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Resumen

En Ecuador, la mineria ha provocado un aumento de contaminacion ambiental dado al mal manejo
de residuos resultantes de la extraccion minera, los residuos denominados lodos de relave, estan
compuestos en su mayoria por metales pesados que contaminan el medio ambiente generando graves
impactos ambientales debido a la toxicidad de los compuestos. El presente trabajo se lo realizd con
el objetivo de evaluar la biorremediacion de metales pesados en lodos de relave minero utilizando
Aspergillus niger, Pseudomonas aeruginosa y Trichoderma harzianum.

En el ensayo se evalud la capacidad de biorremediacion, de los tratamientos T1 (lodo + metales +
Trichoderma harzianum); T2 (lodo + metales + Aspergillus niger); T3 (lodo + metales +
Pseudomonas aeruginosa); T4 (lodo + metales + Trichoderma harzianum + Aspergillus niger +
Pseudomonas aeruginosa) y frente al testigo TO (lodo + metales), aplicados sobre los lodos de relave

tres veces a la semana y distribuidos en un disefio experimental DBCA.

El anélisis estadistico se realiz6 un modelo generalizado mixto con familia gamma y Tukey al 5% y
se obtuvieron variables sin significancia entre temperatura y humedad, para las variables de pH y
conductividad eléctrica con significancia, por lo que el uso de los microorganismos es una alternativa

de mejora.

El uso de T. harzianum mostré una mejora de remocion en Aluminio ya que el resultado inicial fue
de 1641 mg/kg y el final de 1249 mg/kg, por lo que el uso de este microorganismo es efectivo. A.
niger obtuvo buenos resultados en remocidn de Zinc presentando valores iniciales de 4888 mg/kg y
final de 3319 mg/kg, P. aeruginosa obtuvo buenos resultados en remocion de Cobre presentando
valores iniciales de 3542 mg/kg y final de 1059 mg/kg. La biomasa de los microorganismos
estudiados presento valores favorables sobre todos los metales.

La biorremediacion de lodos de relave es una alternativa rentable ya que es econdmica y amigable
para el medio ambiente, ayudando en la remocidn de residuos peligrosos en grandes concentraciones
resolviendo los problemas de impacto ambiental.

Palabra claves: Remocion, relave, lodos, microorganismos, hongos, bacterias.



Abstract

In Ecuador, mining has caused an increase in environmental pollution due to the mismanagement of
waste resulting from mining extraction, the waste called tailings sludge, is composed mostly of heavy
metals that pollute the environment, generating serious environmental impacts due to the toxicity of
the compounds. The present work was carried out with the objective of evaluating the bioremediation
of heavy metals in mine tailings sludge using Aspergillus niger, Pseudomonas aeruginosa and
Trichoderma harzianum.

The bioremediation capacity of the T1 treatments (mud + metals + Trichoderma harzianum) was
evaluated in the trial; T2 (sludge + metals + Aspergillus niger); T3 (sludge + metals + Pseudomonas
aeruginosa); T4 (sludge + metals + Trichoderma harzianum + Aspergillus niger + Pseudomonas
aeruginosa) and against the control TO (sludge + metals), applied to the tailing’s sludge three times
a week and distributed in a DBCA experimental design.

The statistical analysis was carried out using a generalized mixed model with the gamma and Tukey
family at 5% and variables without significance were obtained between temperature and humidity,
for the variables of pH and electrical conductivity with significance, so the use of microorganisms is
an improvement alternative.

The use of T. harzianum showed an improvement in Aluminum removal since the initial result was
1641 mg/kg and the final result was 1249 mg/kg, so the use of this microorganism is effective. A.
niger obtained good results in Zinc removal presenting initial values of 4888 mg/kg and final values
of 3319 mg/kg, P. aeruginosa obtained good results in copper removal presenting initial values of
3542 mg/kg and final values of 1059 mg/kg. The biomass of the microorganisms studied presented
favorable values over all metals.

Tailing’s sludge bioremediation is a profitable alternative since it is economical and friendly to the
environment, helping to remove hazardous waste in large concentrations, solving environmental
impact problems.

Keywords: Removal, tailings, sludge, microorganisms, fungus, bacteria.
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1. Introduccién

La actividad minera del Ecuador ha crecido aceleradamente en los Gltimos cuatro afios donde se
registré el 72% de la superficie minera expandida, provocando el aumento de la contaminacion por
metales pesados, afectando principalmente a la flora y la fauna (Araujo et al., 2022). Generalmente
las minas estan ubicadas en sectores aledafios a rios o zonas rurales, donde se realizan los procesos
de extraccion y lixiviacion que generan piscinas de desechos en gran magnitud, los residuos forman
relaves que son eliminados en suelos generando un grave impacto ambiental por la cantidad de
componentes toxicos que contienen (Garzon et al., 2017) La contaminacion ambiental que genera la
actividad minera es un problema a nivel global, que afecta a los ecosistemas siendo el resultado de
las sociedades modernas que generan el agotamiento de los recursos naturales no renovables y no
existe un concepto de una mineria sostenible (Rivera et al., 2021).

Los residuos son denominados lodos de relave, que son subproductos no valiosos resultantes de los
procesos de extraccion minera que contienen: microorganismos, materia organica y micronutrientes,
pero en su mayor composicion son los metales pesados (Diaz & Quintero, 2020).

Los metales pesados son compuestos inorganicos que se encuentran de forma natural en la zona
parental del suelo que afectan a la biodiversidad potencialmente tdxicos en concentraciones bajas, el
mal manejo y la irresponsabilidad dada por los humanos ha ocasionado efectos bioguimicos que
deterioran al ambiente provocando cambios como: la reduccion de cultivos por infertilidad de suelos
y la ingesta de estos contaminantes generan enfermedades serias en los humanos (Curutchet, 2021).
El origen de los metales pesados puede ser de varias fuentes, entre las principales estan los desechos
industriales, mineria, pesticidas y fertilizantes, gracias a las caracteristicas inoloras e incoloras es
dificil lograr identificar su presencia en suelos y aguas (Vispo, 2017). Una concentracion de metales
pesados altamente toxicos como el Arsénico (As), Aluminio (Al), Cobre (Cu), entre otros, pueden
generar riesgo a la salud provocando enfermedades como cancer al pulmon o rifidn, afecciones al

sistema nervioso y 6seo (Serpa, 2017) (Ver Anexo 1).



En Ecuador constantemente se estan desarrollando actividades basadas en el desarrollo sustentable y
responsabilidad integral para este sector (Carrasco & Leo6n, 2018). Para mantener una mineria
sustentable se esta desarrollando metodologias de biorremediacion que reduzcan el impacto
ambiental. Hoy en dia las nuevas tecnologias han desarrollado alternativas en base a la remediacion
biol6gica tomando caracteristicas de plantas y microorganismos que actlan a favor de la degradacién
de contaminantes de suelos y aguas, dejando de lado los tratamientos tradicionales por sus altos costos
y baja eficiencia por lo que se recurren a tratamientos bioldgicos (Aguirre et al., 2021; Hernandez,
2021).

La biorremediacién hace referencia a un conjunto de metodologias basadas en el conocimiento,
técnico y cientifico desarrollado por la biotecnologia para la limpieza y descontaminacion de suelos
o fuentes acuéticas en las que la presencia de desechos provenientes de diferentes actividades
antropogenicas, genera efectos negativos sobre las condiciones naturales de un ecosistema, y
mediante la accion dirigida, principalmente microorganismos es posible recuperar las caracteristicas
del ambiente, se logra mediante la degradacion del contaminante en una forma menos toxica, siendo

un proceso rentable por su bajo costo, eficacia y amigable con el ambiente (Chirivi et al., 2019).

Los géneros de hongos como Trichoderma sp. y Aspergillus sp. actiian como agentes bioldgicos que
purifican al suelo de toxicos contaminantes debido a la presencia natural propia del suelo. El
metabolismo interno de cada hongo es capaz de captar metales, estudios mencionan que géneros
fangicos pueden degradar entre 85% y 90% de metales pesados como Mercurio (Hg), Cadmio (Cd),
Azufre (S), Aluminio (Al) y el Cromo (Cr) (Cafizares, 2015; Hernandez, 2021; Juéarez, 2020). Por
otro lado, Pseudomonas aeruginosa es una bacteria destacada por su capacidad catabdlica y de facil
adaptacion, es un excelente agente contra metales pesados. Diversos estudios han demostrado que
degrada hasta el 93% de metales pesados como Plomo (Pb), Zinc (Zn), Arsénico (As) y Cadmio (Cd)
(Chellaiah, 2018; Lujan, 2019). El objetivo de este proyecto es evaluar la biorremediacion de metales
pesados en lodos de relave minero utilizando Aspergillus niger, Pseudomonas aeruginosa y
Trichoderma harzianum. Basandose en la Hipotesis Nula (Ho) “La biorremediacion con Aspergillus
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niger, Pseudomonas aeruginosa y Trichoderma harzianum no son eficientes para lodos de relaves
mineros” y la Hipotesis Alternativa (Ha) “La biorremediacion con Aspergillus niger, Pseudomonas
aeruginosa y Trichoderma harzianum son eficientes para lodos de relaves mineros”

Mediante este estudio se pretende valorar las herramientas de Temperatura, humedad, conductividad
eléctrica y pH para conocer las condiciones del suelo y aplicar una solucidn viable con la ayuda de
bibliografia, asi mismo, generar informacién sobre lodos de relave y alternativas de almacenamiento

y tratamiento de residuos mineros médiate técnicas biotecnoldgicas como la biorremediacion.



2. Fundamentacion tedrica

2.1.  Antecedentes de la mineria en el Ecuador

El contexto histérico sobre la mineria del Ecuador abarca los antecedentes de las culturas, Valdivia,
que entre los afios 3500 a 1800 A.C. realizaban excavaciones para extraer arcilla y barro, utilizado
para la elaboracién de piezas de cerdamica de uso convencional. Las culturas como la Machalilla y
Chorrera mejoraron las técnicas de extraccion de materiales, dando inicio a la extraccion de oro (Au)
y plata (Ag), y la primera cultura en usar platino (Pt) en sus obras fue la cultura Tolita. Estos eventos
han dejado desde la época de conquista un escenario que refleja una herencia enfocada en la mineria
basica que pasa a dominio de la Real Corona de Espafia, cambiando la cultura y cosmovision de los
indigenas, explotando los metales por métodos de separacion o fundicidn, siendo técnicas
perjudiciales para el medio ambiente como para los trabajadores. Llegando a su fin en la época de la
independencia, donde se pasa el dominio de las mineras hacia el Estado; Los niveles de produccion
diarios que puede generar una mina, esta establecido por la Ley de Mineria citada en su texto de
“"Norma de Calidad Ambiental del Recurso suelo y Criterios de Remediacion para Suelos
Contaminados del libro VI Anexo 27, que las clasifica en cuatro fases: artesanal, pequefia, mediana y
a gran escala, siendo la mineria artesanal la que cuenta con un mayor nimero de explotaciones
(Burbano, 2021).

En el punto central referente en la sierra ecuatoriana, existen minas tanto legales como ilegales de las
cuales aproximadamente el 35 % no son reguladas por el Ministerio del Ambiente del pais (Ministerio
del Ambiente, 2016a), esto implica que la mayoria de estas acumulan y no tratan los residuos de
relave por falta de espacio, conocimientos técnicos y tecnologias (Cuenca et al., 2021). EI mal manejo
de los residuos inorgénicos provoca dafios tanto en la salud de quienes trabajan en las minas, la
poblacién circundante a la zona de influencia, debido a la produccion de grandes cantidades de
residuos inorganicos como relaves complicando su accion de remediacién e incrementando la

bioacumulacion (Duany et al., 2022).



La explotacion minera se encuentra principalmente en el sur del pais, afectando a territorios rurales
de la zona de los Andes; segun el informe presentado por Ministerio del Ambiente (2016), se observa
que en el Ecuador existen 7245 concesiones mineras reguladas por la ARCERNNR (Agencia de
Regulacion y Control de Energia y Recursos Naturales no Renovables), de las cuales 3380 minas se
dedican a la metaldrgica, 1000 a cielo abierto donde 672 estan ubicadas en la provincias de El Oro y
Azuay, donde el auge de la mineria es un gran punto de vulnerabilidad para los campesinos, dada la
introduccién de inversiones extranjeras privadas y la explotacién de recursos del suelo (Beltran &
Gomez, 2015).

La provincia de El Oro es afectada por la contaminacion ambiental que ocasiona la mineria ilegal,
reduciendo la posibilidad de conservar los recursos naturales y disminuir los residuos; Zaruma y
Portovelo son las provincias mas afectadas ya que de manera tradicional extraen el oro basado en
tratamientos a base de cianuro y mercurio, causando una contaminacién principalmente en el agua
cuyo uso es destinado a la poblacion; la industria minera genera residuos como: rocas sobrecarga,
ganga, plasticos, productos quimicos, lodos, drenajes acidos de minas (AMD), drenaje acido de roca

(ARD) (Burbano, 2021)

2.1.1. Tipos de mineria en Ecuador

A. Artesanal: Realiza actividades mineras efectuada por trabajo individual, comunitario o familiar,
el nimero de obreros que labora en este tipo de minas dependera del tamafio de las vetas, entre 15
a 30 personas. Utilizan herramientas y maquinas de simple uso, generalmente hechas a mano
debido a que la técnica de extraccion es muy tradicional (falta capacitacion, falta de educacion,
tecnologia basica, etc.) y es conocida como ilegal usando sustancias como el cianuro (CN-) y
mercurio (Hg) que son adquiridas de manera clandestina ocasionando contaminacién al ambiente
y no se miden los dafios. En el Ecuador existen 3377 concesiones (ARCERNNR, 2023; VVasconez
& Torres, 2021).

B. Pequefia: Por lo general esta mina no excede las 10 personas, pertenecientes a una sola comunidad

entre familiares o amigos, se enfocan en lechos de los rios (aluvial). Utilizan herramientas como
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excavadoras, bombas de succion y elementos de transporte. De la mineria artesanal se deriva la
pequefia mineria por lo que comparten caracteristicas basicas en cuanto al tratamiento de desechos
y a los escasos recursos tecnoldgicos que abarcan las comunidades que explotan los metales. En
el Ecuador existen 1977 concesiones (ARCERNNR, 2023; VVasconez & Torres, 2021).

. Mediana: Al ser una produccién mas amplia se requiere de hasta de tres turnos en una jornada, se
necesita personal extra y el nimero de obreros depende de la produccion necesaria, no excede de
300 personas, incluyendo a; un operador de explosivos, al igual que gruas y carros transportadores,
exige una implementacion de una mayor tecnologia y para el trasporte del material se utilizan
maquinarias pesadas como volquetas y cargadoras de cuchara En el Ecuador existen 152
concesiones (ARCERNNR, 2023; Banco central, 2023; VVasconez & Torres, 2021).

. Gran escala: Este tipo de mineras son pioneras y aun desconocidas en el pais, hace referencia a
la extraccion de metales del subsuelo, por lo que necesita altas tecnologias y requiere una alta
inversion de capital, son operadas por corporaciones transnacionales que cuenta con inversion
extranjera (Teijlingen,2019). El personal de estas minas sobrepasa los 500 trabajadores dado a que
los proyectos mineros generalmente son grandes y usan extensas superficies siendo proyectos a
cielo abierto. La maquinaria que utiliza esta establecida en la ley, siendo estas similares a las de la
mineria mediana. En el Ecuador existen 367 concesiones, 1087 de libre aprovechamiento

(ARCERNNR, 2023; Banco central, 2023; Vazquez et al., 2017).

2.1.2. Procesos mineros

A. Prospeccién: se inicia el reconocimiento general del area donde se ubican irregularidades

geoldgicas minerales (Paganini, 2022).

B. Exploracion: se limita a un &rea mas restringida, se delinea las dimensiones y la riqueza mineral

el deposito. Se utilizan técnicas como: Muestreos de zanjas, caminos, tuneles y sondajes

diamantinos (Paganini, 2022).

C. Beneficio: estudio de los minerales extraidos para conocimiento de utilidad y leyes por aplicar

(Auquila et al., 2021).



D. Fundicion: separacion de metales de concentrados producidos y minerales correspondientes del
beneficio. Se utilizan técnicas como: exposicion a altas temperaturas (Auquila et al., 2021).

E. Refinacion: se convierten los productos obtenidos en metales completamente puros (Auquila et
al., 2021).

F. Comercializacion: negociacion para la compraventa de productos mineros resultantes (Auquila
etal., 2021).

G. Cierre: se ejecutan actividades de restauracion en areas afectadas. Se utilizan técnicas como:

Tratamientos fisico-quimicos y Tratamientos Biologicos (Auquila et al., 2021).

2.2.  Lodos de relave

Segun Garzén y colaboradores ( 2017), todos los tipos de minerias cuentan con un depdsito de
residuos, por lo que, una vez extraidos los metales preciosos, los residuos pasan por un proceso de
molienda y se producen particulas muy finas que, al ser mezcladas con agua, generan un liquido
lodoso a los que se denominan lodos de relaves mineros.

Los lodos de relave son subproductos residuales no valiosos resultantes de diferentes sélidos disueltos
en agua provenientes de procesos de extraccion como la lixiviacion, que se utiliza principalmente
para extraccién de oro, cobre, plata, azufre que se desechan en forma de lodos considerandose como
el Gltimo residuo no tratable de una minera (Diaz & Quintero, 2020). Estudios demuestran que, en
una extraccion de cobre, solo el 2% del material extraido es utilizado, mientras el 98% es descartado
como residuo sin valor; relaves (Teijlingen,2019).

La mineria a gran escala deposita los lodos en pozas especiales utilizando areas cuyas superficies son
de gran tamafio y la capacidad volumétrica va acorde a la produccion de la explotacion minera,
mientras la mineria mediana dispone lugares en la superficie dentro de la misma mina, y la mineria
informal o pequefia descarta sus residuos en el rio sin tratamiento previo, siendo un delito de
contaminacion de aguas, a pesar de que puede tener concesiones y permisos ambientales. En la

mayoria de estos casos los lodos que son generados a partir de la mineria se han entregado sin ningun



tipo de tratamiento previo llegando a presas o terrenos e incluso disponiéndose en lagunas y rellenos
sanitarios (Amador et al., 2015; Dominguez, 2013).

2.2.1. Composicion de lodos

Consiste en roca molida y agua predomina con un 50% el tamafio del limo (0.002- 0.062 mm) seguido
de la arcilla (0.002mm) con un 20% del tamafio y finalmente con menos del 20% la arena (0.062
mm), y contienen entre 45% y 50% de agua (Ortega, 2020).

La composicion de los residuos varia dependiendo del tipo de mineria que se explore, por lo general
en los procesos metallrgicos de extraccion de oro se encuentran los denominados minerales de ganga
como: cuarzo, feldespatos, biotita, clorita y yeso, también los minerales de mena que generalmente
son: pirita, bornita y molibdenita (Ramirez, 2017).

Los minerales de ganga son también denominados como “minerales primarios” siendo aquellos que
se forman antes de ser depositados en relaves, pueden ser hipogenos y supérgenos y los minerales de
mena son los “minerales secundarios” siendo estos los que se forman dentro de los relaves (Jambor,
1994). Ademas, contienen quimicos gque son aplicados en el proceso como cianuro, arsénico, plomo,
cadmio, zinc y mercurio, y existe la posibilidad de que estos elementos generen reacciones quimicas
cuando entran en contacto con el agua y oxigeno, generando acidos mas toxicos (Teijlingen,2019).
A parte de estar conformado por microorganismos, micronutrientes, materia organicay alto contenido
de metales y metaloides que superan los limites permisibles de diferentes normas a nivel mundial
(Diaz & Quintero, 2020).

2.2.2. Metales

Un metal pesado es un elemento quimico metalico con alta densidad especifica mayor a 5 g cm3y
son considerados elementos potencialmente toxicos en concentraciones bajas. Los metales pesados
mas comunes encontrados en lodos de relave son el Plomo (Pb), Zinc (Zn), Arsénico (As), Mercurio
(Hg), Cadmio (Cd), Aluminio (Al), Cromo (Cr) y no metales como el Azufre (S) (Serpa, 2017).
Generalmente los metales pesados se los encuentra como componentes naturales terrestres en forma
de minerales u otros compuestos, actualmente la fundicion de metales, la galvanoplastia, produccién
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de energia y combustibles y en general la actividad humana ha dado como resultado que se presenten
en suelos y corrientes acuaticas siendo ya propios del medio (Beltran & Gémez, 2016).

Segun Covarrubias & Pefia (2017), los metales pesados se han convertido en compuestos
imprescindibles para el posterior desarrollo de plantas, animales y microorganismos; las
concentraciones de estos compuestos van a determinar el rol de importancia para ejercer reacciones
bioquimicas que ayudan con el crecimiento de los mismos, sin embargo estos en altas concentraciones
pueden influir biolégicamente y formar compuestos inestables convirtiéndolos en agregados letales
y toxicos (Beltran & Gomez, 2016).

Segun Pinzdn (2019), los metales se han convertido en las Gnicas sustancias que no pueden ser
eliminados completo, sino que éstas son modificadas o transformadas de un estado de oxidacion a
otro menos complejo. La acumulacion de metales pesados persiste en sedimentos como lodos y
suelos, esta presencia en altas cantidades y en diversas formas llegan a ser toxicas y dafiinas en la
salud de los organismos vivos, principalmente en la contaminacién de alimentos que se acumulan en

tejidos y 6rganos de animales y plantas (Patel, 2015).

2.2.3. Relaveras

Los depdsitos de relaves son aquellos que mantienen separados a los residuos mineros del ambiente
mediante presas o diques, son importantes ya que puede almacenar a los relaves en forma de pulpa,
siendo seguro y evitando la emision de olores, llegando a la conclusion de que cada deposito debe ser
unico, clasificados y evaluados continuamente, cosa que no realizan las minas del pais (Espinoza,
2022).

Existen tres tipos de disefios de relaveras; “aguas abajo”, “eje central” y “aguas arriba”. El disefio del
deposito varia entre proyectos y las caracteristicas del material almacenado, en Ecuador depoésitos
que se utiliza frecuentemente es el denominado Upstream (aguas arriba) ya que es un método que

requiere construccion, este método almacena el relave con direccion aguas arriba y usa los mismos

depdsitos como base (Safety of Tailings Dams, 2019).



2.3.  Impacto Ambiental de lodos de relave contaminados con metales pesados
El uso de grandes zonas naturales para la realizacion de proyectos mineros ataca directamente a la
cobertura vegetal interrumpiendo sus ciclos naturales lo que genera un desequilibrio y causa la
destruccion y disminucion de la biodiversidad provocando la extincion de fauna endémica de la zona,
también alteran las fuentes hidricas con descargas de contaminantes que también altera a la fauna y
flora acuatica (Teijlingen,2019).
Uno de los impactos menos conocidos es la calidad del aire y el ruido que ocasionan las minas con el
uso de maquinarias pesadas que rompen las rocas para su extraccion generando grandes nubes de
polvo y liberacion de gases toxicos. Todos los impactos son generados por la mineria a gran escala y
esta relacionado con los diques de depositos de relaves (Chambers & Higmans, 2015).
El uso de estos depdsitos “aguas arriba” a pesar de ser el método mas utilizado no es muy seguro
dado a que no cuenta con una estabilidad segura por su inclinacion periférica, la que debe ser
controlada, lo que provoca la infiltracion de agua y tiene mala respuestas ante la actividad sismica
(Safety of Tailings Dams, 2019).
Uno de los principales riesgos de los diques que contienen relaves es el colapso de estos, que resultaria
en el derrame de millones de metros cubicos de relaves contaminados en el ambiente, generando un
grave impacto en los ecosistemas llegando a ser catastréficos hasta el punto de ahogar personas en el
lodo y contaminando rios siendo inadecuados para su uso Yy generando enfermedades
(Teijlingen,2019). Este impacto del colapso sucedid en el 2019 en Chile y fue denominado como
“Desastre de Brumadinho™ siendo uno de los mayores desastres mineros del pais con 235 personas
fallecidas (Emerman, 2018).
2.4.  Técnicas para reducir impacto ambiental
A. Tratamientos fisicoquimicos: Para la determinacion de las demandas quimica y bioguimica de
oxigeno, se utilizan técnicas espectrofotométricas, mientras que para los sélidos se utiliza el
método gravimétrico o el volumétrico. Los metales pesados se analizan mediante absorcion

atdbmica (Amador et al., 2015). En ciertos paises como Per0, se comprueba el uso de Geo tubo, un
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B.

textil flexible compuesto por filamentos de polipropileno, que degrada de manera bioldgica los
metales presentes en lodos de relaves, que cumplen la normativa propuesta para la manipulacion
de los toxicos (Rodriguez & Vizcardo, 2019).

En Colombia se utilizan métodos fisicos como la absorcion de metales por fijacion y métodos
quimicos como la extraccion de metales con quelantes como el EDTA (acido etilendiamina-
tetraacético) aumentando la movilidad en la fase liquida de los lodos de relave, ademés se han
empleado nuevas tecnologias como el espesamiento de los relaves, separando los materiales
s6lidos y los semisdlidos de los acuosos, es decir una técnica que usa la gravedad para provocar
una mezcla bifasica, donde las particulas solidas se asientan creando una pulpa espesa en la parte
inferior y la fase liquida en la parte superior, esté técnica permite eliminar el agua por lo que se
reduce el volumen del residuo (Beltran & Gdmez, 2016); Segun Cafiizares (2015) en Perd, el
tratamiento de remediacion don dolomita es un método de purificacion y precipitacion de los
efluentes, que lo usan para reducir la concentracién de metales pesados.

Intercambio i6nico y cationico: Su capacidad catidénica (CIC) se ve afectada en la
biodisponibilidad del metal y dependera de la materia organica y tipo de suelo, cuando se tiene un
alto contenido de (CIC) el suelo contiene baja toxicidad mientras que un suelo con baja (CIC) la
toxicidad aumenta, mientas que la biodisponibilidad de un metal con pH &cido aumenta gracias a
los iones libres pero esta biodisponibilidad se ve afectada cuando existe una formacion de
minerales de fosfato insoluble (Beltran & Gomez, 2015).

Filtracion por membrana: Es el proceso alternativo utilizado para el tratamiento de aguas
residuales, la membrana se convierte en una barrera que bloquea el paso de componentes
contaminantes como iones, compuestos organico e inorganicos. La industria quimica quiebra
azeoOtropos usados para solventes organicos, el area médica la usa para la dosificacion de
medicamentos, ademas de la industria biotecnol6gica ambiental en el tratamiento de aguas
municipales (Ribeiro et al., 2007).

Tratamientos biologicos
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Biodegradacion: utiliza bacterias que metabolizan contaminantes del suelo convirtiéndolos en
productos con presencia de nutrientes, es una técnica que no genera dafios y cuenta con bajos
costos (Gambini, 2018).

Digestion anaerobia: consta de una fase que forma acidos volatiles y otra fase en la que bacterias
anaerobias generan gas metano partiendo del acido generado previamente.

Digestion aerobia: utiliza aireacion para el desarrollo de microorganismos generando que estos
realicen auto-oxidacion, reduciendo material celular (Oropeza, 2006).

Biotransformacion: relacion que existe entre el microorganismo y el metal presente, evaluando
la variacién microbiana, debido a la alta resistencia sobre la toxicidad metélica (Gambini, 2018).

Biorremediacién: es un proceso o grupo de tratamientos para eliminar los contaminantes del

medio ambiente, restaurando asi el entorno natural original y evitando una mayor contaminacion,

se aplica a cualquier sistema o proceso en el que se empleen métodos bioldgicos para transformar

contaminantes en el suelo, aguas o lodos (Chirivi et al., 2019). Ver Tabla 1.

Tabla 1. Métodos de biorremediacion

Método | Descripcion Procesos

In situ Proceso natural intrinseco que | La atenuacion natural (proceso intrinseco, actda sin
consiste en aplicar nutrientes y | intervencion humana), el bioventeo (suministra aire y
oxigeno para estimular a los | nutrientes a un area contaminada mediante tuberias),
diferentes organismos | la bioestimulacion (aumenta la actividad de las
presentes en el medio | bacterias enddgenas de suelos contaminados
contaminado para degradar la | proveyéndoles de nutrientes, oxigeno, etc.) y la
materia inorganica. bioaumentacion (se afiaden microorganismos al

ambiente contaminado).

Ex situ Se centra en extraer y trasladar | EI landfarming (remueve el suelo contaminado y
suelos o aguas de su lugar de | vierte en una cama preparada), el compost (degradar
origen para su posterior | residuos organicos por medio del metabolismo
descontaminacion. microbiano anaerobio), biopilas (mezclan suelos

contaminados con suelos tratados para luego airearlos)
y el uso de la tecnologia de biorreactores (trata
materiales sélidos o0 aguas contaminadas).

Fuente: (Cota et al., 2018; Hernandez, 2021)
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2.5. Biorremediacion para metales en lodos de relave

Es una tecnologia que utiliza el potencial metabdlico de diferentes organismos vivos como plantas y
microorganismos, ya sean hongos, bacterias o levaduras, para lograr eliminar, mineralizar, degradar,
transformar y desintoxicar los contaminantes presentes en el ambiente como metales pesados
llevandolos a formas mas inocuas y menos toxicas, contrarrestando las mdltiples afecciones

ambientales (Chirivi et al., 2019).
2.5.1. Estrategias de biorremediacion

2.5.1.1. Fitorremediacion

Es una técnica ampliamente utilizada por sus propositos duales con el ecosistema, rentabilidad e
innovadora utilizacion de especies vegetales para lograr extraer, degradar, contener e inmovilizar a
los contaminantes, esta técnica principalmente busca capturar los agentes mediante una remediacion
natural in situ, se aplica para tratar suelos, aguas y lodos (Chirivi et al., 2019). Los mecanismos
utilizados son: Fitoextraccion (raices absorben contaminantes y los acumula en tallos y hojas),
Fitoestabilizaciéon (reduce movilidad de los contaminantes y no permite la migracion hacia el agua
subterranea) y Fitovolatizacion (las raices absorben los contaminantes, se transportan por la xilemay
los libera a la atmosfera en formas menos toxicas) (Lopez & Morales, 2022).

Las interacciones entre plantas y compuestos inorganicos constituyen una gran ventaja con respecto
a otros métodos, las plantas biotransformadoras con resultados de entre 85% y 95% de efectividad
son: Muhlenbergia Angustata y Alopecurus Magellanicus var. Bracteatus absorben contaminantes
como Plomo (Pb) y Arsénico (As); Eichhornia crassipes Mart., Lemna minor L., Azolla pinnata y
Thalia geniculata para Cadmio (Cd), Cromo (Cr) y Mercurio (Hg) (Beltran & Gomez, 2016; D.
Torres et al., 2010; Y. Torres et al., 2021).

2.5.1.2. Ficorremediacion

Consiste en aprovechar la cinética de consumo de nutrientes presente en microalgas para la
degradacion de contaminantes como los metales pesados presentes en medios acuosos 0 gaseosos

(Jacome et al., 2021). El uso de fotobiorreactores es importante en el proceso de tratamiento con estos
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microorganismos para poder condicionar pardmetros como la temperatura y la unidad de cosechado
del sistema para lograr una sinergia entre la poblacion inmersas y su posterior crecimiento de biomasa
(Cuenca et al., 2021; Domiguez et al., 2020).

Los generos mas reconocidos en el tratamiento de medios residuales contaminados de compuestos
inorganicos con resultados de remocion de hasta el 95% son: Scenedesmu sp. y Tetraselmis sp. para
Cromo (Cr), Aluminio (Al) y Zinc (Zn), Chlorella sp. y Espirulina sp. para Arsénico (As), Plomo
(Pb) y Cromo (Cr). y Microspora para amonio (NH4*) y Cromo total (Cr), (Cuenca et al., 2021;
Domiguez et al., 2020; Hernandez, 2021; Jacome et al., 2021).

2.5.1.3. Biorremediacion microbiana

Consiste en emplear microorganismos para la descontaminacion de diferentes ambientes logrando la
transformacion de los contaminantes en sus formas menos téxicas y son muy efectivas en fuentes
hidricas (Chirivi et al., 2019). Segun Cafizares (2015), los microorganismos se caracterizan por su
uso como biosorbentes de metales pesados, siendo una de las mejores alternativas para la
recuperacion de suelos (lodos de relave) y fuentes hidricas. Algunos microorganismos producen su
propio alimento utilizando los metales pesados como fuente de carbono (Curutchet, 2021). La
biosorcion es independiente del metabolismo y es uno de los procesos mas importantes en esta
técnica. La estructura celular de un microorganismo logra atrapar iones presentes en los metales
pesados para luego absorberlos en la union de la pared celular; el equilibrio cinético y la composicién
del metal en la célula dara cuenta de la cantidad de metal sorbido en el microorganismo (Chirivi et
al., 2019).

A continuacidn, se mencionan los principales microorganismos involucrados en la biorremediacion
de metales pesados con resultados entre 90 y 95% de efectividad. Hongos; Trichoderma viridae y
Fusarim oxysporum para Cadmio (Cd) y Zinc (Zn); Bacterias: Pseudomonas aeruginosay Bacillus
sp. para Cadmio (Cd), Cromo (Cr), Zinc (Zn), Plomo (Pb), Arsénico (As) y Mercurio (Hg),
Levaduras: Cryptococcus sp. para Niquel (Ni) y Zinc (Zn) (C. Cervantes et al., 2006; Chellaiah, 2018;

Chirivi et al., 2019; Giraudo et al., 2013; Hernandez, 2021).
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2.5.1.4. Micorremediacion

Se refiere al uso de setas mohos y levaduras como degradadores o removedores de toxinas del
ambiente; los hongos filamentosos y mohos tienen gran efectividad de degradacion en superficies
solidas como suelos y lodos, debido al crecimiento micelial y la accidon enzimética hidrolitica
secretadas en el mismo medio (Chirivi et al., 2019; Medaura et al., 2013).

La micorremediacion transforma la accion enzimatica metabdlica en sustancias mas inocuas logrando
su conjugacion siendo una de las opciones mas Optimas para la extraccion, transporte y almacenaje
de diferentes compuestos tdxicos, los hongos son capaces de colonizar diferentes sustratos con sus
hifas y se caracterizan por su consecuente aumento de biomasa, ademas de que soportan factores de
estrés asociado a factores ambientales como la baja disposicion de nutrientes, agua y pH que para
otros microorganismos como las bacterias es complicado (Padilla et al., 2021; Sobrero et al., 2022).
Por otro lado, las levaduras ocupan el mecanismo de biosorciéon bajo la influencia de factores
relacionado con la superficie celular, y las caracteristicas que presente el metal, su modo de accion
se centra en la pared celular que se convierte en u puerto de unién con el metal debido a la carga
superficial que presenta con intercambio ionico influido por el pH del medio.

Los géneros de hongos y setas mas utilizadas son: Aspergillus sp. para Hierro (Fe), Cobre (Cu), Zinc
(Zn) y Aluminio (Al), Trichoderma sp. para Cobalto (Co), Cromo (Cr), Cobre (Cu), Cadmio (Cd) y
Niquel (Ni), Agaricus para Cadmio(Cd) y Plomo (Pb), Fusarium sp. para Plata (Ag), Cobre (Cu),
Zinc (Zn) y Plomo (Pb) (Apaza et al., 2021; Apaza & Valderrama, 2020; Medaura et al., 2013,
Rodriguez, 2022; Santos et al., 2017); mientras que las levaduras mas estudiadas son: Cryptococcus
agrionensis para Cobre (Cu), Lecythoptora sp. para Zinc (Zn) y Arsénico (As), Sacharomyces
cerevisiae para Plomo (Pb) (Giraudo et al., 2013; Moreno & Ramos, 2018).

2.6.  Microorganismos

2.6.1. Pseudomonas aeruginosa
Es una bacteria Gram negativa derivada de la denominacion de la palabra aeruginoso, que significa
“El color del cobre oxidado” dado su nombre por el color azul-verdoso que lo caracteriza en las
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colonias del cultivo. Es muy féacil de encontrarla tanto en ambientes terrestres como acuéticos e

incluso en tejidos vegetales y animales. Ademas, presenta un rol destacado en la biorremediacion

gracias a la gran capacidad catabolica, la facil adaptacion y los requerimientos abidticos de baja

exigencia (Lujan, 2019).

Su clasificacion es la siguiente: Reino: Monera; Division: Proteobacteria; Clase: Gamma

Proteobacteria; Familia: Pseudomonadaceae; Género: Pseudomonas; Especie: aeruginosa.

(Slabbinck et al., 2010).

2.6.1.1. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas

e Macroscopicas: Son colonias aplanadas, grandes y lisas, en ocasiones su silueta tiene forma con
bordes sierra con un ligero brillo metalico. Las colonias de crecimiento lento se denominan
puntiformes (Pico et al., 2017).

e Microscopicas: Se trata de un bacilo recto o ligeramente curvado Gram negativo, con un tamafio
de 2-4 x 0.5-1 micras, y movil gracias a la presencia de un flagelo polar, presentan filamentos
pequefios denominados Pili, localizados en el exterior con flagelo que ocupan para poder
desplazarse en medios semisolidos, ademas de adherirse a superficies (Santambrosio et al., 2009)

Ver Figura 1.

Caracteristicas macroscépicas y microscépicas de Pseudomonas aeruginosa
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Figura 1. Caracteristicas macroscépicas y microscépicas de Pseudomonas aeruginosa

A._ Colonias de P. aeruginosa. B._ Identificacion microscopica en 100X

Fuente: (Ruiz, 2017)
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2.6.1.2. Metabolismo

P. aeruginosa se caracteriza por vivir en un ambiente hostil o tdxico para poder combatir los
contaminantes mediante los mecanismos de adaptacion de estas asi estos alteran su fenotipo y
genotipo para poder mantenerse en el entorno para poder mantener la poblacién y por tanto pueden
eliminar bioldgicamente metales pesados peligrosos por diferentes mecanismos como la
biotransformacién, la biorreduccion, la biosorcion o la bioacumulacion (Fernandez et al., 2018).
Segln Lujan (2019), su uso se encuentra dentro de un amplio rango de compuestos organicos e
inorganicos que hacen parte de su metabolismo, esta le permite aprovechar diferentes sustratos
considerados toxicos, como los hidrocarburos alifaticos y aromaticos y la composicion de metales
pesados debido a la resistencia antimicrobiana y detergente que estas bacterias presentan.

La interaccion entre bacterias y metales pesados se centra en la movilizacion e inmovilizacion de
estos bajo la produccion de polimeros extracelulares y la liberacion de diferentes sider6foros. Existen
diferentes investigaciones con respecto a Pseudomonas donde se menciona que estas generan acidos
organicos e inorganicos que suelen ser capaces de extraer los metales pesados presentes en un sustrato
solido (Chang, 2020).

Las bacterias Gram negativas son capaces de unir iones metalicos en la membrana externa que es
parte de la pared celular de estas bacterias en este caso sucede que los cationes son elementos que
estabilizan la estructura molecular de la membrana debido a la union a iones metalicos va a reducir
las cargas repulsivas que van a existir entre los constituyentes buscando la degradacion de los metales
(Quispe & Coral, 2018; Suarez & Reyes, 2002) Ver Anexo 2.

2.6.2. Trichoderma harzianum

Las especies del género Trichoderma son de los hongos més utilizados en cuanto al proceso de
biorremediacion, es uno de los microorganismos mas comunes en la naturaleza, con un alto potencial
de colonizacién (Kacprzak et al., 2014). Son hongos saprofitos tipicos de suelos, Deuteromycete de

estado sexual Hypocrea. Esta especie de hongo es un aerobio facultativo conocido por ser un agente
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biol6gico para el control de plagas en plantas, tratamientos en semillas y aplicaciones en suelos para

la purificacion de tdxicos contaminantes (Castro & Rivillas, 2012).

Reino: Fungi; Division: Ascomycota; Clase: Hyphomuycetes; Familia: Moniliaceae; Género:

Trichoderma; Especie: harzianum. (Mufioz, 2016).

2.6.2.1. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas

e Macroscopicas: Las colonias suelen crecer de manera rapida, al inicio el micelio es sumergido y
eventualmente con micelio aéreo hialino aracnoideo, lanoso, apelmazado de forma variable, segin
sobre la cepa y el medio de cultivo. El reverso incoloro o beige, amarillo, ambar, rojizo opaco o
amarillo verdoso. Olor mayormente pronunciado o débil, caracteristico del género, sugiriendo
coco o alcanfor. Conidiacion derramada o en penacho o formandose pustulas compactas;
tipicamente en tonos verdes, o con menor frecuencia blanco, gris 0 marron (Kubicek & Harman,
1998).

e Microscopicas: Posee conidiéforos hialinos de medida 62.5-69 um de largo por 3-4.7 de ancho,
son erectos, ramificados, con masas de esporas apicalmente en las fidlidas verticiladas asimétricas
de entre 6.3-15.6um de largo por 2.7 — 3.4um de largo. Conidias fialosporosas, hialinas, globosas,
subglobosas u ovadas, unicelulares de tamafio 12.5-10um. (Benitez et al., 2004; Mufioz, 2016;

Romero et al., 2009). Ver Figura 2.

Caracteristicas de Trichoderma harzianum
=S N : ~

Figura 2. Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de Trichoderma harzianum.
A._Colonias de T. harzianum en agar. B._ Visualizacion de estructuras como: conidi6foro, hifas y conidios

Fuente: (Benitez et al., 2004).
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2.6.2.2. Metabolismo
Informes muestran que T. harzianum puede estimular el crecimiento de las plantas hasta en un 300%,
asi como protegerlos de factores de estrés, especialmente patégenos, ademas produce &cidos
organicos tales como acido glucénico, acido fumarico y acido citrico, que pueden disminuir el pH del
suelo y permitir la disolucién de fosfato, asi como macro y micronutrientes como hierro, manganeso
y magnesio, que son necesarios para metabolismo de las plantas (Kacprzak et al., 2014). Los
miembros pertenecientes al género Trichoderma tienen un gran potencial al momento de sintetizar y
lograr liberar enzimas como las celulasas, quitinasa, xilanasas y polisacarasa qué son aprovechadas
en los diferentes procesos industriales. Utiliza la via de Glucolisis para poder metabolizar
carbohidratos y poder conseguir energia para sus procesos metabdlicos, dado asi la interaccién de
este microorganismo esta sujeta a la mineralizacion de los metales que gracias a la via glucolitica
(Ver Anexo 2) logra inmovilizar los compuestos inorgénicos favoreciendo la quelacion, acumulacién
y biosorcion cambiando el estado de oxidacidn de los metales pesados (Mesa et al., 2020).
2.6.3. Aspergillus niger
Es un hongo filamentoso saprofito, puede estar compuesto por hifas o levaduras, presentes en una
sola célula, cominmente produce un moho negro en vegetales o crece en cultivos ricos en heno y
compostaje; es uno de los géneros mas abundantes en la naturaleza y requieren entre el 70% al 90%
de humedad relativa. Es utilizado a nivel industrial para la obtencién de enzimas como la catalasa o
glucosa oxidasa (Martinez et al., 2013).
Su clasificacion es: Reino: Fungi; Division: Ascomycota; Clase: Eurotiomycetes; Familia:
Trichocomaceae; Género: Aspergillus; Especie: niger (Arenas, 2008)
2.6.3.1. Caracteristicas macroscopicas y microscopicas
e Macroscopicas: Presenta colonias que crecen de manera rapida y pueden tener un diametro de entre
4 a5 cm que ayuda en su identificacion, en sus inicios sus micelios son de color blanquecino hasta
tornar color negro a pardo oscuro, su aspecto es polvoriento y en el reverso suele ser incoloro o

amarillento (Québec, 2019).
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e Microscopicas: Bajo el microscopio se puede observar la produccion de hifas especializadas, los
conidioforos, encargados de la produccion de esporas. Entre sus caracteristicas se destaca el
conidioforo es largo y puede medir hasta 3mm, es de forma hialiado que presenta cabezas
aspergilares, subesferas que miden de 25 a 100um de color negro con dos series radiadas de largo
total entre 1.5 a 3mm. Estas estructuras cuentan con tres partes, la vesicula, es el extremo apical
hinchado, estipe, se encuentra bajo la vesicula con forma cilindrica, y la célula pie, la cual se
encuentra al final, generalmente suele estar separado por septos (Arenas, 2008; Québec, 2019;

Villaveces, 2019). Ver Figura 3.

Caracteristicas de Aspergillus niger

Figura 3. Caracteristicas macroscépicas y microscopicas de Aspergillus niger

A._ Colonias de A. niger en agar. B._ Visualizacion de cabeza globosa y esporas oscuras.

Fuente: (Arenas, 2008; Québec, 2019)

2.6.3.2. Metabolismo

La interaccion entre los hongos y los metales se da a partir de procesos de captacion ionica, este tipo
de microorganismos inmoviliza a los de compuestos inorganicos mediante mecanismo bioquimicos
y fisioldgicos que logran cambiar el estado de oxidacion y favorecer la acumulacion, detoxificacion
y mineralizacion de los metales presentes en diferentes medios. La captacion del metal se da por la
biomasa flangica, se puede dar por dos vias: en el primer modo la actividad metabodlica es
independiente y logra involucrar las uniones de los iones a la pared celular mientras que el otro modo
logra captar los compuestos organicos dentro de la célula y depende del metabolismo (Duca et al.,

2012).

20



El metabolismo de A. niger es intervenido por la utilizacion de diversas fuentes de carbono, en Via
de transporte de compuestos dentro de Aspergillus niger, la red metabdlica se basa en el modelo
estructurado del microorganismo donde se incorpora el ciclo de cidos tricarboxilicos (CAT - ciclo
de &cidos tricarboxilicos), la ruta de las pentosas-fosfato (PF), la ruta Embden-Meyerhof-Parnas
(EMP), la capacidad de biosorcion dependiente del pH y la concentracion de los metales presentes
en la solucion dependen de la reaccion que se da en la biomasa que se produce de manera agrupada
dentro de la asimilacion del microorganismo para la acumulacion de compuestos inorganicos y su

posterior degradacion (Reyes et al., 2013). Ver Anexo 2.
2.7.  Legislacion ambiental

2.7.1. Constitucion del Ecuador

Art. 1.- Los recursos naturales no renovables del territorio del Estado pertenecen a su patrimonio
inalienable, irrenunciable e imprescriptible (Constitucién de la Republica del Ecuador, 2021).

Art. 407.- Se prohibe la actividad extractiva de recursos no renovables en las areas protegidas y en
zonas declaradas como intangibles, incluida la explotacion forestal. Se prohibe todo tipo de mineria
metalica en cualquiera de sus fases en areas protegidas, centros urbanos y zonas intangibles
(Constitucion de la Repuablica del Ecuador, 2021).

Art. 408.- Son de propiedad inalienable del Estado los recursos naturales no renovables vy,
yacimientos minerales; asi como la biodiversidad y su patrimonio genético (Constitucion de la

Republica del Ecuador, 2021).

2.7.2. Ley de Mineria

Art. 16.- La exploracion y explotacion de los recursos mineros estara basada en una estrategia de
sostenibilidad ambiental publica que priorizaréa la fiscalizacion, contraloria, regulacion y prevencion
de la contaminacién y remediacion ambiental, asi como el fomento de la participacion social y la
veeduria ciudadana.

Art. 17.- Derechos mineros. - Por derechos mineros se entienden aquellos que emanan tanto de los

titulos de concesiones mineras, contratos de explotacion minera, licencias y permisos, como de las
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autorizaciones para instalar y operar plantas de beneficio, fundicion y refinacion, y de las licencias
de comercializacion.

Art. 56.- Explotacion ilegal de minerales. - Incurriran en explotacion ilegal de sustancias minerales
quienes realicen las operaciones, trabajos y labores de mineria en cualquiera de sus fases sin titulo

alguno para ello o sin el permiso legal correspondiente.

2.7.3. Reglamento Ambiental de Actividades Minera (RAAN)

Art. 74.- Manejo de desechos peligrosos. - Todos los desechos con caracteristicas corrosivas,
reactivas, toxicas, inflamables o bioldgicas infecciosas seran considerados como desechos peligrosos
y su gestion se sujetard a lo dispuesto en el Reglamento para la Prevencion y Control de la
Contaminacion por Sustancias Quimicas Peligrosas, Desechos Peligrosos y Especiales, o aquel que
lo reemplace, asi como la normativa ambiental aplicable. Esta prohibida la contaminacion de cuerpos
de agua y suelos por desechos peligrosos (Ministerio del Ambiente, 2016).

Art. 82.- Limites permisibles. - Para garantizar la calidad del aire, suelo y aguas superficiales y
subterraneas, el titular minero planificara y ejecutara el desarrollo de sus actividades acatando
estrictamente lo establecido en las normas vigentes para tal efecto (Ministerio del Ambiente, 2016).
Art. 116.- Localizacién y construccion de depdsitos de relaves. - Para la construccion de piscinas o
depositos de relaves, se elegirén sitios técnicamente recomendables, con topografia favorable, fuera
de areas en las que se haya detectado fallas sismicas, o la existencia de corrientes subterraneas de
agua vulnerables a contaminacion. Las piscinas o depositos de relaves deberan tener suficiente
capacidad de almacenamiento para poder captar y sedimentar los relaves en ellos depositados, de tal
forma que no se produzcan rebosamientos a los drenajes naturales. En ningun caso se destinaran
zonas que se hayan identificado como de alta sensibilidad biofisica para la ubicacién de piscinas o
depdsitos de relaves (Ministerio del Ambiente, 2016b).

2.7.4. Texto Unificado de legislacion secundaria del ministerio de ambiente (TULSMA)

El acuerdo ministerial 61 del Registro Oficial Edicién Especial 316 de 04-May.-2015 establece:

Parrafo Il
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Art 212.- Calidad de suelos. Para realizar una adecuada caracterizacion de este componente en los
estudios ambientales, asi como un adecuado control, se deberan realizar muestreos y monitoreos
siguiendo las metodologias establecidas en el Anexo Il y deméas normativa correspondiente.

La Autoridad Ambiental Competente y las entidades del Sistema Nacional Descentralizado de
Gestion Ambiental, en el marco de sus competencias, realizaran el control de la calidad del suelo de
conformidad con las normas técnicas expedidas para el efecto. Constituyen normas de calidad del
suelo, caracteristicas fisico-quimicas y biolégicas que establecen la composicion del suelo y lo hacen
aceptable para garantizar el equilibrio ecoldgico, la salud y el bienestar de la poblacién (Ministerio
de Ambiente, 2015).

Art. 213.- Tratamiento de Suelos Contaminados. Se lo ejecuta por medio de procedimientos
validados por la Autoridad Ambiental Competente y acorde a la norma técnica de suelos, de desechos
peligrosos y demés normativa aplicable. Los sitios de disposicion temporal de suelos contaminados
deberan tener medidas preventivas eficientes para evitar la dispersién de los contaminantes al

ambiente (Ministerio de Ambiente, 2015).

2.7.5. Norma de calidad ambiental de recurso suelo y criterios de remediacion para suelos
contaminados

Segun el Ministerio del Ambiente Agua y Transicion Ecoldgica (2015), en su texto "Norma de
Calidad Ambiental del Recurso suelo y criterios de remediacion para suelos contaminados del libro
VI Anexo 2", menciona en sus requisitos que la prevencién de contaminacién del suelo se centra en
las buenas préacticas de manejo y se evitara el traslado de problemas contaminantes desde el agua y
aire al recurso suelo.

La agencia de regulacion y control minero se ha convertido en el organismo técnico administrativo
mas importante en cuanto a la regulacion de contaminacién ecolégica ambiental de suelos y aguas en
el Ecuador. La vigilancia estatal ha buscado la auditoria de la intervencién de las fases mineras que
realiza una empresa de acuerdo a sus titulares de derechos mineros en cuanto a la acumulacion de

residuos metalurgicos para tomar precauciones que eviten la contaminacion de aire, agua, suelos y
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biota de lugares usados como depositos de residuos cumpliendo los limites permisibles y los
parametros establecidos por la legislacion ambiental (Badillo, 2009).

El texto unificado de legislacion ambiental del MAE Libro VI de calidad ambiental menciona que:
Sedimentos, lodos y sustancias solidas provenientes de sistemas de potabilizacién de agua y de
tratamiento de desechos y otras tales como residuos del area de la construccién, cenizas, cachaza,
bagazo, o cualquier tipo de desecho domeéstico o industrial, no deberan disponerse en aguas
superficiales, subterrdneas, marinas, de estuario, sistemas de alcantarillado y cauces de agua
estacionales secos 0 no, y para su disposicion deberd cumplirse con las normas legales referentes a
los desechos solidos no peligrosos (Ministerio del Ambiente Aguay Transicion Ecologica, 2015).
El monitoreo de suelos contaminados hace referencia que cualquier accion causante de
contaminacion al suelo sera remediada mediante criterios especificos en la zona afectada, ademas la
entidad ambiental el monitoreo de las zonas debe tener planes de contingencia para un correcto
accionar. Los factores indicativos de contaminacién son relevantes segin la Norma de Calidad
Ambiental del Recurso suelo, el distrito encargado del medio ambiente segin la perturbacion y
denominacién impuesta. La constitucion del Ecuador ha impuesto normativas especificas de

concentraciones permitidas en el suelo tal como se observa en el Anexo 3.
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3. Materiales y métodos
3.1. Fase de campo

3.1.1. Georreferenciacion

Se realiz6 una georreferenciacion 22 puntos al sur de la Sierra Ecuatoriana, guardando
confidencialidad con el nombre de la empresa minera por motivos de privacidad (Ver Anexo 4).
3.1.2. Muestreo

Se tomé en cuenta la Norma NTE INEN-1SO 10381-4: 2014-01.” Calidad del Suelo. Muestreo. Parte
4: Guia de procedimiento para la Investigacidn de sitios naturales, casi naturales y cultivados . Para
la extraccion de la muestra se realizo 9 cuadrantes en la zona, tomando 18 muestras con profundidades
desde la superficie hasta los 0.5 m y desde los 0.5 m hasta 1 m del mismo cuadrante, cada muestra
tenia un peso de 22 kg, las cuales fueron transportadas y entregadas en los laboratorios de la UPS
(Universidad Politécnica Salesiana). Finalmente se agruparon en 3 costales y se tom6 las muestras
para analizar (Ver Anexo 4).

3.2. Fase de Laboratorio

3.2.1. Analisis fisico - quimico de los lodos

La determinacion cuantitativa de metales se realiz6 al inicio, y al final del ensayo. Se llevd a cabo en
el laboratorio GRUNTEC. La técnica utilizada fue el método EPA 6020B y EPA 10-3.5 para aguas,
suelos y sedimentos, basados en la normativa legal para metales con limites maximos y minimos

permisibles.

Se enviaron 3 muestras de lodos de relaves a los cuales fueron sometidas a un pretratamiento para
vaporizar, atomizar e ionizar compuestos metalicos. Los compuestos se detectaron y cuantificaron

por espectrometria de masas (Ver Anexo 4).

3.2.2. Elaboracion de medios de cultivo
Se utilizé6 medios de cultivo: PDA (Potato dextrosa agar) y SDA (Sabouraud dextrosa agar) para el

crecimiento de hongos y Agar estandar para el crecimiento de bacterias, se realizd un litro de cada
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medio siguiendo las instrucciones del proveedor, se autoclavo por 45 min, para los medios PDA y
SDA, una vez temperados, se le agreg6 con una jeringa y microfiltro una solucién de cloranfenicol
(5 mL en 1 L) y en cabina de flujo se dispensd en cajas Petri de plastico, se conservaron en

refrigeracion hasta su uso (Ver Anexo 4).

3.2.3. Diluciones seriadas

Se realizaron diluciones de base 10 con una solucién madre 10°, se colocé 80 mL de solucion salina
al 0.9 % esteéril en un frasco boeco de 100 mL y se agregd 20 mL de la de muestra de lodo de relave,
se agitd durante 1 minuto, este proceso se llevo a cabo con todas las muestras.

Posteriormente se tom6 1 mL de la solucion madre con una micropipeta de 100 pL - 1000 pL y se
coloco en un tubo de ensayo con 9 mL de solucion salina al 0.9 % y se llevd al vortex y se obtuvo la
dilucién 10t UFC/mL, después se tomd 1 mL de la solucién y se colocé en otro tubo de ensayo que
contenian 9 mL de solucién salina al 0.9 % obteniendo asi la dilucion, y se realizo el proceso

sucesivamente hasta obtener la dilucién 10-° UFC/mL (Ver Anexo 4).

3.24. Siembra de microorganismos

Con una micropipeta se tomo6 100 uL de cada dilucion y se sembro directamente sobre la superficie
del medio de cultivo realizado previamente, extendiendo la muestra con ayuda de un asa de digralsky,
este procedimiento se realizé por duplicado. Se sellaron las cajas con Parafilm y se incub6 a 36 °C

por 48 horas para bacterias y a 26 °C por 5-6 dias para hongos (Ver Anexo 4).

3.2.5. Purificacion de hongos y bacterias

Para hongos se realizo la técnica de resiembra con hisopo y jeringa, donde se tomo una pequefia
cantidad de la superficie con un hisopo y se procedi6 a estriar sobre el medio de cultivo, y en otros
casos se utilizo una jeringa con la cual se tomé un pedazo de hongo con agar y se lo implant6 en
medio del agar de una nueva caja Petri, se colocé cloranfenicol (5 mL en 1 L) para evitar el
crecimiento de bacterias, se incubaron las cajas y se procedio a identificar las cepas encontradas.
Una vez reconocido las cepas de hongos de interés, en este caso Trichoderma sp. y Aspergillus sp.,

se realiz6 una purificacion més especifica con la técnica de microcultivo, que consistio en colocar en
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una caja Petri estéril, puntas para generar un soporte, y encima se ubic6 un portaobjetos con un corte
de medio PDA + una solucion cloranfenicol (5 mL en 1 L).

Desde una caja sembrada con T. harzianum se tomé un poco de muestra con un asa de siembra y se
sembro en la superficie del agar, se cubri6 con un el portaobjetos y se afiadié 10 mL de agua estéril
en la base interna de la caja Petri, posteriormente se sellé con Parafilm y se incubd por 5 dias a 27
°C. De igual manera se realiz6 con A. niger.

Para bacterias se utiliz6 la técnica de siembra por estria, se tomé un poco de la cepa identificada y
con un asa de siembra se realizo un estriado en la superficie del medio de cultivo, se utilizd6 medio
TSA y agar estandar y se incubo por 24h a 36 °C.

Para P. aeruginosa se procedi6 a activar un hisopo de la cepa ATCC 27853 en medio TSAy se incub6
a 36 °C por 24 h (Ver Anexo 4).

3.2.6. Identificacion macroscopica de microorganismos

Para la identificacién macroscépica de hongos y bacterias, se tomd en cuenta caracteristicas como la

forma de las colonias, color, olor, y crecimiento sobre caja en el haz y en el envés.

3.2.7. Identificacion microscopica de microorganismos

Para la identificacién microscopica de hongos se uso la técnica de impronta, en la cual se colocé en
un portaobjetos con una gota de azul de lactofenol y con un pedazo de cinta adhesiva se tom6 un poco
del micelio del hongo y se lo colocé en el portaobjetos, se cubrid con un cubreobjetos, se llevo al
microscopio y se visualizo con lentes 10 X, 40X, 100X en este lente se coloco una gota de aceite de

inmersion.

Para bacterias se realizé la técnica de tincién Gram, donde se realiz6 un frotis con agua destilada del
cultivo y se fijo con calor, el frotis fijado se lo tiné con cristal violeta durante 1 min, se lavd con agua,
se cubri6 con Lugol durante 1 min y se lavd nuevamente con agua destilada, se decoloré con una
mezcla de alcohol cetona, se escurri6 y cubrié con safranina durante 1 min. Finalmente se lavé con

agua destilada y se dejo secar. Posterior las placas fueron observadas en el microscopio con el lente
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de 100X con aceite de inmersion, donde se visualizé la forma de la bacteria y presencia o ausencia

de filamentos (Ver Anexo 4).

3.2.8. Conservacion de microorganismos

e Conservacion de T. harzianum y A. niger
Se utilizo tubos de polipropileno estéril que contenian 1.5 mL de solucion v/v compuesta de
glicerol al 10% y agua destilada. Se dispenso el indculo de cada hongo y se refrigeré a 5 °C
durante 4 semanas hasta su uso.

e Conservacion de P. aeruginosa

Se tomd con el asa de siembra varias colonias de P. aeruginosa de una caja petri y se dispenso

en el medio del tubo vial CRYOBANCK, se lo agitd por 3 min para que la bacteria se adhiera a
las perlas, posteriormente se removi6 el medio de cultivo del tubo con una jeringa estéril y se

congel6 a una temperatura de -80 °C durante 4 semana hasta su uso (Ver Anexo 4).

3.2.9. Preparacion de la solucion para conteo de esporas

En un tubo se coloco 9 mL de solucion salina estéril y se agregd un raspado de la conservacion previa
de T. harzianum, se agit6 hasta obtener una solucién homogénea y se procedio a realizar diluciones
desde 10°hasta 10 -+ UFC/mL para hongos, posteriormente se realizé el conteo de esporas. Lo mismo

se aplicé en A. niger y para P. aeruginosa con diluciones hasta 10 UFC/mL.

3.2.10.  Conteo de esporas

Con una micropipeta se tomo 30 pL de la suspension de cada hongo realizada previamente, se colocd
en el centro de la camara de neubauer, se colocé un cubreobjetos y se llevd a visualizar en el
microscopio electronico, se tomo en cuenta el cuadrante del centro y los cuadrantes de las cuatro

esquinas y el centro respectivamente (Figura 4).
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Cuadrantes de camara de neubauer
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Figura 4. Conteo de esporas en los cuadrantes 1,2,3,4,5 para
conteo de esporas

Fuente: (Martinez, 2011)

El nimero de esporas por mL y numero de esporas totales fueron determinados por las férmulas:

Formula 1. NUmero de esporas por mL

Esporas / mL = # de esporas contadas x 25.000 x factor de dilucién.

Fuente: (Martinez, 2011)

Formula 2. NUmero de esporas totales

Esporas totales = esporas / mL x Vol. de la suspension original de esporas.

Fuente: (Martinez, 2011)
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3.2.11. Preparacion de inéculos
Los inoculos fueron elaborados en el sitio de montaje del experimento, area cubierta sometida a
condiciones ambientales. Cada muestra se agitd durante 5 y se filtrd para retirar los residuos sélidos
del agar.
e Hongos
Se utilizd un envase pléastico con capacidad 5 L y se coloco 1 L de agua y 3 cajas Petri con T.
harzianum de concentracién 10-* UFC/mL. De igual manera se realizé para A. niger.
e Bacteria
Se utilizé un envase plastico con capacidad 5 L y se colocd 1 L de agua y 3 cajas Petri con P.
aeruginosa de concentracion 10 UFC/mL.
e P.aeruginosa + A. niger + T. harzianum
Por altimo, se tomo 1 L de agua en un envase plastico de capacidad 5 L y se colocé 1 caja sembrada
de T. harzianum de concentracién 10 UFC/mL, 1 caja sembrada de A. niger de concentracion 10

4 UFC/mL y 1 caja sembrada de P. aeruginosa de concentracién 10-¢ UFC/mL.

3.2.12. Inoculacion del tratamiento

Se vertid sobre 1 muestra de lodo de relave 250 mL del in6culo preparado posteriormente y se mezcld
volteando los lodos, este procedimiento se llevo a cabo en todas las repeticiones propuestas. Se
ejecutd con cada indculo (T. harzianum, A. niger, P. aeruginosa y todos juntos). Se realizé tres veces
por semana durante 3 meses con la misma cantidad y a la misma hora.

3.2.13. Disefio experimental

Se utiliz6 un DBCA (disefio de bloques completos al azar) con tres repeticiones (Figura 5). Para los
andlisis de varianza se usé el modelo generalizado mixto (GLMM’s) con familia gamma, anélisis de

clustering y se aplico Tukey 5% para los resultados con significancia.
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Disefio de bloques completamente al azar DBCA

Repeticiones
1 I 1
T2 — T4 Testigo
20cm

T1 T1 T3
Testigo T2 T4

T4 Testigo T2

T3 T3 T1

Figura 5. Disefio de bloques completamente al azar DBCA de tres repeticiones

Fuente: (Las autoras, 2023)

3.2.14.  Tratamientos

El montaje del experimento se realiz6 al norte de Quito en el sector de Pusuqui, se coloc6 2 kg de
muestra de lodo en cajas plasticas con capacidad de 4 L, las cajas fueron ubicadas en una zona cubierta
expuesta a condiciones de oscuridad y temperatura ambiente. Para la aplicacion de tratamientos se
realiz6 de la siguiente manera. Ver Tabla 2.

Tabla 2. Tratamientos aplicados a las unidades de experimentacion para hongos y bacterias.

Peso lodo/mL de

No.
] Tipo de tratamiento inéculo/concentra
Tratamiento .
cién
TO Lodo solo
-4
T1 lodo + metales + Trichoderma harzianum 2kg+250mL + 10
. . UFC/mL para los dos
T2 lodo + metales + Aspergillus niger
. hongos y 10° UFC/mL
T3 lodo + metales + Pseudomonas aeruginosa

- ) para bacterias.
- lodo + metales + Pseudomonas aeruginosa + Aspergillus

niger + Trichoderma harzianum
Elaborado por: (Las autoras, 2023)
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3.2.15.  Variables del ensayo

Las variables fueron monitoreadas bajo condiciones de oscuridad y temperatura ambiente

e Temperatura
Se utiliz6 un termometro para la toma de datos y fueron expresados en centigrados (°C). Las
condiciones de control consistieron en cubierta de plastico negro en forma de paredes en el area
de montaje. Se tomo los datos tres veces a la semana a la misma hora.

e Humedad
Se utilizé un hidrometro para la toma de datos y fueron expresados en porcentaje (%). Las
condiciones de control consistieron en la aplicacién de agua potable y volteos en cada muestra. Se
toma los datos tres veces a la semana a la misma hora.

e pH
Se pes6 5 g de lodo y se agregd 25 mL de agua potable en un recipiente de 100 mL y se agitd
vigorosamente por aproximadamente 10 min y se dejo reposar hasta que la suspension se asiente.
Las condiciones de control consistieron en la aplicacion de Cal di hidratada (50 g en 100 mL), se
coloco durante dos semanas. Se us6 un pH-metro, los datos se obtuvieron una vez que la lectura
se estabilizo.

e Conductividad eléctrica
Se midid con un conductimetro, el cual fue introducido en los lodos se relave por 1 min, se expresé
en mS/cm. Las condiciones de control consistieron en la aplicacion de Cal di hidratada (50 g en

100 mL), se coloco durante dos semanas. Se monitoreo tres veces a la semana a la misma hora.

32



4. Resultados esperados y discusion
4.1. Identificacién de Trichoderma harzianum

4.1.1. Caracteristicas macroscopicas

Tabla 3. Caracteristicas macroscépicas de Trichoderma harzianum

Trichoderma harzianum Trichoderma harzianum Caracterizacion

Fotografia obtenida en el
Fotografia bibliogréafica

laboratorio

Textura:  Arenosa

Superficie: Filamentosa
Reverso: Blanco-Verde
Color: Verde

Forma:  Anillos concéntricos

(Autores, 2023) (Martinez, 2015)
Elaborado por: (Las autoras, 2023)

En la Tabla 3 se observa la fotografia de Trichoderma harzianum obtenidas del laboratorio y que
comparadas con la bibliografia de Martinez (2015), un crecimiento micelial en forma de anillos
concentricos y esporulacion densa de color verde oscuro, comparando con la fotografia de Martinez
(2015) que afirma las caracteristicas de coloracion y forma de T. harzianum, comprobando la especie

aislada.

4.1.2. Caracteristicas microscopicas

Caracteristicas de Trichoderma harzianum

4 ! 4 N 'f,‘,:,:"

Figura 6. Caracteristicas microscépicas de Trichoderma harzianum
A) Estructura en 40 X; B) Conididforos; C) Conidios; D) Esporas.

Elaborado por: (Las autoras, 2023)
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En la Figura 6 se observan caracteristicas como: hifas alargadas, conidiéforos erectos, ramificados
no verticilados en grupo, fidlides en forma de botella, conidios globosos de tonalidad verde, lo que
coincide con lo encontrado por Loayza (2017) que menciona que, las ramificaciones de las hifas son
de 6 mm de diametro, fialides alargadas y conidios unicelulares globosos de color verde que miden

4 mm de diametro.
4.2.  ldentificacion de Aspergillus niger

4.2.1. Caracteristicas macroscopicas

Tabla 4. Caracteristicas macroscépicas de Aspergillus niger

Aspergillus niger Aspergillus niger Caracterizacién
Fotografia obtenida en el Fotografia bibliogréafica
laboratorio

Textura: Arenosa
Superficie: Esporulada

Reverso: Crema
/' Color: Negro
: Forma: Circular continua

(Autores,2023) (Québec, 2019)

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

En la Tabla 4 en la columna de la izquierda se observa la fotografia tomada en el laboratorio de la
columna de la izquierda se evidencia que a los 6 dias de incubacién a 26 °C presenta un crecimiento
micelial en forma de colonias densas - granuladas de color negro de diametro de 5¢cm, caracteristicas
que coinciden segun lo expresado por Québec (2019) que afirma las caracteristicas de coloracion y

forma de A. niger.
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4.2.2. Caracteristicas microscopicas

Caracteristicas de Aspergillus niger
4 ‘ ) ‘
e W
‘ . © b

Figura 7. Caracteristicas microscépicas de Aspergillus niger.
A) Estructura en 40 X; B) Conidi6foro y conidios.
Elaborado por: (Las autoras, 2023)

En la Figura 7 se encontraron caracteristicas como: conidiéforos hialinos, en formas de globo de color
negro, de identificd la vesicula, el estipe y la célula pie que esta separada por septos, fueron
comparadas con claves taxonomicas de Québec (2019) que mencionan conidioforos lisos de 3 mm

de largo, hialinos con conidios color negro y varias formas como eclipses, lisos y globosos.
4.3. ldentificacion de Pseudomonas aeruginosa

4.3.1. Caracteristicas macroscopicas

Tabla 5. Caracteristicas macroscépicas de Pseudomonas aeruginosa

P. aeruginosa P. aeruginosa Caracterizacion
Fotografia obtenida en el Fotografia bibliogréafica
laboratorio

B Elevacion: Convexa
\ Margen: Liso

Colonia:  Redonda
Textura:  Cremosa

Color: Blanco formando
pigmentos amarillos-verdosos
(Autores,2023) (Pico et al., 2017) (Pioverdina).

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

En la Tabla 5 se observa un crecimiento masivo de colonias con caracteristicas de color crema,
morfologia redonda, brillante sin bordes, asi se corrobora que la morfologia tipica de Pseudomonas

aeruginosa es plana y alargada con una leve elevacion en el centro, también se observé una
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pigmentacion amarilla - verdosa del género, que coinciden segin lo expresado por Pico y

colaboradores (2017).

4.3.2. Caracteristicas microscopicas

Se observaron caracteristicas como: coloracion rosacea indicativo de Gram negativa, forma de bacilo
recto y algunos curvados y presencia de flagelo polar por su movimiento constante, lo que coincide
con lo encontrado por Mora (2019) que mencionan bacilos en forma de bastén con una dimension de

0.6 x 2 um con una disposicion en pares o cadenas cortas. Ver Figura 8.

Caracteristicas de Pseudomonas aeruginosa

V‘.

h

Figura 8. Caracteristicas microscépicas de Pseudomonas aeruginosa
Elaborado por: (Las autoras, 2023)

4.4.  Cinética de crecimiento en masificacion de hongos: A niger y T. harzianum

Curva de Crecimiento radial de hongos

100

i=]

& 80

e

s Trichoderma harzani

S g Ichoderma narzanium

gs ¥ Aspergillus ni
Spergiius niger

o 20 Perg g

o)

(]

g 0

0 24 4§'iempo (h§2 96 120

Figura 9. Curva de crecimiento radial de Trichoderma harzianum, Aspergillus niger

Elaborado por: (Las autoras, 2023).

En la Figura 9 se observa que el crecimiento de los hongos tiene un comportamiento lineal constante.
T. harzianum presenta su fase exponencial a las 24h alcanzado su maximo crecimiento a las 96 h,

mientras que A. niger inicia su fase exponencial a las 24 horas y alcanza su méximo crecimiento a las
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120 h, siendo mayor que T. harzianum mostrando las diferencias en las horas de crecimiento. El
crecimiento de estos dos hongos se dio en condiciones similares a nivel de laboratorio de temperatura
con 26 °C y humedad lo que demuestra su desarrollo en condiciones Optimas, cabe indicar que A.
niger es su fase exponencial alcanza mas dias y a la vez es méas agresivo que T. harzianum segun la
literatura. Segin Vega & Hernandez ( 2020), al someter a T. harzianum a condiciones Optimas de
temperatura (26 °C) en 72 horas se obtiene el 96% de crecimiento radial mientras que A. niger alcanza

el 88% de su desarrollo total, soportando lo mencionado anteriormente.

4.5.  Cinética de crecimiento en masificacion de Pseudomonas aeruginosa

Curva de Crecimiento lineal de bacteria
100

(o2 B e e]
o O

Pseudomonas
aeruginosa

N
o O

Radio de crecimiento (mm)
S
o

0 24 48 72 96 120
Tiempo (h)

Figura 10. Curva de crecimiento lineal de Pseudomonas aeruginosa en reproducciéon masiva

Elaborado por: (Las autoras, 2023).

En la Figura 10 se denota que el crecimiento de P. aeruginosa llega a su fase exponencial en un
tiempo de 70 h aproximadamente y se estabiliza en su fase estacionaria a las 72 horas, presentando
un cambio de coloracion en el medio TSA de color verde - amarillento. Segun Mora (2019), la
presencia de minerales en el medio como el hierro ayudan a la liberacion de Pioverdina la cual se
mezcla con el pigmento piocianina que origina el color verde caracteristico, que es un indicador de
la fase exponencial de la bacteria a las 48 horas. La permeabilidad de la capa externa de los Gram
negativos se da por la presencia de una proteinas denominadas purinas, actuando como canales que

permiten la difusion de los iones (Ruiz, 2017).
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4.6.  Andlisis estadistico de las variables del ensayo

4.6.1. Temperatura

Tabla 6. Promedio de temperatura de los tratamientos

X Tengf)é;’atura Estimados Valores. p Significancia
Intercept - 2.82 0.00 -
T1 17.07 0.01 0.41 S/IN
T2 17.12 0.03 0.30 SIN
T3 17.16 0.05 0.20 S/N
T4 17.20 0.07 0.16 S/N
TO 16.91 0.00 0.43 SIN

NOTA: TO (Lodo solo + metales); T1 (Lodo + metales + T. harzianum); T2 (Lodo + metales + A. niger); T3 (Lodo +
metales + P. aeruginosa); T4(Lodo + metales + P. aeruginosa +A. niger + T. harzianum).

S/N: Sin significancia.

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

En la Tabla 6 se observa que el rango de temperaturas establecido en los tratamientos oscila entre
16.91°Cy 17.20 °C, lamés alta corresponde al T 4 (P. aeruginosa +A. niger + T. harzianum), seguido
de T3 (P. aeruginosa) con 17.16 °C, T2 (A. niger) con 17.12 °C, T1 (T. harzianum) con 17.07, y
finalmente TO (Lodo solo) con 16.91 °C. Segun Durairaj (2014), el rango para biorremediacion de
hongos y bacterias es de 15 °C a 45 °C ya que entre estos valores los microorganismos activan su
metabolismo porque se encuentra en su fase mesoéfila de manera éptima influyendo en la velocidad
de crecimiento y el transporte de nutrientes, confirmando que las temperaturas del estudio son
adecuadas para el proceso de biorremediacion.

La temperatura es importante en el proceso de degradacion de metales pesados debido a que niveles
adecuados ayudan en la adaptacion de los microorganismos y la activacion de su proceso metabolico,
los valores presentados entre tratamientos no presentan variabilidad puesto que se controlé las
condiciones de exposicion del sedimento. Segin Lozano y colaboradores (2021), los
microorganismos a temperaturas mayores a 17 °C producen cambios en la coloracion del medio

liquido de la muestra por la activacién del metabolismos internos. El testigo no presentdé cambios

debido a la falta del inoculo por lo que la temperatura se mantuvo baja.
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Lo valores P van en un rango de 0.16 a 0.43, siendo el testigo el valor de P mas alto (0.43), los
tratamientos son considerados similares y no cuentan con significancia lo que los hace
estadisticamente iguales demostrandose en la grafica de clustering (Ver Anexo 9). Por lo tanto, p >
0.05 acepta la hipoétesis alternativa donde los tratamientos se consideran eficientes para la degradacion

de metales, ya que se encuentra dentro de los rangos de temperatura para una buena biorremediacion.

4.6.2. Humedad

Tabla 7. Promedios de humedad de los tratamientos

X Humedad Estimados Valores.p Significancia
(%)
Intercept - -1.324 0.00 -
T1 40.98 0.25 0.01 SIN
T2 41.05 0.25 0.01 SIN
T3 41.05 0.25 0.01 SIN
T4 41.10 0.25 0.01 SIN
TO 26.67 0.23 0.00 SIN

NOTA: TO (Lodo solo+ metales); T1 (Lodo + metales + T. harzianum); T2 (Lodo + metales + A. niger); T3 (Lodo +
metales + P. aeruginosa); T4(Lodo + metales + P. aeruginosa +A. niger + T. harzianum).

S/N: Sin significancia

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

En la Tabla 7 se observa que el rango de humedad establecido en los tratamientos oscila entre 26.67
% y 41.10 %, la més alta corresponde al T 4 (P. aeruginosa +A. niger + T. harzianum), seguido de
T3 (P. aeruginosa) y T2 (A. niger) con 41.05%, T1 (T. harzianum) con 40.98% y finalmente TO
(Lodo solo) con 26.67 %.

La muestra testigo presenta el porcentaje mas bajo de humedad mismo que no contaba con actividad
microbiana a comparacion de los tratamientos T1, T2, T3 y T4 que cuentan con los porcentajes
méaximos de humedad posiblemente por las concentraciones de UFC/ mL, donde el agua trabaja como
vehiculo de oxigeno que permite realizar el proceso de biorremediacion y actua sobre el metabolismo
de los microorganismos. Segun Poalacin (2015) menciona que T. harzianum que un bajo contenido
de humedad limita la difusion de los nutrientes mientras que alta humedad disminuye la porosidad
de la superficie del sedimento dificultando la transferencia de oxigeno, la humedad para hogos

filamentosos oscilan un rango de 20% a 70%. Segun Loayza (2017), A. niger coloniza sedimentos

altamente contaminados que tengan caracteristicas de humedad relativa del 90% al 95% donde ocurre
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la activacion de su metabolismo liberando micotoxinas como método de defensa. Mientras que lo
mencionado por Gémez y colaboradores (2008), una alta humedad en P. aeruginosa impide la
transferencia de gases afectando el proceso de biorremediacion mientras que una baja humedad
reduce la actividad metabdlica bacteriana, asi este microorganismo responde a cambios ambientales
modificando su membrana celular convirtiéndose en la mejor opcién en cuanto a la biorremediacion
de sedimentos contaminados.

Lo valores P para el Testigo es de 0.00 mientras que para T1, T2, T3y T4 es de 0.01, mostrado una
diferencia, por lo tanto, p < 0.05 acepta la hipotesis nula donde los tratamientos se consideran no
eficientes para la degradacion de metales, ya que no cuentan con significancia demostrandose en la

grafica de clustering (Ver Anexo 9. Graficas de Anélisis estadistico).

4.6.3. Conductividad eléctrica

Tabla 8. Promedios de conductividad eléctrica de los tratamientos

X Conductividad Estimados Valores.p Significancia
(ms/cm)

Intercept - 2159 0.00 -
T1 8.01 -0.29 0.24 *
T2 6.20 -0.48 0.01 S/IN
T3 5.38 -0.62 0.00 *
T4 6.39 -0.45 0.02 SIN
TO 15.02 -0.09 0.43 *

NOTA: TO (Lodo solo+ metales); T1 (Lodo + metales + T. harzianum); T2 (Lodo + metales + A. niger); T3 (Lodo +
metales + P. aeruginosa); T4(Lodo + metales + P. aeruginosa +A. niger + T. harzianum).

S/N: Sin significancia; *: Significancia

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

En la Tabla 8 se observa que el rango de conductividad establecido en los tratamientos oscila entre
8.69 ms/cmy 5.38 ms/cm, la mas alta corresponde al T1 (T. harzianum), seguido de T4 (P. aeruginosa
+A. niger + T. harzianum) con 6.39 ms/cm, T2 (A. niger) con 6.20 ms/cm, T3 (P. aeruginosa) con
5.38 ms/cm y finalmente TO (Lodo solo) con 15.02.

El testigo presento el valor méas alto, debido a la salinidad presente en los sedimentos por lo que
conducen mas corriente eléctrica que impiden el paso de nutrientes para el crecimiento de los
microorganismos, los valores iniciales de conductividad presentaron un rango de 15.00 mS/cm
sobrepasando el valor maximo permisible de conductividad en sedimentos de 3 mS/cm, condicion
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que impide la adaptacion de microorganismos, por este motivo se procedid a realizar un
pretratamiento utilizando catalizadores que aportan una reaccion positiva sobre esta variable y ayudan
a estabilizar el sedimento. Segun Cuervo (2019), la Cal di hidratada mantiene las relaciones cationicas
en niveles idoneos, eleva la capacidad de intercambio idnico, bajando la salinidad del suelo y
suministra calcio y azufre aumentando drasticamente su concentracién en los lodos. Al finalizar el
estudio, se noto que al aplicar Cal di hidratada durante un periodo de 9 dias se disminuy6 un 33.33 %
con respecto a la conductividad inicial. Posterior a la aplicacion del pretratamiento y el indculo, T1
presento valores altos de conductividad siendo una limitante para activacion del metabolismo de T.
harzianum. A diferencia de los tratamientos T2, T3 y T4 presentaron disminucién positiva lo que
permitié la activacion de los metabolismos. Romero y colaboradores (2009) constata que la
conductividad disminuye debido al crecimiento de los microorganismos, cosa que se comprobd a lo
largo del experimento asegurando que el pretratamiento de Cal di hidratada y los indculos de
microorganismos transformaron las sales convirtiéndolas en energia para activar sus metabolismos.

El Testigo y T1 cuentan con valores p > 0.05 por lo que se acepta la hipotesis nula donde los
tratamientos no son eficientes para la degradacion de metales, mientras que T2, T3 y T4 cuentan con
valores p < 0.05 por tanto se acepta la hipdtesis alternativa donde los tratamientos se consideran
eficientes para la degradacion de metales, por lo que son estadisticamente diferentes lo que se

demuestra en la gréfica de clustering (Ver Anexo 9).

464.  pH

Tabla 9. Promedios de pH de los tratamientos

X pH (1-14) Estimados Valores.p Significancia
Intercept - -0.80 0 -
T1 2.03 0.64 0 *
T2 2.87 0.83 0 *
T3 2.24 0.65 0 *
T4 2.43 0.69 0 *
TO 1.57 0.60 0 *

NOTA: TO (Lodo solo+ metales); T1 (Lodo + metales + T. harzianum); T2 (Lodo + metales + A. niger); T3 (Lodo +
metales + P. aeruginosa); T4(Lodo + metales + P. aeruginosa +A. niger + T. harzianum).

S/N: Sin significancia; *: Significancia

Elaborado por: (Las autoras, 2023)
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En la Tabla 9 se observa que el rango de pH establecido en los tratamientos oscila entre 2.87 y 1.57,
la més alta corresponde a T2 (A. niger), seguido de T4 (P. aeruginosa +A. niger + T. harzianum) con
2.43, T3 (P. aeruginosa) con 2.24, T1 (T. harzianum) con 2.03 y finalmente TO (Lodo solo) con 1.57.
El testigo presentd un pH acido debido a la abundante presencia de iones de hidrégeno, Segun
Covarrubias y colaboradores (2015), en un pH &cido los metales son mdviles en forma de especies
ionicas y forman carbonatos o fosfatos insolubles, ademés afecta al suelo en los requerimientos
nutricionales afectando la toxicidad perdiendo la funcionalidad del suelo ya que este deberia tener un
pHde4abh.

Ademas, los afios de acumulacion de los sedimentos provocan la deficiencia de nutrientes y la
actividad microbiana, por lo que se procedié a utilizar el pretratamiento de Cal di hidratada
mencionado previamente para subir valores de pH. Los tratamientos T1, T2, T3 y T4 no mostraron
cambios ya que las condiciones de disponibilidad en nutrientes, porosidad, humedad y tiempo no
fueron Optimas para la adaptacion de Cal di hidratada. Segin Kluepfel & Lippert (2017) ,
recomiendan aplicar materiales que tengan alguna forma de limo para bajar niveles de acidez ya que
al tener una textura més fina el incremento de pH se acelera, de igual manera se constata que la
aplicacién de catalizadores se debe realizar a bajas temperaturas por al menos 4 a 5 meses. El pH
influye sobre el metabolismo de los microorganismo dificultando su desarrollo, sin embargo,
Cervantes y colaboradores (2017) mencionan que algunas baterias crecen a pH bajos (3) y ciertos
hongos se desarrollan en pH bajos (1), a pesar de que el rango 6ptimo de pH para bacterias es de 6 a
8.5yhongosde5a?.

Los valores de P en todos los tratamientos es de O por tanto se acepta la alternativa donde los
tratamientos se consideran eficientes para la degradacion de metales, sin embargo, no se descarta la
hip6tesis nula donde los tratamientos no se consideran eficientes para la degradacion de metales
debido a que los valores de pH no se encuentran dentro de los rangos éptimos para suelos, por lo tanto
son diferentes estadisticamente demostrandose en la grafica de clustering (Ver Anexo 9. Graficas de

Anélisis estadistico9).
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4.7.  Remocidn de metales pesados

Tabla 10. Analisis de remocion de metales pesados en lodos de relave

Compuesto Inicial Final mg/kg Limite
mg/kg mg/kg
TO XT1 XT2 XT3 XT4
Al 1641 5134 1249 2121 1560 2179 N/A
As 230 188 158 232 149 174 12
S 17498 32632 23504 75781 18333 25948 250
Ba 316 49 671 364 308 62 200
Ca 4253 3026 8905 5610 12667 8048 N/A
Cu 3542 7023 1550 2825 1059 3520 25
Pb 2122 1849 2064 2638 1888 1674 19
Zn 4888 8003 2823 3319 1433 4422 60

NOTA: TO (Lodo solo+ metales); T1 (Lodo + metales + T. harzianum); T2 (Lodo + metales + A. niger); T3 (Lodo + metales
+ P. aeruginosa); T4(Lodo + metales + P. aeruginosa +A. niger + T. harzianum).

Elaborado por: (Las autoras, 2023)

En la Tabla 10 se indica los valores de remocidn finales de concentracion de metales pesados mas
relevantes en cada muestra.

Tratamiento 1 (T1) con T. harzianum presentd una remocion positiva de Aluminio presentando un
valor inicial de 1641 mg/kg siendo un valor alto a pesar de que cuenta con una normativa de limites
permisibles que después de la aplicacion del tratamiento el valor final disminuyé a 1249 mg/kg.
Segun Ospina & Cardona (2020), este mineral de mayor presencia en el sector minero debido a que
es uno de los elementos con mas demanda en el sector minero para la fabricacion de textiles, aluminio
metélico y quimicos para clarificacion de agua. Seguido de una efectividad en la remocion de Cobre
presentando un valor inicial de 3542 mg/kg valor que sobrepasa el limite permisible establecido de
25 mg/kg que después de la aplicacion del tratamiento el valor final disminuyd a 1550 mg/kg.
Delgado y colaboradores (2018), su presencia en los sedimentos esta dispuesta en forma de sulfuros
y sulfosales que estdn compuestas en su mayoria por Azufre, elemento que también se encuentra

presente en los sedimentos, el mismo que es utilizado en el proceso de lixiviacion en cianuro que
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oxida al oro y facilita su extraccion, las muestras extraidas cuentan con 51 afios de antigiiedad lo que
lo convierte en un contaminante més téxico. T. harzianum al ser un hongo de facil adaptacion en pH
acidos, los metales ingresan a la via glucolitica del mismo acumulando y bajando la oxidacion del
compuesto en los lodos (Mesa et al., 2020). A diferencia del Testigo (T0O) al permanecer a condiciones
ambientales iguales, pero no presentar inoculacién de ningin microorganismo los valores de
concentracion final aumentaron significativamente con respecto a la muestra Inicial con un valor de
5134 mg/kg, posiblemente por el uso de reactivos de laboratorio al momento de realizar los
respectivos analisis.

Tratamiento 2 (T2) con A. niger presento una remocion positiva de Cobre presentando un valor inicial
de 3542 mg/kg que después de la aplicacion del tratamiento el valor final disminuyé a 2825 mg/kg.
Becerra & Nifio (2021), mencionan que la biorremediacién realizada con una biomasa de A. niger
degrada hasta un 69 % en 24 h, sin embargo, en el presente estudio dadas las condiciones del
sedimento el hongo necesita nutrientes que se incorporen a su metabolismo ya que es un degradador
de materia organica y por tanto la degradacion de metales pesados es muy baja. Zinc presentd un
valor inicial de 4888 mg/kg valor que sobrepasa el limite permisible establecido de 60 mg/kg que
después de la aplicacion del tratamiento el valor final disminuy6 a 3319 mg/kg. Segun Pérez y
colaboradores (2021), su presencia se da debido a que es utilizado en los procesos de lixiviado para
extraer metales preciosos, y luego es desechado al suelo, el suelo no absorbe el zinc si no que este se
adhiere acumulando una gran cantidad en la superficie.

Tratamiento 3 (T3) con P. aeruginosa presentd una remocion positiva de Cobre presentando un valor
inicial de 3542 mg/kg que después de la aplicacion del tratamiento el valor final disminuy6 a 1059
mg/kg y Zinc presentd un valor inicial de 4888 mg/kg que después de la aplicacion del tratamiento el
valor final disminuydé a 1433 mg/kg. Datos que coinciden con lo dispuesto por Paredes y
colaboradores (2021) que ademas mencionan la importancia de su metabolismo de degradacion que
capta los metales y los convierte en su propia fuente de carbono. Ademas, Monge y colaboradores

(2008), mencionan que la bacteria inmoviliza a metales como el Cu, Al, Pb y Zn mediante el proceso
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de biosorcion degradando en aguas el 50% de los compuestos y en suelos un 84%. Ademas, Pérez y
colaboradores ( 2021), mencionan que la cantidad presente de Zn se degrada con la aplicacién de
bacterias del género Pseudomonas spp. logrando resultados de 91% de biosorcion del metal.

En el tratamiento 4 (T4) con T. harzianum + A. niger + P. aeruginosa presentd una remocién positiva
de Cobre presentando un valor inicial de 3542 mg/kg que después de la aplicacion del tratamiento el
valor final disminuy0 a 3520 mg/kg y Zinc present6 un valor inicial de 4888 mg/kg que después de
la aplicacion del tratamiento el valor final disminuy6 a 4422 mg/kg, el proceso se da debido a que la
unién de los hongos y la bacteria ayuda a la creacion de una barrera captadora de metales pesados
que con la ayuda de 6ptimas condiciones de pH, humedad, temperatura y conductividad logran la
degradacion de compuestos inorganicos. Segun Hernandez (2011), confirma que una biomasa de
hongos y bacterias ayudan a la remocion de metales pesados como el As en un 30 %, Pb en un 40%,
Al enun 90% y el Zn en un 43% sobre suelos que sobrepasan los limites permisibles con 110 %. P.
aeruginosa es la que mas degrada por la capacidad de adaptarse a ambientes hostiles, T. harzianum
alcanza un nivel maximo de absorcién de un 58% de Pb, 75% de Al y 30% de Zn. Por otro lado, A.
niger es conocido por ser un lixiviante de metales pesados, genera acido citrico mejorando las
condiciones de su metabolismo siendo capaz de remover un 95% de compuestos inorganicos.

Ba, es un metal que se oxida al contacto con el aire y logra fluir dentro del agua formando una capa
externa que al ambiente himedo logra inflamarse y concentrarse en mayor cantidad dentro de la
muestra debido a las condiciones prestadas de un lodo de relave y siendo asi mas dificil de integrarse
al metabolismo de los microorganismos aplicados (Poblet, 2019).

El Calcio (Ca) es utilizado en la industria minera como una fuente econémica de cianuro ya que al
ser agregado en solucion se convierte en cianuro de calcio y se utiliza para la extraccion de oro y
plata, este puede ser usado en forma liquida y es absorbida por el suelo. Sin embargo, un alternativo
de pre tratamiento es la aplicacién de Cal di hidratado o comUnmente conocido como yeso ya que
presenta cualidades de control de acidez en suelos, sin embargo, ocurre una saturacion de Caz lo que

aumenta los rangos de presencia en todas las muestras con respecto a la muestra testigo (T0). Ademas,
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contiene sales basicas que ayudan a disminuir disponibilidad de aluminio, hierro y manganeso
mejorando la actividad microbiana, en especial para la fijacion simbidtica de nitrégeno y favorecer
la mineralizacién de la materia organica (Cuervo, 2019).

La biorremediacion es una alternativa sustentable ya que es amigable con el medio ambiente y
econdmica, su implementacion deberia ser una opcion viable en paises de Ameérica, en Chile utilizan
la prensa de filtro para tratar lodos de relave la cual es un proceso de separacion de solido — liquido
que permite la recuperacion de agua (Rodriguez, 2022), mientras que paises como Guatemala y El
Salvador proponen la elaboracién de relaveras filtradas en minas, sin embargo, la falta de tecnologia

en la zona mineray los limitantes legales lo convierten en una alternativa no viable (Emerman, 2022).

5 Conclusiones y recomendaciones

5.1 Conclusiones
e Seacepta la Hip6tesis Nula (Ho) que menciona que, “La biorremediacion con Aspergillus niger,

Pseudomonas aeruginosa y Trichoderma harzianum no son eficientes para lodos de relaves
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5.2

mineros” dada las condiciones que presentaban los lodos, la falta de nutrientes no permitio el

desarrollo del metabolismo de cada microorganismo.

La industria minera no gestiona los desechos de residuos, una de las razones principales es que
no existen normativas o leyes especificas sobre lodos de relave que fiscalicen su control.

P. aeruginosa es el mejor tratamiento pese a las condiciones de temperatura, humedad y pH, ya
que cuenta con un gran potencial biorremediador por su capacidad de adaptacion en medios
desfavorables.

La aplicacion de Cal di hidratada favorece la reduccion de conductividad eléctrica y el aumento
de niveles de pH debido a que contiene sales basicas que neutralizan los iones de H* que ayudan
a la mineralizacion de metales y posteriormente el buen funcionamiento del metabolismo de los
microorganismos, sin embargo, necesita una buena presencia de humedad ya que precipita la

presencia de metales como el Bario (Ba) y el Calcio (Ca).

Recomendaciones

Se debe trabajar legislacion del pais debido a que las mismas al no existir no son aplicadas y no
existe un control legal sobre la contaminacion en recursos naturales.

Se necesita mayor control en los desechos generados por actividades antropogénicas dada que
la acumulacién en el medio natural ocasiona contaminacion.

Probar microorganismos distintos a los presentados en el ensayo que sean nativos del lodo, ya
que el metabolismo de los mismos esta adaptados al consumo de los compuestos metalicos
presentes para obtener energia.

Probar diferentes catalizadores como Hipoclorito de Sodio, Sulfato de Cobre y Cal di hidratada,
acompafiados de técnicas de volteos hasta lograr un pH estable entre 4 a 5 y una conductividad

baja menor a 3 mS/cm
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7 Anexos

Anexo 1. Enfermedades y dafios ambientales ocasionados por metales pesados provenientes de la

mineria

Compuesto
Inorganico
Zinc
Cadmio

Mercurio

Arsénico

(1H1)(V)
Cromo
O)(HN(VI)
Plomo

Azufre

Cadmio

Cromo

V1) (1)

Plomo

Aluminio

Enfermedad

Afeccion en la funcion
reproductiva, metabdlica e
inmune.

Problemas en los huesos, rifién e
incluso problemas oncolégicos.
Dificultad  respiratoria, caries
dental, fallas renales, muerte.
Irritacion estomacal, dafio en la
piel, accion como  agente
cancerigeno.

Problemas intestinales, gastricos y
hepaticos.

Falla renal, disminucién
fertilidad, dafio neuronal.
Patologias como: asma, dermatitis.
Infecciones en el corazon.

Cancer, diarreas, dispepsias, dafos
del sistema respiratorio,
circulatorio y nervioso central.
Irritacion del sistema respiratorio y
la funcion mecéanica de los 0jos.
Irritacion de las fosas nasales y
sangrado de ésta.

Afecciones del sistema nervioso
central, los rifiones, sistema
cardiovascular.

Neuropatologias, dafos
neuroquimicos y genotdxicos.

de

Elaborado por: (Las autoras, 2023)
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Dafio ambiental

Contaminaciéon de suelos e

incremento de pH

Contaminacion de cultivos debido
a su adhesién al suelo y al agua.
Dafio de suelos y aguas, alterando
el ecosistema de sus organismos.
Altera el metabolismo de plantas
alterando el desarrollo de las
mismas.

Contaminacion de fuentes hidricas.

Contaminacion atmosférica.

Contaminacion de suelos 'y
cadenas troficas alimentarias.
Acidez del suelo, dafio en cultivos
y reduccion metabdlica de las
plantas.

Contaminacion de aguas y suelos
por la exposicion del compuesto.

Contaminacion del aire y por
consiguiente del suelo mediante la
[luvia. Contaminacion de cultivos
Considerado no esencial para los
organismos Vivos siendo
completamente toxicos alterando
su entorno natural.

Referencia

Vilcapoma,
2019

Covarrubias
& Pefia,
2017

Ledn, 2019

Pérez-Bou
etal., 2021

Molina et
al., 2010

Ospina &
Cardona,
2020



Anexo 2. Metabolismo de P. aeruginosa, T. harzianum, A. niger

Via de accion con metales tomada por Pseudomonas aeruginosa.

- BIOACUMULACION
BIOSORCION \Y G BIOMINERALIZACION
M2+ l
o (T H;S + M** — MS
M2+ I
~ 4 ,
M2+ \ [. M2+
2H* » M* + CO* —» MCO;
Pseudomonas aeruginosa + OH — M(OH),
" J QUIMIOSORCION

M2+ K / \ J MEDIADA POR
/ \ MICROORGANISMOS

BIOTRANSFORMACION ~ M° HPO# + Mi>* — | MiPO4
HPO + M —»| M2POs

Fuente: (Autoras, 2023)

Via glucolitica de Trichoderma harzianum

D- Glucosa

l G;P—ATP

D- Glucosa - 6-PO,

f

D- Fructosa - 6-POy

<

D- Fructosa - 1,6- di PO,

i

Dihidroxiacetona -PO; —» D- Gliceraldehido - 3-PO,

it

1.3- Difosfoflicerato

lT ADP
3- Fosfug

Etanol lT
2- Fosfoglicerato

Lactato l T
Fosfoenolpiruvato
l T ADP
Acetaldehido « { Piruva
CO;

Fuente: (Arrieta, 2019)
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Via de transporte de compuestos dentro de Aspergillus niger

GLUCOSA
BIOMASA ATP
U ATP ‘j NADFH' (), NADPH' (.
uTP
G6P G6P MRSP BIOMASA
ATP
BIOMASA PF
. ATP
Clutamona F16DP ACIDO CITRICO
J‘/ ASP
OAA OXALATO +
DHAP G3P ACETATO
BIOMASA
A 2ADP
ATP+ NADPH?
NADPH*
y v MAL ) v
GLIC3P PIR +ACIDO
1 / FORMICO +
ATP FORMALDEHIDO +
» CITRATO METANOL
GLICEROL CAT T
CO:; . .
oKGT ACIDO OXALICO
NADPH2+NH3
GLUTAMINA ATP+NADPH?
NH3
GLUTAMATO P BIOMASA

Fuente: (Santos et al, 2017)
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Anexo 3. Criterios Calidad de Suelo. Norma de calidad Ambiental del recurso suelo y criterios de

remediacion para suelos contaminados del libro VI Anexo 2.

Sustancia Unidades Suelo
Paradmetros Generales

Conductividad mmhos/cm 2
pH 6a8
Relacion de Adsorcion de Sodio (Indice SAR) 4*
Parametros Inorganicos

Arsénico (inorganico) mg/kg 5
Azufre (elemental) mg/kg 250
Bario mg/kg 200
Boro (soluble en agua caliente) mg/kg 1
Cadmio mag/kg 0.5
Cobalto mg/kg 10
Cobre mg/kg 30
Cromo Total mg/kg 20
Cromo VI mg/kg 2.5
Cianuro (libre) mg/kg 0.25
Estafio mg/kg 5
Flaor (total) mg/kg 200
Mercurio mg/kg 0.1
Molibdeno mag/kg 2
Niquel mg/kg 20
Plomo mg/kg 25
Selenio mag/kg 1
Vanadio mg/kg 25
Zinc mg/kg 60
Parametros Organicos

Benceno mg/kg 0.05
Cloro benceno mg/kg 0.1
Etilbenceno mag/kg 0.1
Estireno mg/kg 0.1
Tolueno mg/kg 0.1
Xileno mg/kg 0.1
PCBs mg/kg 0.1
Clorinados Alifaticos (cada tipo) mg/kg 0.1
Cloro bencenos (cada tipo) mg/kg 0.05
Hexaclorobenceno mg/kg 0.1
hexaclorociclohexano mg/kg 0.01
Fendlicos no clorinados (cada tipo) mg/kg 0.1
Clorofenoles (cada tipo) mg/kg 0.05
Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPS) cada tipo mg/kg 0.1

Fuente: (Ministerio del Ambiente Agua y Transicion Ecologica, 2015)
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Anexo 4. Fases durante el estudio

Fase de campo

Georreferenciacion. Zona de obtencion de
muestras.

Muestras de lodos enviadas a GRUNTEC.

Disposicién de repeticion y tratamientos

Fase de laboratorio

A. Elaboracién de medios de cultivos Diluciones seriadas

B. Adicion del antibiético en el medio
correspondiente
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Método de tincion GRAM

. . Activacion
Microcultivo de hongos

de perlas ATCC P. aeruginosa

Fuente: (Las autoras, 2023)
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Anexo 5. Morfologia de posibles microrganismos en las muestras de lodos de relave

Bacterias
Caracterizacion

Hongos
Caracterizacion

Elevacién: Convexa
Forma: Circular
Margen: Entero
Color: Blanco

Elevacion: Plana
Forma: Irregular
Margen: Entero

Color: Marron

Elevacion: Convexa
Forma: Filamentoso
Margen: Filamentoso
Color: Blanco

Elevacion: Convexa
Forma: Circular
Margen: Entero
Color: Amarillo

Elevacion: Convexa
Forma: Irregular
Margen: Entero
Color: Naranja

Elaborado por: (Las aUtoras, 2023)
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Fotografia

g ¥

$8.1

Textura: Arenosa
Superficie: Plana
Reverso: Verde
Color: Verde

Textura:
Aterciopelada
Superficie: Rugosa
Reverso: Amarillo
Color: Verde con
bordes blancos

Textura: Suave
Superficie: Elevada
con pliegues
Reverso: Blanco
Color: Gris

Textura: Arenosa
Superficie: Lisa
Reverso: Blanco
Color: Gris

Textura: Arenosa
Superficie:
Filamentosa
Micelio: Lanoso
Color: Gris



Anexo 6. Conteo de esporas

Trichoderma harzianum

Factor # Esporas  Esporas /mL (UFC/

dilucion mL)

10° Incontables

1071 1254 2.82 x 108
1072 351 7.90 x 108
1073 217 4.88 x 10°
104 115 2.59 x 10*
10-5 25 5.63x x 102
1076 0 0

Fuente: (Las autoras, 2023)
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Aspergillus niger

# Esporas/mL
Esporas (UFC/ mL)
Incontables
128 2.88 x 107
53 1.19 x 10°
18 4.05x 10*
10 2.25x 103
6.75 x 101
0

Pseudomonas aeruginosa

# Esporas  Esporas/mL

608
574
308
141

(UFC/ mL)
Incontables

Incontables
Incontables
1.37 x 10*
1.29x 103

6.93 x 10!
3.17



Anexo 7. Resultados de concentracion de metales pesados al inicio y final

Analisis inicial de concentracion de metales pesados

GRU

ENVIRONMENTA
Cliente: UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA
DIRECCION: Av. 12 de Octubre N24-22 y Wilson -Quito
Telf: 3962800
Actividad principal del cliente: Educacion de tercer nivel "m‘

Atn: Estefany Estrada
Proyecto: Andlisis en lodos (relave de mineria) INFORME ‘i

Fecha de Recepcion: 17 Ago 2022 de ANALISIS
Tipo de Muestra b): 1 Muestra de lodo
Fecha de Término de Analisis: 24 Ago 2022
Identificacion Gruentec: 2208440-S001
Fecha de Emisién del Informe: 30 Ago 2022

Identificacion de la muestra, cliente b): MUESTIRA $L0DO

e Fecha Medicion __Método Adaptado de
Fecha de Muestreo b): 15 Ago 2022 Referencia / Método Interno
No. Reporte Gruentec: 2208440-S001
Parametros realizados en el Laboratorio
Metales en peso seco
Aluminio mg/kg " 702 23 Ago 2022 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Antimonio mg/kg " 6.1 23Ago2022 EPA 6020 B/ MM-AG/S-39
Arsénico mg/kg"” 206 23Ago2022 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Azufre mg/kg " 17708 23Ago 2022 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Bario mg/kg " 243 23Ago2022 EPA 6020 B/ MM-AG/S-39
Cadmio mg/kg " 27 23 Ago2022 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Calcio mg/kg " 2484 23Ago 2022 EPA 6020 B/ MM-AG/S-39
Cobre mg/kg " 3105 23Ago2022 EPA 6020 B/ MM-AG/S-39
Plomo mgrkg " 1805 23 Ago2022 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Zinc mglkg " 7000 23Ago 2022 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Identificacién de la muestra, cliente b): S A TLO00

DE RELAVE Método Ada de

Fecha Medicién Pado

Fecha de Muestreo b): 15 Ago 2022 Referencia / Método Interno
No. Reporte Gruentec: 2208440-S003
Parametros realizados en el Laboratorio
Metales en peso seco
Aluminio mg/kg " 1495 23Ago2022 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Antimonio mg/kg " 83 23Ago2022 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Arsénico mg/kg " 217 23Ago2022 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Azufre mg/kg " 11853 23Ago 2022 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Bario mg/kg ") 389 23Ago 2022 EPA 6020 B/ MM-AG/S-39
Cadmio mg/kg ") 17 23Ago 2022 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Calcio mg/kg " 4503 23Ago2022 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cobre mgrkg " 1713 23Ago2022  EPA 6020 B/ MM-AG/S-39
Plomo mg/kg " 2408 23Ago2022 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Zinc mglkg " 3831 23Ago 2022 EPA 6020 B/ MM-AG/S-39
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Identificacion de la muestra, cliente b):

Fecha de Muestreo b):
No. Reporte Gruentec:

Parametros realizados en el Laboratorio
Metales en peso seco

Aluminio mg/kg "
Antimonio mg/kg
Arsénico mg/kg "
Azufre rnglkg (1)
Bario mg/kg "’
Cadmio mg/kg "’
Calcio mg/kg "’
Cobre mg/kg ]
Plomo mg/kg "
Zinc malkg "
Acrediticiones

(1) Servicio de Acreditacion Ecuatoriano: Cetificado No. SAE LEN 05008
Notes y Aclaraciones

Los enszyos marcados con (") no 2star dentro del alcarce ce acreditacion del SAE

MUESTRA 3 LODO
DE RELAVE

15 Ago 2022
2208440-S002

2726
6.3
265

22931
315

5771

2152
3831

Lugar de ejeciddndel Andlisis: Todos os analis s presentados fueronrealizados en la Matriz Quito
a) Los equipos utilizados en bs ensayos pretentados cuentan con susdebidos certificados de calibracidn o sus homdloges, solidtar al Laberatorio en caso de

requeririos

b) Inforrracién proporcicnada por el ciente, Gruentec ro seresponsatiliza por la veracidad de la misma.
c| La muestra presento condiciones adecJacas de preservacion y conservacion.Liego er envases sdecualos dara proteger sus caracteristicas.
d) Gruertec cumple con todas las cordiciones ambientales requeridas para los ensayos, en caso de requeririas, solicitar.

Forceniaje de incertidumbre por método o analito (u)
Metales = 28%:

Valor e interpretacién de la Incertidumbre por método o analito (U)

Fecha Medicién

23 Ago 2022
23 Ago 2022
23 Ago 2022
23 Ago 2022
23 Ago 2022
23 Ago 2022
23 Ago 2022
23 Ago 2022
23 Ago 2022
23 Ago 2022

El valor de la incerfidumore de cada medicion (U) se delermna mediante ka férmula U=u/10C*C. donde C es el valor de lamedicion.

B rangode ncertidumbre obenid) se encuentra en el intenalc C=U

ISABEL LAURA

ESTRELLA
SORIA

WISLRFL AR

OCT A +CC o-OCONUTY DATAC AL
OusENTIDAD CE CEXTIFICACION DE
INFORMACION

Mitivo Estoy awebards st coamans

Pk 22240830 1921-080C

Ing. Isabel Estrella

Ge'ente de Operaciones
Nnta 1' Fste informa de resistados. opinione: y/o infrrpretariones astan hazardng an la infformacan y la muestra provista sor el cienle, para quien s2 ha

reaizadc de manera exclusiva y eanfidencial

Método Adaptado de
Referencia / Método Interno

EPA 6020 B / MM-AG/S-39
EPA 6020 B / MM-AG/S-39
EPA 6020 B / MM-AG/S-39
EPA 6020 B /| MM-AG/S-39
EPA 6020 B / MM-AG/S-39
EPA 6020 B /| MM-AG/S-39
EPA 6020 B / MM-AG/S-39

EPA 6020 B / MM-AG/S-39
EPA 6020 B /| MM-AG/S-39

EPA 6020 B / MM-AG/S-39

Nota 2: La toma de la muestra, objeto de este inicrme fue realizada pcr el diente. Gruentec no se responsabiliza por la inormacidn provista por el diente al

1especlo

Nota 3: Sin la aprobacién del laboratorio no se debe reproducir este in‘orme, excepto si se lc resliza en su totaidad.
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Analisis final de concentracion de metales pesados

GRUNZ:

ENVIRONMENTAL SERVICES

Cliente: UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA
Av. 12 de Octubre N24-22 y Wilson -Quito
Telf: 3962800

Actividad principal del cliente: Educacion de tercer nivel

Atn: Ing. Laura Huachi

Proyecto: Analisis en lodos (relave de mineria) INFORME J : ”_’ ciox
Fecha de Recepcién: 21 Jun 2023 de RESULTADOS  , yipien e sac Lonosooe
Tipo de Muestra b): 1 Muestra de lodo de ANALISIS LABORATORIO DE ENSAYOS

Fecha de Término de Anadlisis: 28 Jun 2023
Identificacion Gruentec: 2306311-LOD007
Fecha de Emision del Informe: 29 Jun 2023

= S MUESTRA

S dele - * LSOO Fech: Ac T.:l: :AI Ist:r‘:af697 Método Adaptado de

o echa uer n - lo Adaj o

Fecha de Muestreo b): 21 Jun 2023 Medicién A TULSMA C: do / e o
No. Reporte Gruentec: 2306311-LOD007 Ealidacdot Susic

Parametros realizados en el Laboratorio

Metales en peso seco

Aluminio mg/kg 5134 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Antimonio mg/kg 12 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Arsénico mg/kg ¥ 188 28 Jun 2023 12 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Azufre mglkg 32623 28 Jun 2023 250 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Bario mg/kg 49 28 Jun 2023 200 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cadmio mg/kg ™ 58 28 Jun 2023 0.5 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Calcio mg/kg ™’ 3926 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cobre marka 7023 28 Jun 2023 25 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Plomo mg/kg “’» 1849 28 Jun 2023 19 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Zinc mg/kg ' 8003 28 Jun 2023 60 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Identificacion de la , cli b): T1RI Tabla 1. Anexo 2 .

2 Fecha Acuerdo Ministerial 097- Método Adaptado de

HSADC ALl 2R un 2022 Medicién A TULSMA Criterios de Referencia / Método Interno
No. Reporte Gruentec: 2306309-LOD001 Calidad del Suelo

Parametros realizados en el Lab ri

Metales en peso seco

Aluminio mg/kg 1326 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Antimonio mg/kg T4 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Arsénico mg/kg 159 28 Jun 2023 12 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Azufre mg/kg 25568 28 Jun 2023 250 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Bario mg/kg 943 28 Jun 2023 200 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cadmio mg/kg 19 28 Jun 2023 0.5 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Calcio mg/kg 10620 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cobre mg/kg ™ 1601 28 Jun 2023 25 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Plomo mg/kg ! 1916 28 Jun 2023 19 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Zinc mg/kg 2841 28 Jun 2023 60 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Acreditaciones

(1) Servicio de Acreditacién Ecuatoriano: Certificado No. SAE LEN 05-008

Notas y Aclaraciones

Los ensayos marcados con (*) no estan dentro del alcance de acreditacién del SAE

Lugar de ejecucion del Analisis: Todos los andlisis presentados fueron realizados en la Matriz Quito, a excepcién de los marcados con la letra (s)
N/A - No Aplica

a) Los equipos utilizados en los ensayos presentados cuentan con sus debidos certificados de cali ion o sus | icitar al
Laboratorio en caso de requeririos
b) Informacion proporcionada por el cliente, Gruentec no se iliza por la i de la misma.

c) La muestra presenté condiciones adecuadas de preservacion y conservacion. Llegé en envases adecuados para proteger sus caracteristicas.
d) Gruentec cumple con todas las condiciones ambientales requeridas para los ensayos, en caso de requerirlas, solicitar.

Por 3je de incerti e por do o lito (u)

Metales = 28%;

Valor e interpr i6n de la Incerti e por método o lito (U)

El valor de la incerti bre de cada icion (U) se d ina i la férmula U=u/100*C, donde C es el valor de la medicién.

El rango de incertidumbre obtenido se encuentra en el intervalo C+U

Frmado digitaimente

ISABEL  Emeind

LAURA  SExesicE,
=

ESTRELL St

A SORIA ===
=

Ing. Isabel Estrella
Gerente de Operaciones
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GRUN::
ENVIRONMENTAL SERVICES

Cliente: UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA
Av. 12 de Octubre N24-22 y Wilson -Quito

Telf: 3962800
Actividad principal del cliente: Educacién de tercer nivel
Atn: Ing. Laura Huachi I N Fo RM E .
Fochad RProyef:éto: ;\ﬁllSlszZZ:;odos (relave de mineria) de RESULTADOS J s
echa de Recepcion: un £ Acroditacion N* SAE LEN 05068
de LABORATORIO DE ENSAYOS
Tipo de Muestra b): 1 Muestra de lodo ANALISIS
Fecha de Término de Analisis: 28 Jun 2023
Identificacion Gruentec: 2306309-LOD002
Fecha de Emision del Informe: 29 Jun 2023
Identificacion de la muestra, cliente b): T1RI Tabla 1. Anexo 2.
. Fecha Acuerdo Ministerial 097- Método Adaptado de
Beca co Muestreo b): 21Jun2023  pogicion A TULSMA Criterios de  Referencia / Método Interno
No. Reporte Gruentec: 2306309-LOD002 Calidad del Suelo
Parémetros realizados en el Laboratorio
Metales en peso seco
Aluminio mg/kg 1334 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Antimonio mg/kg 8.0 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Arsénico mg/kg 174 28 Jun 2023 12 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Azufre mg/kg 23664 28 Jun 2023 250 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Bario mg/kg 644 28 Jun 2023 200 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cadmio mg/kg 19 28 Jun 2023 0.5 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Calcio mg/kg 8964 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cobre mg/kg 1500 28 Jun 2023 25 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Plomo mg/kg 2182 28 Jun 2023 19 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Zinc mg/kg 2746 28 Jun 2023 60 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Identificacién de la muestra, cliente b): T1RII Tabla 1. Anexo 2 .
. Fecha Acuerdo Ministerial 097- Método Adaptado de
Fechs do Mueditma b: 2t 2023 Medicion A TULSMA Criterios de Referencia / Método Interno
No. Reporte Gruentec: 2306309-LOD003 Calldad del Suelo
Parametros realizados en el Laboratorio
Metales en peso seco
Aluminio mg/kg 1087 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Antimonio mg/kg 1 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Arsénico mg/kg 140 28 Jun 2023 12 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Azufre mg/kg 21281 28 Jun 2023 250 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Bario mg/kg 425 28 Jun 2023 200 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cadmio mg/kg @ 20 28 Jun 2023 0.5 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Calcio mg/kg " 7131 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cobre mg/kg 1549 28 Jun 2023 25 EPA 6020 B/ MM-AG/S-39
Plomo mg/kg 2095 28 Jun 2023 19 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Acreditaciones
(1) Servicio de Acreditacion Ecuatoriano: Certificado No. SAE LEN 05-008
Notas y Aclaraciones

Los ensayos marcados con (*) no estan dentro del alcance de acreditacion del SAE

Lugar de ejecucion del Andlisis: Todos los analisis presentados fueron realizados en la Matriz Quito, a excepcion de los marcados con la letra (s)
N/A - No Aplica

a) Los equipos utilizados en los ensayos presentados cuentan con sus debidos certificados de calibracién o sus homoélogos, solicitar al
Laboratorio en caso de requerirlos

b) Informacién proporcionada por el cliente, Gruentec no se respor iliza por la i de la misma.

c) La muestra presentoé condiciones adecuadas de preservacion y conservacion. Llegé en envases adecuados para proteger sus caracteristicas.
d) Gruentec cumple con todas las condiciones ambientales requeridas para los ensayos, en caso de requerirlas, solicitar.

Porcentaje de incertidumbre por método o analito (u)

Metales = 28%,
Valor e interpretacion de la Incertidumbre por método o analito (U)
El valor de la incerti de cada medicion (U) se ina mediante la férmula U=u/100*C, donde C es el valor de la medicién.

El rango de incertidumbre obtenido se encuentra en el intervalo C+U

e
ISABEL  Emeuasomn
LAURA  SEESecs.
=
ESTRELL Gmcconee
ASORIA Zsome
Fecha:2023.06.29
17:06-05:00

Ing. Isabel Estrella
Gerente de Operaciones
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GRUN:

ENVIRONMENTAL SERVICES

Cliente: UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA
Av. 12 de Octubre N24-22 y Wilson -Quito

Telf: 3962800
Actividad principal del cliente: Educacion de tercer nivel
Atn: Ing. Laura Huachi INFO RME —
Proyef:to: Analisis en lodos (relave de mineria) de RESULTADOS J Acoeck
Fecha de Recepcion: 21 Jun 2023 : Asrocitacion N* SAE LEN 06068
Tipo de Muestra b): 1 Muestra de lodo de ANALISIS -

Fecha de Término de Analisis: 28 Jun 2023
Identificacion Gruentec: 2306309-LOD004
Fecha de Emision del Informe: 29 Jun 2023

Identificacion de la muestra, cliente b): T2RI Tabla 1. Anexo 2.
1 Fecha Acuerdo Ministerial 097- Método Adaptado de
R T 2 Medicion A TULSMA Criterios de Referencia / Método Interno
No. Reporte Gruentec: 2306309-LOD004 ELATERAITE
Parametros realizados en el Laboratorio
Metales en peso seco
Aluminio mg/kg 1857 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Antimonio mg/kg 12 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Arsénico mg/kg 217 28 Jun 2023 12 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Azufre mg/kg 18981 28 Jun 2023 250 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Bario mg/kg 321 28 Jun 2023 200 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cadmio mg/kg 36 28 Jun 2023 0.5 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Calcio mg/kg 4735 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cobre mg/kg ™ 2697 28 Jun 2023 25 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Plomo mg/kg 2617 28 Jun 2023 19 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Zinc mg/kg 3180 28 Jun 2023 60 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Identificacion de la muestra, cliente b): T2RIl AT’:';:’- ::“;; fw
\Cu n
Fecha de Muestreo b): 21 Jun 2023 Fecha Medicién 097-A TULSMA R“:::::: IA':ZP' hld‘:r::m
Criterios de Calidad
No. Reporte Gruentec: 2306309-LOD005 del Suelo
Paréametros realizados en el Laboratorio
Metales en peso seco
Aluminio mg/kg 2125 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Antimonio mg/kg 8.6 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Arsénico mg/kg ¥ 254 28 Jun 2023 12 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Azufre mg/kg ¥ 17742 28 Jun 2023 250 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Bario mg/kg 386 28 Jun 2023 200 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cadmio mg/kg 46 28 Jun 2023 05 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Calcio mg/!(g .‘" 4985 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cobre mg/kg 2856 28 Jun 2023 25 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Plomo mg/kg 2813 28 Jun 2023 19 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Acreditaciones
(1) Servicio de Acreditacion Ecuatoriano: Certificado No. SAE LEN 05-008
Notas y Aclaraciones

Los ensayos marcados con (*) no estan dentro del alcance de acreditacién del SAE

Lugar de ejecucion del Analisis: Todos los analisis presentados fueron realizados en la Matriz Quito, a excepcion de los marcados con la letra (s)
N/A - No Aplica

a) Los equipos utilizados en los ensayos presentados cuentan con sus debidos certificados de calibracion o sus homélogos, solicitar al
Laboratorio en caso de requeririos

b) Informacién proporcionada por el cliente, Gruentec no se resp biliza por la idad de la misma.

c) La muestra presenté condiciones adecuadas de preservacion y conservacion. Llegé en envases adecuados para proteger sus caracteristicas.
d) Gruentec cumple con todas las condiciones ambientales requeridas para los ensayos, en caso de requerirlas, solicitar.

Por 3je de incertii e por método o analito (u)

Metales = 28%;

Valor e interpretacion de la Incertidumbre por método o analito (U)

El valor de la incertidumbre de cada medicion (U) se determina mediante la formula U=u/100*C, donde C es el valor de la medicion.

El rango de incertidumbre obtenido se encuentra en el intervalo C+U

ISABEL  Swiiiecmit
LAURA CESECUAITY DATA S A
ESTRELL GEicense
A SORIA semz
:runﬁm
Ing. Isabel Estrella
Gerente de Operaciones
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GRUN:-

(A

ENVIRONMENTAL SERVICES

Cliente: UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA
Av. 12 de Octubre N24-22 y Wilson -Quito
Telf: 3962800

Actividad principal del cliente: Educacién de tercer nivel

Atn: Ing. Laura Huachi

Proyecto: Analisis en lodos (relave de mineria) IN Fo RM E ' :t;:‘;ﬁ’aéw
Fecha de Recepci6n: 21 Jun 2023 de RESULTADOS e saetonosaos
AT
Tipo de Muestra b): 1 Muesta de odo de ANALISIS ~ “emromonssmarcs

Fecha de Término de Analisis: 28 Jun 2023
Identificacion Gruentec: 2306309-LOD006
Fecha de Emision del Informe: 29 Jun 2023

Identificacién de la muestra, cliente b): T2 RNl Tabla 1. Anexo 2 .

. Fecha Acuerdo Ministerial 097- Método Adaptado de
fecha e NS o) AR Medicion A TULSMA Criterios de  Referencia / Método Interno
No. Reporte Gruentec: 2306309-LOD006 Calidad del Suslo
Parametros realizados en el Laboratorio
Metales en peso seco
Aluminio mg/kg 2380 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Antimonio mg/kg 8.6 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Arsénico mg/kg ¥ 226 28 Jun 2023 12 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Azufre mg/kg 19619 28 Jun 2023 250 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Bario mg/kg 385 28 Jun 2023 200 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cadmio mg/kg ™ 38 28 Jun 2023 0.5 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Calcio mg/kg 711 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cobre mg/kg 2923 28 Jun 2023 25 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Plomo mg/kg 2483 28 Jun 2023 19 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Zinc mglkg @ 3261 28 Jun 2023 60 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Identificacién de la muestra, cliente b): T3RI Tabla 1. Anexo 2.

o Fecha Acuerdo Ministerial 097- Método Adaptado de
rechaide Mikstoan b}: Al Medicion A TULSMA Criterios de  Referencia / Método Interno
No. Reporte Gruentec: 2306309-LOD007 Calidad del Suelo
Parametros realizados en el Laboratorio
Metales en peso seco
Aluminio mg/kg 1337 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Antimonio mg/kg 41 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Arsénico mg/kg 146 28 Jun 2023 12 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Azufre mg/kg 11300 28 Jun 2023 250 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Bario mg/kg 752 28 Jun 2023 200 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cadmio mg/kg 7.8 28 Jun 2023 0.5 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Calcio mg/kg 7862 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cobre mg/kg 684 28 Jun 2023 25 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Plomo mg/kg 2180 28 Jun 2023 19 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Zinc mg/kg 957 28 Jun 2023 60 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Acreditaciones
(1) Servicio de Acreditacion Ecuatoriano: Certificado No. SAE LEN 05-008
Notas y Aclaraciones

Los ensayos marcados con (*) no estan dentro del alcance de acreditacién del SAE

Lugar de ejecucion del Analisis: Todos los andlisis presentados fueron realizados en la Matriz Quito, a excepcion de los marcados con la letra (s)
N/A - No Aplica

a) Los equipos ufilizados en los ensayos presentados cuentan con sus debidos certificados de calibracién o sus homélogos, solicitar al
Laboratorio en caso de requeririos

b) Informacién proporcionada por el cliente, Gruentec no se responsabiliza por la veracidad de la misma.

c) La muestra present6 condiciones adecuadas de preservacion y conservacion. Lleg6 en envases adecuados para proteger sus caracteristicas.
d) Gruentec cumple con todas las condiciones ambientales requeridas para los ensayos, en caso de requerirlas, solicitar.

Por 3je de incertidumbre por método o analito (u)

Metales = 28%;

Valor e interpretacion de la Incertidumbre por método o analito (U)

El valor de la incertidumbre de cada medicion (U) se ina mediante la férmula U=u/100*C, donde C es el valor de la medicion.

El rango de incertidumbre obtenido se encuentra en el intervalo C+U

——
ISABEL  gregsen
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cackn.
Fecha 2023.06.29
17110600

Ing. Isabel Estrella
Gerente de Operaciones
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GRUN::

ENVIRONMENTAL SERVICES

Cliente: UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA
Av. 12 de Octubre N24-22 y Wilson -Quito
Telf: 3962800
Actividad principal del cliente: Educacion de tercer nivel
Atn: Ing. Laura Huachi INFORME J’L
Proyecto: Analisis en lodos (relave de mineria) [
< de RESULTADOS Ao ecttn I EAS LEN GRS
Fecha de Recepcién: 21 Jun 2023 . fyremyeletiasdyhoss
Tipo de Muestra b): 1 Muestra de lodo de ANALISIS
Fecha de Término de Analisis: 28 Jun 2023
Identificacion Gruentec: 2306311-LOD001
Fecha de Emision del Informe: 29 Jun 2023

Identificacién de la muestra, cliente b): T3RI Tabla 1. Anexo 2 .

N Fecha Acuerdo Ministerial 097- Método Adaptado de
pecha collition o0 ). 2i i 202 Medicién A TULSMA Criterios de  Referencia / Método Interno
No. Reporte Gruentec: 2306311-LOD001 Calica catSusio
Paréametros realizados en el Laboratorio
Metales en peso seco
Aluminio mg/kg 1651 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Antimonio mg/kg 5.6 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Arsénico mg/kg 148 28 Jun 2023 12 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Azufre mg/kg 17825 28 Jun 2023 250 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Bario mg/kg 108 28 Jun 2023 200 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cadmio mg/kg 54 28 Jun 2023 0.5 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Calcio mg/kg 11404 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cobre mg/kg 960 28 Jun 2023 25 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Plomo mg/kg 1734 28 Jun 2023 19 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Zinc mgl/kg 1381 28 Jun 2023 60 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Identificacién de la muestra, cliente b): T3RII Tabla 1. Anexo 2 .

" Fecha Acuerdo Ministerial 097- Método Adaptado de
Fechach Muestech): 2 b Medicién A TULSMA Criterios de  Referencia / Método Interno
No. Reporte Gruentec: 2306311-LOD002 Calidad del Suelo
Parametros realizados en el Laboratorio
Metales en peso seco
Aluminio mg/kg 1693 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Antimonio mg/kg 20 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Arsénico mg/kg 154 28 Jun 2023 12 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Azufre mg/kg 25873 28 Jun 2023 250 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Bario mg/kg 65 28 Jun 2023 200 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cadmio mg/kg 9.1 28 Jun 2023 0.5 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Calcio mg/kg 18730 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cobre mg/kg 1533 28 Jun 2023 25 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Plomo mg/kg_ ™ _ 1749 28 Jun 2023 19 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Zinc mglkg 1962 28 Jun 2023 60 EPA 6020 B / MM-AG/S-39

Acreditaciones
(1) Servicio de Acreditacion Ecuatoriano: Certificado No. SAE LEN 05-008
Notas y Aclaraciones

Los ensayos marcados con (*) no estan dentro del alcance de acreditacion del SAE

Lugar de ejecucion del Andlisis: Todos los andlisis presentados fueron realizados en la Matriz Quito, a excepcién de los marcados con la letra (s)
N/A - No Aplica

a) Los equipos utilizados en los ensayos presentados cuentan con sus debidos certificados de calibracién o sus homélogos, solicitar al
Laboratorio en caso de requeririos

b) Informacion proporcionada por el cliente, Gruentec no se resp iliza por la idad de la misma.

c) La muestra present6 condiciones adecuadas de preservacion y conservacion. Llegé en d dos para proteger sus isticas.
d) Gruentec cumple con todas las condiciones ambientales requeridas para los ensayos, en caso de requerirlas, solicitar.

Por aje de incertit e por método o analito (u)

Metales = 28%;

Valor e interpr i6n de la Incertidumbre por método o analito (U)

El valor de la incertit de cada icion (U) se ina medi la formula U=u/100*C, donde C es el valor de la medicion.

El rango de incertidumbre obtenido se encuentra en el intervalo C+U

ISABEL  &maiises
LAURA ;SSE}'RELLA SORIA c<EC
ESTRELL cimnciioiee
A SORIA ‘s swsmas

Ing. Isabel Estrella
Gerente de Operaciones
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GRUN:

ENVIRONMENTAL SERVICES

Cliente: UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA
Av. 12 de Octubre N24-22 y Wilson -Quito

Telf: 3962800
Actividad principal del cliente: Educacion de tercer nivel INFORME J Ecustoeno
Atn: Ing. Laura Huachi de RESULTADOS bpyerpeedfor e
Proyecto: Analisis en lodos (relave de mineria) :
4 de ANALISIS

Fecha de Recepcion: 21 Jun 2023
Tipo de Muestra b): 1 Muestra de lodo
Fecha de Término de Analisis: 28 Jun 2023
Identificacion Gruentec: 2306311-LOD003
Fecha de Emision del Informe: 29 Jun 2023

Identificacion de la muestra, cliente b): T4RI Tabla 1. Anexo 2 .
. Fecha Acuerdo Ministerial 097- Método Adaptado de

Fechate Mueatreob): AL Medicin A TULSMA Criterios de Referencia / Método Interno
No. Reporte Gruentec: 2306311-LOD003 CallcatdesSuss

Parametros realizados en el Laboratorio

Metales en peso seco

Aluminio mg/kg ™ 2251 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Antimonio mg/kg 10 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Arsénico mg/kg 194 28 Jun 2023 12 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Azufre mg/kg 32508 28 Jun 2023 250 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Bario mg/kg 48 28 Jun 2023 200 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cadmio mg/kg 27 28 Jun 2023 0.5 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Calcio ma/ka ¥ 10408 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cobre mg/kg 4606 28 Jun 2023 25 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Plomo mg/kg 1710 28 Jun 2023 19 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Zinc mg/kg 6050 28 Jun 2023 60 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Identificacién de la muestra, cliente b): T4RI Tabla 1. Anexo 2 .

s Fecha Acuerdo Ministerial 097- Método Adaptado de

Focha de Muostreo b: 21Jun2023 o jicien A TULSMA Criterios de  Referencia / Método Interno
No. Reporte Gruentec: 2306311-LOD004 Calidadidel Suslo

Parametros realizados en el Laboratorio

Metales en peso seco

Aluminio mg/kg 2321 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Antimonio mg/kg 1 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Arsénico mg/kg 183 28 Jun 2023 12 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Azufre mg/kg 26705 28 Jun 2023 250 EPA 6020 B/ MM-AG/S-39
Bario mg/kg 53 28 Jun 2023 200 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cadmio mg/kg 24 28 Jun 2023 05 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Calcio mg/kg " 6251 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cobre mg/kg 4070 28 Jun 2023 25 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Plomo mg/kg ™ 1710 28 Jun 2023 19 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Zinc mg/kg @ 4775 28 Jun 2023 60 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Acreditaciones

(1) Servicio de Acreditacion Ecuatoriano: Certificado No. SAE LEN 05-008

Notas y Aclaraciones

Los ensayos marcados con (*) no estan dentro del alcance de acreditacion del SAE

Lugar de ejecucion del Analisis: Todos los andlisis presentados fueron realizados en la Matriz Quito, a excepcion de los marcados con la letra (s)
N/A - No Aplica

a) Los equipos utilizados en los ensayos presentados cuentan con sus debidos certificados de calibracion o sus homélogos, solicitar al
Laboratorio en caso de requerirlos

b) Informacién proporcionada por el cliente, Gruentec no se responsabiliza por la veracidad de la misma.

c) La muestra presenté condiciones adecuadas de preservacion y conservacion. Llegé en envases adecuados para proteger sus caracteristicas.
d) Gruentec cumple con todas las condiciones ambientales requeridas para los ensayos, en caso de requerirlas, solicitar.

f) Observaciones durante el Analisis; f1) La muestra tiene duplicado

Porcentaje de incertidumbre por método o analito (u)

Metales = 28%;

Valor e interpretacion de la Incertidumbre por método o analito (U)

El valor de la incertidumbre de cada medicion (U) se determina mediante la férmula U=u/100*C, donde C es el valor de la medicion.

El rango de incertidumbre obtenido se encuentra en el intervalo C+U

U—
el e

ISABEL  Brusces |

LAURA  =rmusemace,

ESTRELL &irgsice
A SORIA e

Ing. Isabel Estrella
Gerente de Operaciones
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'l GRUN:-

ENVIRONMENTAL SERVICES
Cliente: UNIVERSIDAD POLITECNICA SALESIANA
Av. 12 de Octubre N24-22 y Wilson -Quito
Telf: 3962800
Actividad principal del cliente: Educacién de tercer nivel
Atn: Ing. Laura Huachi INFORME J“auﬁ;;on
Proyecto: Analisis en lodos (relave de mineria) de RESULTADOS . o wsrcisnosass
Fecha de Recepcién: 21 Jun 2023 de ANAL|S|S  LAeoraroriooe ensavos

Tipo de Muestra b): 1 Muestra de lodo
Fecha de Término de Analisis: 28 Jun 2023
Identificacion Gruentec: 2306311-LOD005
Fecha de Emision del Informe: 29 Jun 2023

Identificacion de la muestra, cliente b): T4 Rl Tabla 1. Anexo 2.

Fecha de Muestreo b): 21 Jun 2023 u::imn e e ."“mfl‘::z::" o
No. Reporte Gruentec: 2306311-LOD005 Calicad del:Suelo

Parametros realizados en el Laboratorio

Metales en peso seco

Aluminio mg/kg 1966 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Antimonio mg/kg 29 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Arsénico mg/kg 144 28 Jun 2023 12 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Azufre mg/kg ¥ 18631 28 Jun 2023 250 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Bario mg/kg 84 28 Jun 2023 200 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cadmio mg/kg 12 28 Jun 2023 0.5 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Calcio mg/kg 7484 28 Jun 2023 N/A EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Cobre mg/kg 1884 28 Jun 2023 25 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Plomo mg/kg 1601 28 Jun 2023 19 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Zinc mglkg 2440 28 Jun 2023 60 EPA 6020 B / MM-AG/S-39
Acreditaciones

(1) Servicio de Acreditacién Ecuatoriano: Certificado No. SAE LEN 05-008

Notas y Aclaraciones

Los ensayos marcados con (*) no estan dentro del alcance de acreditacién del SAE
Lugar de ejecucion del Analisis: Todos los analisis presentados fueron realizados en la Matriz Quito, a excepcion de los marcados con la letra (s)

N/A - No Aplica

a) Los equipos utilizados en los ensayos presentados cuentan con sus debidos certificados de calibracion o sus homél solicitar al
Laboratorio en caso de requeririos

b) Informacién proporcionada por el cliente, G no se resp biliza por la idad de la misma.

o

c) La muestra presenté condiciones adecuadas de preservacion y conservacion. Llegé en dos para proteger sus isticas.

d) Gruentec cumple con todas las condiciones ambientales requeridas para los ensayos, en caso de requerirlas, solicitar.

P 3je de incertidumbre por método o analito (u)

Metales = 28%;

Valor e interpretacion de la Incertidumbre por método o analito (U)

El valor de la incerti de cada medicion (U) se d i di la f U=u/100*C, donde C es el valor de la medicion.

El rango de incertidumbre obtenido se encuentra en el intervalo CU

ISABEL G voutemaus
LAURA  Hisenss,
ESTRELL Srtbes

ASORIA 2"

Ing. Isabel Estrella
Gerente de Operaciones
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Anexo 8. Datos de variables pH, Conductividad (mS/cm), Humedad (%) y Temperatura (°C)

pH
Tratamientos | 11 ]
TO 1.59 1.39 1.72
T1 2.17 1.84 2.08
T2 3.03 2.79 2.79
T3 2.19 2.13 2.42
T4 2.30 2.36 2.63

Conductividad (mS/cm)
Tratamientos I I Il

T0 7.54 9.11 9.50
T1 7.66 8.79 7.51
T2 6.20 5.64 6.79
T3 5.89 5.32 4.96
T4 6.80 7.09 5.36

Humedad %
Tratamientos | 11 1

TO 26.19 27.12 26.73
T1 40.73 41.04 41.19
T2 40.81 41.12 41.23
T3 40.92 41.08 41.15
T4 41.08 41.00 41.23

Temperatura (°C)
Tratamientos | | 11

T0 16.88 16.85 17.00
T1 17.04 17.15 17.04
T2 17.16 17.08 17.28
T3 17.08 17.23 17.19
T4 17.31 16.96 17.35

Fuente: (Las autoras, 2023)
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Anexo 9. Graficas de Analisis estadistico

Boxplot de temperatura Boxplot de pH
- Outliers: 157, 183 Outliers: 297, 375
- o -
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Para el Andlisis estadistico en Boxplot por cuartiles. los resultados estadisticos se realizo un analisis exploratorio de
datos donde se observo que los datos son de caréacter continuo por lo que se optd por un modelo paramétrico. puesto que
fueron tomados de un disefio completamente al azar y estos estan correlacionados temporalmente.

El modelo generalizado mixto nos permitio realizar un andlisis mas flexible al considerar tanto el efecto aleatorio como

la correlacion temporal. con lo que se obtuvo estimaciones mas precisas y se logro inferencias adecuadas.

PCA - Tratamientos

2
N
g tratamiento
.6 1
c | TO
£ 92 |
2
=
(5}
f=
(=]
(o N
g
¢) -2
» o
2
_4 o
-2.5 0.0 25

Componente Principal 1
La gréfica en clustering determina como los tratamientos 2.3 y 4 aumenta temperatura. humedad y pH a lo largo del
tiempo y disminuye la conductividad. mientras que el tratamiento T1 aumenta la conductividad lo que indica que los
electrolitos y metales pueden estar aun presentes o0 concentrados. aunque también es posible que esto se deba a la
variabilidad de las unidades experimentales.

Fuente: (Las autoras, 2023)
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