido
combinada con espectroscopia de energia dispersiva (SEM-EDS), para confirmar la
composicion mineralogica exacta del sulfuro metalico formado y su estabilidad a largo

plazo en las condiciones experimentales empleadas.

Se recomienda investigar la efectividad del consorcio microbiano y la eficiencia de la
biomineralizacion frente a variaciones de parametros tales como la temperatura, el pH

inicial o mayores concentraciones de As para simular escenarios mas realistas.
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APENDICES

Apéndice 1

Tabla 5. Fichas para recolectar los datos del lugar de muestreo

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS Codigo de muestra:

Fecha: Punto de muestreo:

Nombres del responsable

pH del DAM

Volumen de sedimento colectado

Numero de muestras colectadas

Apéndice 2
Puntos de muestreos y medicion de parametros fisicoquimicos

Recoleccion de las muestras y medicion

del pHy ORP B. Recoleccion

7'" Agua de madera
A. Recoleccién -5 ;
de sedimento §  pH:3.2
Punt ORP: 534 .8 |
g ), Sedimento
pH: 3.15
ORP: 528.7

E‘i‘p Agua

iment

.v",
M H: 206
| ORP:516.9

Sedimento
pH: 2.28

ORP: 489.2

Punto
2

Figura 13. Muestra el proceso de recoleccion de las muestras de sedimento y madera, asi
como la medicion de los parametros fisico-quimicos del agua in situ. (A). recoleccion del
sedimento en el P1 y P2. (B) recoleccion de madera en el P2.
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Apéndice 3.

Preparacion del medio de sales minerales (MSM)

1. Medio MSM : 2. Dispensar 45 | 3.Intercambio 4. Esterilizar | 5- Afade solucion
suplementado | mlde medio de gases de vitaminas y los
donadores de e-

™=
MSM + donadores
de electrones
E. Le\iadura Fuentes de Fuentes de
i = Carbono Vitaminas
Sulfato de sodio wa Y G e
T < TR 1 v S S
< . K A
Cisteina - s Glicerol Acetato
7 . Crear
Resarsurina condiciones

anaerébicas

Figura 14. Preparacion del medio. (1) agregar las soluciones stock. (2) Dispensar el
liquido preparado en frascos de suero de 100 mL. (3) realizar el intercambio de gases
(N2/CO» : 80/20). (4) Esterilizar el medio dispensado en una autoclave. (5) Afadir la
solucion de vitaminas y el donador de electrones a cada botella.

Apéndice 4.

Preparacion de la madera.

Figura 15. (A) Se muestra las condiciones estériles para almacenar la madera en el
microtubo. (B) se procede a pesar cada una de ellas. (C) se colocan para film y se
almacenan en una gradilla hasta su uso.
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Apéndice 5.

Obtencion de los microcosmos

MSM + donadores de
electrones + madera +

MSM + donadores de

electrones + madera +

inéculo (Mix de sedimentos) inoculo (Mix de sedimentos)

Figura 16. Muestra fotografias de los microcosmos formados con sus respectivos
donadores de electrones GlyMix (glicerol) y AceMix (acetato).

Apéndice 6.

Obtencion de las concentraciones para la prueba de tolerancia

Fuente de carbono:

Glicerol
= = [— .
PN AN £ AN
. GhMin
Microcosmos de 3° ?ﬂ i
transferencia ! . !
ﬁéﬁ bl e [ e “=[*= Control
e mE o= e e
. 2z as W e W 2z NaAsOp
Qderd  usmMdeks] (0BomMdeAs) (3ZomMdeds) [1280MMeAs)
Fuente de carbono:
Acetato
=~ = = =
20N Py \ £ N AN
Microcosmos de 3°
transferencia 11 1 11
- = - o
- o ) oo 2] foco o i) BB Control
NaAsO, 2= 2= 2z =2 22 =32 22 122

+ =
S, ENEN  ENEN e mE A

+
Madera 2

>z

(020mMdeAs)] (0BOmMdeAs] (320mMdeAs) (1280 mM deAs)

Figura 17. Presenta la combinacion que se realizd para obtener los CMS dentro de las
siguientes concentraciones.
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Apéndice 7.

a.

Preparacion de la curva de calibracién

La metodologia analitica empleada para la determinar el As Ill soluble, se basd
en el protocolo de Pasha y Narayana (2008), y modificado en la toma de una
alicuota de 0.5 mL de muestra. Este método espectrofotométrico UV/VIS a 532
nm se fundamenta en la reaccion del As Il con yodato de potasio (KIOs) en medio
acido, lo que libera yodo. Este yodo, a su vez, blanquea la safranina, resultando
en una disminucién de la absorbancia que es directamente proporcional a la
concentracion de As lll. La curva de calibraciéon (Figura 26) presenta una
excelente linealidad R?=0.9957, lo que asegura la fiabilidad de las

cuantificaciones de As Il dentro del rango de 0.4 a 10 pg mL™.

Se prepard una solucién estandar de arsénico Il a 1000 pg mL™ disolviendo
0.04335 g de NaAsO2 en 25 mL de agua destilada. Se afiadid alicuotas de la
solucién estandar a una serie de fiolas volumétricas de vidrio de 10 mL. Luego,
se completd con agua destilada hasta alcanzar el volumen de 10 mL. De esta
manera, podra obtener las siguientes concentraciones presentes (0.133, 0.100,

0.067,0.033, 0.011, 0.001 y 0.000 Mm de As IlI).
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b. Procedimiento de la curva de calibracion

0.imLoiCOuL 0.075mLo 75 uL

£ e € Ve

10pg/ml de 7.5 pg/ml
Aslll deAs

Aforara 10 mL Aforara 10 mL

con agus con sgus
( ﬂ destilada L .ﬂ destilada
Sol Madre Sol Madre
1000 pg/mL 1000 pg/mL
de As Il de Aslll
005mLo50ul 0.025mLo25uL

& . € e

S pg/ml de

Aforara 10 mL

con agus
l ﬂ destilads
Sol Madre
1000 pg/mL
de As il
0.008mLo8pulL
h Stock 5
0.8 pg/mlL
deAslll

Aforar3 10 mL

con 3gua
’( ﬂ destilada
Sol Madre
1000 pg/mL
deAslil

Figura 18. Cada letra representa una solucion stock (como indica la Tabla 2) que parte

Aslll

deAslI

Aforara 10 mL

con 3gu3
l ﬂ destilada
Sol Madre
1000 pg/mlL
de As lll
0.04 mLo 40 uL °1mL°1°°“L
h Stock 6
4 pg/ml de 0.04 pg/mlL
Aslil deAslil
Aforar2 10 mlL Aforarz 10 mL
‘ con agua con agua
( " destilada destilada
Sol Madre
1000 pg/mL
de As il

desde la concentracioén primaria o madre.
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c. Grafica de la curva de calibracion

DETERMINAR As I A=532nm
0.005
0.000
0.000 @ -0.002
0 1 “®. ogbss 4 5 6 7 8
< -0.005 R
Q tea -
E "‘.0.009
.,
E -0.010 '-._‘.‘_0013
@] "-..
2 ... -0.016
< -0.015 e
y =-0.0034x+0.0041 .., -0.0195
2 _ fee,
0.020 R? =0.9957 ®
-0.025

Figura 19. Curva de calibracion de las concentraciones de NaAsO; (0.000, 0.001,
0.011, 0.033,0.067, 0.100 y 0.133) respectivamente.

d. Procedimiento para determinar As IIl en condiciones acidas.

o ¥
Agregar
05 ml. Stock 1
de Mx 10 pg/mL
de As IT ImL ImL 0.5 mL
ISy 2T
R O, s O o
! ~ 0,02% ~ 2mL
Agitar suavemente Agitar suavemente
Color amarillo x 2 minuto
e A == 0 r e % ¥ e K
{ 9 /
i . A ( /
: l = S— (( )]) . — G T. ACETATO
Datos: Abs o gitar suavemente  Aforara 10 mL
A=532nm Cargar 2 mL
Cubeta

Figura 20. Muestra el procedimiento completa mente descrito y paso a paso para poder
guiarse observando los numeros de la imagen
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Apéndice 8

Tabla 6. Fichas para recolectar datos en el laboratorio

FICHA DE RECOLECCION DE DATOS Codigo de
microcosmo:

Fecha
Nombres del responsable
pH
Donador de electrones Glicerol Acetato
Proporcion [1:2] [1:2]
[donador de electrones:
sulfato]
Seleccion de consorcio Si NO
microbiano sulfidogénico

Tratamientos de Biomineralizacion

pH [inicial | final]

Potencial de oxido-reduccion
[inicial | final]

Cuantificacion de sulfuros
[inicial | final]

Cuantificacion de As presente
[inicial | final]

Precipitados formados Si NO
(Presencia)

Apéndice 9
Pruebas estadisticas (Krusskal-Walis ANOVA) permiti6é validar la consistencia entre

réplicas y la fiabilidad de los resultados GlyMix para el pH en el tratamiento de
biomineralizacion.
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- Descriptive Statistics  ~|
N Min Q1 Median Q3 Max
“Valor' G1 14 365 5205 577 583 5096
G2 14 367 46825 503 568 594
G3 14 372 4635 5675 5045 B.05

# Ranks hd
- Test Statistics |
Chi-Sguare DF Prob=Chi-Square
“Walors 3.18663 2 0.20325

Mull Hypothesis: The samples coms from the sams populstion.
Alternative Hypothesis: The samples come from dif ferent populations.
"“Valor": At the 0.05 level, the populations are NOT significantly different.

= Dunn's Test |

Mean Rank Diff Z Prob  Sig

Valor' G1 G2 785714 169486 027031 O
G1 G3 167857 0.36208 1 0

G2 G3 617857 -1.33277 054782 0

Sig =gusls 1 indicates that the difference of the means is significant at the 0.05 kevel
Sig egusls 0 indicates that the difference of the means is= NOT significant at the 0005 level.

Apéndice 10

Tabla 7. Comparacion de los métodos para determinar As en las muestras y el
control del tratamiento de biomineralizacion.

Determinacion de As (I1I)

, Tratamiento | Gly-Biomin Control
Métodos .
(Dias) (mM) (mM)
Espectrofotometria 91 0.03 +0.00 0.76 £ 0.005
E ;
SGS ( spectromgtrla dg masas de 105 0.001 £0.004 | 0.75=0.056
plasma acoplado inductivamente)
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ANEXOS

Anexo 1. Formas mineraldgicas de los precipitados formados con As

Formas mineralogicas: A. Rejalgar (As,S,) B. Oropimente

(As,S,) y C. Arsenopirita (FeAsS), imagenes recopiladas de

Google.

Anexo 4. Componentes del medio MSM (Stams et al., 1993), modificado por (Sanchez-

Andrea et al., 2013)

Nimero Componente g1
1 KH2PO4 0.41
2 Na;HPO4.2H,O 0.53
3 NH4Cl 0.3
4 NaCl 0.3
5 MgCl.6H.O 0.1
6 CaCl».2H,0 0.11
7 L-cisteina 0.5
Numero Elementos traza mL L!
1 traza acida y alcalina 0.2
2 solucion de vitaminas 1
3 Resazurina 0.05 %
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