A

-l. UNIVERSIDAD CENTROAMERICANA

u ! FACULTAD DE CIENCIA, TECNOLOGIAY
LICA AMBIENTE

U'niversidad

Ceniroamericana DEPARTAMENTO DE DESARROLLO Universidad Jesuita
TECNOLOGICO

Protocolo de Tesis:

“Evaluacion del potencial de bio-lixiviacion fungal autéctona e inoculada
de metales en suelos sedimentos contaminados en la

region minera de Santo Domingo-Chontales”

Elaborado por:

v" Réger Manuel Midence Diaz.

v Josué Habbith Garcia Gomez.
Carrera:

v" Ingenieria en Calidad Ambiental

Tutora

v Dra. Katia Montenegro

09 de Septiembre, 2013

Managua- Nicaragua




Tabla de Contenido

1. Introduccién 3
2. Objetivos 4
2.1. Objetivo General: 4
2.2. Objetivos Especificos: 4
3. Marco Tedrico 5
3.1.  Contaminacion por actividad minera y su impacto ambiental 5
3.1.1.  Subproductos del proceso minero 7
3.1.1.1. Relaves, Colas o Tailings 7
3.1.2.  Metales pesados 7
3.1.3.  Impacto ambiental a matrices ambientales 8
3.1.3.1. Impacto ambiental al recurso hidrico 9
3.1.3.2. Impacto ambiental a los suelos 9
3.1.3.3. Impacto ambiental a la atmosfera. 10

3.2.  Alternativas de remediacion de sitios contaminados por metales pesados. 10
3.3. Biolixiviacion 11
3.3.1.  Mecanismo de Biolixiviacién 11
3.3.1.1. Lixiviacion heterotréfica (quimio-organotrdéfica). 12
3.3.1.2. Lixiviacion Autotréfica: 12
3.3.2.  Microorganismos de lixiviacién-Hongos 12
3.3.2.1. Generalidades de los Hongos 13
3.3.2.2. Clasificacion 13
3.3.2.3. Importancia de los Hongos 13
3.3.2.4. Interaccion entre Microorganismos y Metales 14
3.3.2.5. Ventajas y desventajas de los hongos asociados a la lixiviacion. 14
3.3.3.  Acidos Organicos 15
3.3.3.1.  Acido Citrico 15
3.3.3.1.1. Biosintesis Fungica del Acido Citrico 16

3.3.4.  Factores que influyen en Biolixiviacion 16
3.34.1. Parametros o condiciones de biolixiviacion 16
3.3.4.2. Eficiencia de lixiviacién 16

3.4. Identificacion genémica de microorganismos 17
3.4.1. Técnicade PCR 17
3.4.2.  Estructura del ADN. 17
3.4.3.  Extraccion y Purificacion del ADN provenientes de muestras de suelos. 17
3.4.4. Tratamiento y analisis del ADN purificado. 18
3.5.  Areade Estudio 19
3.5.1. Generalidades del sitio 19
3.5.2.  Actividad minera en area de estudio 19
3.5.3.  Sitios sospechosos de contaminacion significativa por Metales pesados 20

Pagina| 1




4. Disefilo metodoldgico 21

4.1.  Tipo de estudio 21
4.1.1.  Alcance del problema de investigacion: 21

4.2.  Area de estudio 22
4.3. Hipotesis y especificacion de variables 22
44. Universo y muestra 25
4.5, Métodos e instrumentos de recoleccion de datos 26
4.6.  Procedimientos 26

5. Cronograma de Actividades 28
6. Lista de referencias 29
7. ANEXOS 31

indice de Tablas.

Tabla 3-1.Impurezas y concentracion de inhibicion de sintesis de ADN.........ccccccevevveenne. 18
Tabla 4-1. Especificacion de variables ..o 23
Tabla 4-2. Puntos aptos para muestreo de metales pesados. .........ccccvvevveveeieeieiieseeree e 25
Tabla 4-3. Técnicas de recoleccion de INFOrmacion ..........cccooeveiiiiiiinieierese e 26
Tabla 4-4. Procedimientos de obtencion de datos de pardmetros...........ccocoeeerererereenenens 27

indice de llustraciones.

HUSEFACION 7-1. ATEA 08 ESTUDIO. ... cveeeeeeeeeeeeee e oo e e e e e e e e e ee e e e er e e es e ees e eeereeereaene s 31

Pagina | 2



1. Introduccion

Nicaragua posee yacimientos minerales relevantes y de importante valor econdémico, los
cuales aportan sustento a las comunidades inmersas dentro sus limites mineros, sin
embargo, en las Gltimas décadas éstas actividades mineras se han posicionado como las
principales fuentes de contaminacion para los recursos naturales de estas localidades.

En casos especificos como los municipios de Sto. Domingo y La Libertad, Departamento
de Chontales existe afectacion directa a fuentes de agua, al suelo, a la biota y puede
incluirse también el aire (CIRA, 2006).

La afectacion radica sobre todo en la incorporacion de metales pesados toxicos al
ambiente. Dicha incorporacion al ambiente proviene de las diversas etapas del proceso de
extraccion minera ya sea, del tipo industrial o artesanal a pequefia y mediana escala.

Las actividades mineras a escala artesanal, implica la extraccion mediante amalgamiento
del mineral junto a un agregado quimico, principalmente mercurio (Hg), 0 mezclandose con
Cianuro (CN). EIl producto residual generado en la molienda o “lama” se deposita en
cercanias al lugar o “Rastras” expuestas a escorrentias que lo transportan a fuentes de aguas
u otros reservorios como suelo agricola. (Chavarria, 2012)

La generacion de esos residuos crea un riesgo para las matrices ambientales como son el
agua, el suelo y la biota incluyendo la salud publica. Las aguas, tanto superficiales como
subterraneas resultan contaminadas. El suelo resulta alterado por aumentar el contenido de
micronutrientes volviéndolos “macronutrientes” como son el Plomo, Bario y Zinc (Pb, Ba 'y
Zn, respectivamente). Este hecho, junto con la incorporacion de Hg, implica también la
lixiviacion que potencializa la contaminacion de las aguas subterraneas y afectacion a la
fuente de abastecimiento de agua potable para las comunidades; y la bio-disponibilidad
para las plantas de estos metales toxicos (Maksaev, 2009).

Por lo antes expuesto, resulta sumamente necesario aplicar técnicas o estrategias de
recuperacion y/o descontaminacion de los sitios contaminados por metales pesados
producto de las actividades mineras, para disminuir el riesgo para el agua, el suelo mismo,
la biota y la salud publica.

Una estrategia de remediacion para sitios contaminados por metales pesados es la
Biolixiviacion, técnica que consiste en emplear microorganismos tanto fangico o bacteriano
que permitan transformar metales en elementos solubles y extractables mediante la
produccion de metabolitos de bajo peso molecular, sobre todo acidos organicos (Schinner
and Klauser, 2005).

Actualmente en Nicaragua, no se tiene informacion completa sobre microorganismos
autoctonos que tengan la capacidad de biolixiviar metales pesados. Esto crea la necesidad
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de realizar un estudio sobre el potencial de biolixiviacion que se tiene en sitios
contaminados por metales pesados debido a actividades mineras, para de esta manera
valorar la posibilidad de emplear la Técnica de Biolixiviacion como una alternativa de
Remediacion.

Por ello, la investigacion que se plantea contribuira en parte a dar un paso en la solucion al
problema de la contaminacién por residuos mineros; ya que la alternativa de emplear la
técnica de biolixiviacion permitira remediar sitios contaminados mediante el
aprovechamiento de habilidades microbioldgicas (fungicas) de solubilizar metales pesados
por la produccién metabolica de acidos organicos.

Asi mismo, los resultados del estudio estableceran la viabilidad y optatibilidad de emplear
bio-lixiviacion como método de remediacion de sitios contaminados por metales pesados a
través de uso de hongos de géneros tales como Aspergillus, Penicillium y Fusarium. Esto se
lograria mediante la aplicacion del método de Unidades percoladoras, y medicion de
metales pesados a través de ICP-OES (Espectrémetro de emision dptica de plasma acoplada
inducida); y el empleo de HPLC para anélisis de determinacion de acidos organicos.

Por otra parte, se puede decir que se aportara informacion y conocimientos con respecto a
la biolixiviacion y su uso como técnica de remediacion en el contexto de la situacion actual
en Nicaragua. Ya que no se han hecho estudios como estos en el pais. Esto beneficia a la
comunidad cientifica, a empresas mineras en sus gestiones ambientales con medidas
correctivas viables, y empresas encargadas de remediacion y/o servicios ambientales en
general.

2. Objetivos
2.1. Objetivo General:

Evaluar el potencial de biolixiviacion fungal autoctono e inoculado de metales en
sedimentos contaminados en la regién minera de Santo Domingo, Chontales.

2.2. Objetivos Especificos:

v Determinar la eficiencia de lixiviacion fungal autoctona e inoculada (bioaumentada)
en base al porcentaje de remocién por percolacién de metales de dos sedimentos
contaminados y uno de referencia en la region minera de Santo Domingo,
Chontales.

v Relacionar la eficiencia de lixiviacion fungal con algunas propiedades bioldgicas a
monitorear durante los experimentos como son la produccion de &cidos organicos
(citrico, oxalico, tartarico, glucénico, sucinico y férmico) y la actividad enzimatica
(lipasa-esterasa) de los sedimentos bajo estudio.
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v" Relacionar la eficiencia de lixiviacion fungal con algunas propiedades
fisicoquimicas (pH, textura, contenido de materia orgénica y Capacidad de
Intercambio Cationico) y la concentracion inicial de metales totales y lixiviables o
biodisponibles (Agua destilada, CaCl, 0.01 N y NH4NO3; 1M) en los sedimentos
bajo estudio.

v Optimizar el tiempo de percolacién, contenido de carbohidratos (melaza) y volumen
de liquido de percolacion (agua) necesario para favorecer el proceso de
biolixiviacion en los sedimentos bajo estudio

v" Identificar las especies autdctonas que conforman las comunidades fungales de los
sedimentos bajo estudio por medio de la técnica de PCR.

3. Marco Teodrico

A continuacion, se expone el marco referencial de la investigacion a realizar.
Contextualizando aspectos de las actividades mineras y sus impactos; alternativas de
remediacién de sitios contaminados en la cual se incluye la biolixiviacion. Se aborda asi
mismo, los mecanismos de biolixiviacion realizada por los hongos principalmente; ademas
de describir el &rea de estudio en el cual se enmarca la investigacion.

3.1. Contaminacion por actividad mineray su impacto ambiental

En las dltimas décadas la contaminacion ambiental ha aumentado enormemente debido
directamente al aumento desmedido de la poblacién y al crecimiento industrial a nivel
mundial. Un tema relevante y de gran preocupacion ambiental es la contaminacion de suelo
y de agua por metales pesados y metaloides que pueden ocasionar efectos tdxicos en la
salud publica. Entre las fuentes de contaminacion por metales y metaloides, se encuentra
las actividades mineras en sus distintas fases de exploracion, explotacion y procesamiento
del mineral metélico.

La mineria ha sido una de las actividades mas antiguas del hombre, incluso se puede
afirmar que ha influido préacticamente en el desarrollo de todas las actividades que
conocemos en la actualidad. No obstante, la actividad minera en sus diferentes etapas
(exploracion, explotacion y procesamiento) ocasiona impactos ambientales significativos
tales como: degradacion de ecosistemas y recursos naturales, afectacion a cuencas hidricas
importantes, pérdida de los recursos forestales y la amenaza para la diversidad bioldgica
(Castelldn, 2010).

Por otro lado, Shinner & Klauser (2005) mencionan que la contaminacion de suelo por
metales “pesados se encuentra extendida debido a la industrias, principalmente las de
extraccion y procesamiento de metal, tenerias, combustion de madera, carbon y aceite
mineral”. De lo cual se podria asegurar, que actividades de extraccion y procesamiento de
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metal es fuente significativa de metales pesados como contaminantes hacia el suelo y el
agua.

Por ello, resulta necesario conocer el proceso general de la actividad minera, ya que permite
identificar los impactos ambientales por cada etapa de la mineria.

Los proyectos mineros comprenden distintas fases secuenciales que empiezan con la
exploracion del mineral metalico y termina con el periodo de post-cierre de la mina
(ELAW, 2010). Cada fase esté asociada a un conjunto de impactos ambientales:

X/
L X4

X/
°e

Exploracion: la fase exploratoria busca el conocer la extension y el valor del
yacimiento mineral. Involucr la realizacion de inspecciones, estudios de campo,
perforaciones de prueba y otros analisis exploratorios.

Desarrollo: luego de confirmarse la existencia del yacimiento mineral, inicia el proceso
de desarrollo, el cual consiste de construccion de caminos de acceso y preparacion del
lugar con el respectivo desbroce.

Explotacion: es la fase que busca la extraccion y concentracion del metal en la corteza
terrestre. No obstante, existen diversos metodos de extraccion y concentracion. Por lo
general, los minerales metalicos se entierran debajo de una capa de suelo o roca comun
que debe ser removido o exavado para acceder al deposito de mineral metalico. Entre
los metodos de expltacion se puede mencionar: Mineria a cielo abierto, mineria aluvial,
mineria subterranea, reprocesamiento en minas inactivas y relaves

Extraccion del mineral: comienza la extraccion mediante uso de equipos y maquinaria
pesada especializada, asi como el transporte del mineral a las instalaciones de
procesamiento.

Beneficio o procesamiento del mineral: consistente en el chancado y molienda del
mineral, y separar el metal del mineral. El beneficio incluye tecnicas de separacion
fisica-quimica como: concentracion por gravedad, separacion magnetica, separacion
electrostatica, flotacion, extraccion por solventes, proceso de electroobtencion,
precipitacion y amalgamacion. Los desechos incluyen desechos de roca, relaves,
desechos del lixiviado disposicion de materiales de desecho de lixiviado.

Disposicion de relaves: los relaves son los residuos de mineral que permanece despues
que ha sido triturado, y que ha sido extraido el metal valioso. La disposicion consiste en
emplear las diferentes opciones tales como: deposito o cancha de relaves,
deshidratacion y disposicion de relaves secos; Y disposicion submarina de relaves.
Rehabilitacion y cierre: la meta de la reahabilitacion y cierre es el retornar las
condiciones del lugar lo mas paecido posible a las condiciones ambientales y ecologicas
previas a la existencia de la mina.
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3.1.1. Subproductos del proceso minero

Entre los subproductos generados en el proceso minero se pueden mencionar: los relaves,
escombros o desechos de roca, lixiviados y materiales desecho de lixiviacion. De estos
subproductos, resultan prioritarios los relaves. Los materiales desecho de lixiviacion son
exclusivos de los procesos mineros de tipo lixiviantes para extraccion de cobre.

Con respecto a los relaves, muchas empresas mineras, por conveniencia, simplemente
descargan los relaves en los sitios mas cercanos, incluyendo rios y arroyos cercanos.
Algunas de las peores consecuencias ambientales se han asociado con la descarga abierta
de los relaves, una practica casi universalmente rechazada en la actualidad (ELAW, 2010).

3.1.1.1.  Relaves, Colas o Tailings

Los relaves se pueden definir como el desecho mineral sélido de tamafio entre arena y limo
provenientes del proceso de concentracidn que son producidos, transportados o depositados
en forma de lodo (DGAAM-MINEM Per().

Por su parte, ELAW (2010) explica que los relaves son un desecho que se produce en
grandes cantidades, los cuales pueden contener sustancias toxicas a niveles peligrosos de
arsenico, plomo, cadmio, cromo, niquel y cianuro.

3.1.2. Metales pesados

Los metales pesados son aquellos elementos quimicos que presentan densidad igual o
superior a 5g/cm® cuando estan en forma elemental, o cuyo nlimero atémico es superior a
20 excluyendo a metales alcalinos y alcalinotérreos. Sin embargo, Herndndez (2011)
explica que el término “metales pesados” es impreciso; asi mismo menciona que realmente
el termino se refiere a aquellos metales que siendo elementos pesados son toxicos para la
celula.

Se considera que los metales mas peligrosos son el Plomo, Mercurio, Arsénico, Cadmio,
Estafio, Cromo, Zinc y Cobre. Los metales pesados son de toxicidad extrema porgue, como
iones o0 en ciertos compuestos son solubles en agua.

Hernandez (2010) clasifica a los metales pesados en dos grupos: los Oligoelementos o
micronutrientes y los metales sin funcién bioldgica o Macro elementos. Los oligoelementos
son necesarios en cantidades pequefias para los organismos, pero toxicos en
concentraciones altas, incluyen: arsénico (As), Boro (B), Cobalto (Co), Cromo (Cr), Cobre
(Cu), Molibdeno (Mo), Manganeso (Mn), Niquel (Ni), Selenio (Se) y Zinc (Zn). Por su
parte, los macro elementos son altamente toxicos tales como: Bario (Ba), Cadmio (Cd),
Mercurio (Hg), Plomo (Pb), Antimonio (Sb) y Bismuto (Bi).
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La incorporacion de metales provocando excesos en el medio ambiente debido a las
actividades mineras puede generarse por drenajes de aguas de minas o drenajes &cidos, por
desmontes y por los relaves mineros (Maksaev, 2009). Maksaev, también explica que
algunos metales, como cadmio y mercurio, y metaloides como antimonio o arsénico, los
cuales son muy comunes en pequefias cantidades en depdsitos metélicos son altamente
toxicos, aun en pequefias cantidades, particularmente en forma soluble, la cual puede ser
absorbida por los organismos vivos.

El proceso de cianuracion y oxidacién de aguas acidas o drenaje acido de minas puede
contribuir a la liberacion y consecuente contaminacion por metales tales como Cobalto,
Manganeso, Niquel, Plomo y Zinc. La Empresa ELAW (2010) explica que el drenaje acido
disuelve metales téxicos como el cobre, aluminio, cadmio, arsénico y mercurio que se
encuentra en la roca; estos metales arrastrados por el agua, pueden viajar largas distancias
contaminando riachuelos y agua subterranea.

3.1.3. Impacto ambiental a matrices ambientales

La actividad minera en sus diferentes escalas ocasiona diferentes tipos de impactos
ambientales dependiendo del proceso que se utiliza y de cada uno de las operaciones
unitarias, entre los cuales se puede mencionar grosso modo.

e Degradacién de ecosistemas y recursos naturales (suelos, bosques, aguas)

e Afectacion a cuencas y micro cuencas hidricas importantes.

e Pérdida de los recursos forestales y la fuerte amenaza que representa para la
diversidad biologica.

e El transporte de sedimentos afecta en gran medida los recursos hidricos, tanto en su
calidad como cantidad, lo mismo que su flora y su fauna acuatica.

e EIl cambio de uso del suelo en los territorios sin tomar en consideracion su
potencial, agudizando los problemas erosivos y por ende la degradacién de los
ecosistemas.

e Las fuentes de aguas superficiales (rios, quebradas, etc.) son utilizadas como
receptores de aguas residuales, desechos solidos industriales y sedimentos,
principalmente.

e La pérdida del suelo al separar su capa fértil causando disminucién de la
productividad.

e Alto grado de sedimentacion de fuentes hidricas.

e Contaminacion con metales pesados a los cuerpos de aguas superficiales y
subterraneas.
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3.1.3.1.  Impacto ambiental al recurso hidrico

Puede decirse que el impacto mas significativo de las actividades mineras es el efecto en la
calidad y disponibilidad del recurso hidrico en la zona del proyecto. Entre los impactos
identificados se puede mencionar (ELAW, 2010):

e Drenaje acido de mina y lixiviados contaminantes lo cual ocasiona dafio en los peces y
especies acudticas, incorporacion de metales toxicos al disolver los metales como cobre,
aluminio, cadmio, arsénico, plomo y mercurio.

e Erosion de suelos y desechos mineros en aguas superficiales: la erosion es un efecto
siempre potencial por las actividades mineras; esta erosion puede causar grandes
cantidades de sedimentos cargados de contaminantes en los cuerpos de aguas cercanos.
Entre los impactos ocasionados por ello esté el encontrar concentraciones elevadas de
material particulado (Sélidos suspendidos y disueltos) en agua superficiales;
disminucion del pH y carga de metales; y erosion del lecho y bancos de los cursos de
agua.

e Embalses de relaves y lixiviacion en pilas y botaderos. Lo cual involucra impactos
como contaminacion de agua subterranea por la lixiviacion de sustancias toxicas y agua
superficiales que reciben las descargas.

e Desaguado de la mina: que incluye impactos tales como reduccion o eliminacién de
flujos de aguas superficiales, degradacién de calidad de aguas superficiales,
degradacion del habitat, reduccion de abastecimiento domestico mediante pozos.

3.1.3.2.  Impacto ambiental a los suelos

El suelo es alterado como resultado de las actividades mineras. Una de las anomalias
biogeoquimico que se generan al momento de la extraccion, es el aumento de la cantidad de
micro elementos en el suelo convirtiéndolos a niveles de macro elementos los cuales
afectan negativamente la biota y calidad de suelo; estos afectan el nimero, diversidad y
actividad de los organismos del suelo, inhibiendo la descomposicion de la materia organica
del suelo (Hernandez, 2011)

De acuerdo a Cuevas (2010) los suelos que quedan tras una explotacién minera contienen
todo tipo de materiales residuales, escombros estériles, entre otros, lo que representa graves
problemas para el desarrollo de la cubierta vegetal, siendo sus caracteristicas mas notables
las siguientes: clase textural desequilibrada, ausencia o baja presencia de la estructura
edafica, propiedades quimicas andémalas, disminucion o desequilibrio en el contenido de
nutrientes fundamentales, ruptura de los ciclos biogeoquimicos, baja profundidad efectiva,
dificultad de enraizamiento, baja capacidad de cambio, baja retencion de agua y presencia
de compuestos toxicos.

Los metales tienden a acumularse en la superficie del suelo quedando accesibles al
consumo de las raices de los cultivos. Las plantas cultivadas en suelos contaminados
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absorben en general mas oligoelementos y la concentracion de éstos en los tejidos vegetales
esta a menudo directamente relacionada con su abundancia en los suelos, y especialmente
en la solucién hiumeda. Se menciona también que excesivas concentraciones de metales en
el suelo podrian impactar la calidad de los alimentos, la seguridad de la produccién de
cultivos y la salud del medio ambiente, ya que estos se mueven a traves de la cadena
alimenticia via consumo de plantas por animales y estos a su vez por humanos (Puga et al,
2006).

3.1.3.3.  Impacto ambiental a la atmosfera.

El transporte de emisiones en el aire ocurre durante todas las etapas del ciclo de vida de una
mina, si bien en particular se dan durante la exploracion, desarrollo, construccion vy
operacion. Las operaciones mineras movilizan grandes cantidades de material; requieren
maquinaria pesada y equipos industriales para procesar el mineral. Las pilas o depositos de
desechos contienen particulas pequefias que pueden ser facilmente dispersadas por el viento
(ELAW, 2010).

Las mayores fuentes de contaminacion del aire en operaciones mineras son

e Material particulado transportado por el viento como resultado de excavaciones,
voladuras, transporte de materiales, erosion edlica (mas frecuente en tajos abiertos),
polvo fugitivo proveniente de los depdsitos de relaves, depdsitos, pilas de desechos,
caminos. Las emisiones de los gases de escape de fuentes mdviles (vehiculos,
camiones, maquinaria pesada) también contribuyen a aumentar el nivel de material
particulado; y

e Emisiones gaseosas provenientes de la quema de combustibles en fuentes estacionarias
como maviles, voladuras y procesamiento de minerales.

Otra forma de contaminacion de la atmosfera por actividad minera es la generacion de
ruido y vibracion cuyas fuentes pueden incluir motores de vehiculos, carga y descarga de
rocas, voladuras, generacion de energia, entre otras fuentes relacionadas con la
construccién y actividades de la mina.

Dentro del proceso de recuperacion del mercurio amalgamado con el oro existe una fuente
de calor aplicado para evaporar el mercurio, el cual al volatilizarse es emanado a la
atmosfera, disponible al contacto con el tracto respiratorio (CIRA/UNAN-Managua;
MARENA; INIFOM, 2006) .

3.2. Alternativas de remediacion de sitios contaminados por metales pesados.

En la actualidad existen distintas técnicas de remediacion o descontaminacion de sitios
contaminados por metales pesados. Las alternativas pueden clasificarse entre Técnicas de
tratamiento fisico-quimico y tratamientos bioldgicos. Entre las técnicas fisicoquimicas se
puede mencionar la técnica de “lavado ex-situ”, flushing (técnica in situ), electrocinética in

Pagina | 10



situ, adicion de enmiendas o quimicos (Ortiz, Sanz Garcia, Dorado Valifio, & Villar
Fernandez, 2008).

Segun Ortiz, et al, (2008) las técnicas biologicas mayormente empleadas para remediar sitios
contaminados por metales pesados se basan en tratamientos de recuperacion que
disminuyen la toxicidad de los metales tdxicos a través de la actividad bioldgica natural
mediante reacciones que forman parte de sus procesos metabdlicos.

En este aspecto, enfocados en las técnicas bioldgicas, surge el término bio-transformacion
de metales realizados principalmente por microorganismos. Segun Gadd (2004) los
microorganismos estan estrechamente relacionados con la biogeoquimica de los metales a
través de una serie de procesos que determinan su movilidad y biodisponibilidad.

Se debe sefialar, que los microorganismos no pueden degradar ni destruir metales, pero si
pueden controlar la especiacion y transformacion a formas mas o menos toxicas mediante
mecanismos de oxidacion, reduccion, metilacion, dimetilacion, formacion de complejos,
biosorcion y acumulacion intracelular.

3.3. Biolixiviacién

Entre las técnicas bioldgicas de recuperacion de sitios contaminados por metales pesados
que ha surgido en las ultimas décadas es la biolixiviacion; técnica que busca solubilizar de
manera ex-situ, los metales pesados mediante el uso de microorganismos tanto hongos
como bacterias.

La biolixiviacion esta basada en la capacidad de los microorganismos para transformar
compuestos solidos en elementos solubles y extractables. Las ventajas de la tecnologia de
biolixiviacion incluyen condiciones de reaccidn suaves, bajo consumo de energia, proceso
simple, bajo impacto ambiental y es adecuado para el bajo grado de colas mineras, residuos
y suelos contaminados (Deng et al, 2012).

3.3.1. Mecanismo de Biolixiviacion

Generalmente, los microorganismos estan involucrados en la movilidad de los metales a
través de su oxidacion, reduccion, acumulacion y sus metabolitos durante la biolixiviacion.
Se han realizado estudios que especifican los mecanismos de biolixiviacion segun el tipo y
especie de microorganismo. Por ejemplo, el mecanismo de biolixiviacién de A. niger, P.
simplicissimun, P. purpurogenum fue relacionada a la produccién de metabolitos de bajo
peso molecular, principalmente &cidos organicos tales como é&cido glucénico, acido
piravico, acido citrico, acido oxalico, &cido malico y acido succinico, pero es diferente que
el mecanismo de R. rubra, A. thiooxidans y A. ferrooxidans.

La biolixiviacion del R. rubra fue relacionada a su actividad metabdlica y a
macromoléculas estructural de la capsule y pared celular. La biolixiviacion del A.
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thiooxidans y A. ferrooxidans contribuyen a los mecanismos de “contacto” y “no contacto”.
El mecanismo de “contacto” toma en cuenta que la mayoria de las células se adhieren a la
superficie de los sustratos de biolixiviacion. El mecanismo de “no contacto” esta
relacionado a las reacciones redox tales como la reduccidon del hierro (I1) a la oxidacion de
Azufre.

Segln Bayat (2011) se utilizan tres grupos de microorganismos utilizados para los procesos
de lixiviacion: bacterias autotréficas, bacterias heterotroficas y hongos. Por su parte, Gadd
(2004) expresa la clasificacion de la biolixiviacion en funcién de los organismos
heterotrofos y autotrofos. A continuacion se expresa las caracteristicas de los tipos de
lixiviacion microbiana explicado por Gadd (2004):

3.3.1.1.  Lixiviacion heterotrofica (quimio-organotroéfica).

Se basa en el principio de que los microorganismos pueden acidificar su ambiente por flujo
de protones via membrana plasma (H+-ATPases), manteniendo el balance de carga; o como
un resultado de acumulacion de bidxido de carbono. La acidificacion puede llevar a liberar
metales por un gran nimero de rutas, por ejemplo: competicion entre protones y el metal y
un no metal.

El metabolismo heterotréfico puede ademas lograr una lixiviacién como resultado del flujo
de &cidos organicos y sidero6foros. Los acidos organicos proveen ambos protones y aniones
complejantes de metales. Ya que los aniones Citrato y oxalato pueden formar complejos
estables con un gran nimero de metales.

3.3.1.2.  Lixiviacién Autotrofica:

La mayoria de la lixiviacién autotrofica es llevada a cabo por qumiolitotrofico, bacterias
acidofilicas la cual fija diéxido d carbono y obtienen energia de la oxidacion del hierro
ferroso o compuestos de azufre reducido. Los microorganismos involucrados incluyen
bacterias sulfuro-oxidantes.

3.3.2. Microorganismos de lixiviacion-Hongos

Muchas especies de microorganismos han sido reportados como aptos para biolixiviar
metales pesados en suelos, incluyendo el Aspergillus niger, Penicillium purpurogenum,
Rhodotorula rubra, Acidithiobacillus thiooxidans y Acidithiobacillus ferrooxidans. El
mecanismo de solubilizacion del metal durante la biolixiviacién esta relacionada a un
proceso quimico, a pesar de la union de los microbios al mineral puede mejorar la
disolucién (Deng et al, 2012)

La especie de hongos Aspergillus niger es una de las especies mayormente utilizadas en
biolixiviacion y presenta ventajas sobre las bacterias biolixiviantes, incluyendo la
capacidad de crecer en valores de pH altos y una mayor rapidez en el factor de lixiviacion.
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(Xu and Ting, 2004). Los hongos han sido también utilizados en la produccion de acidos
organicos, como citricos, oxalicos, y gluconico. Estos acidos son excelentes lixiviantes de
metales pesados a partir de materiales minerales y desechos solidos. Los hongos también
pueden crecer facilmente en montos sustanciales empleando técnicas no sofisticadas de
fermentacion y medios baratos de crecimiento. De igual manera la lixiviacion fungal puede
servir como una opcion economicamente viable para la remocidn/recuperacion de metales
ionicos a partir de soluciones acuosas (Gadd, 2004).

3.3.2.1.  Generalidades de los Hongos

Los hongos se conocen como organismos unicelulares y pluricelulares principalmente con
estructuras hifales, los cuales obtienen sus nutrientes por absorcion. Estas definiciones
comprenden los organismos heterogéneos convencionalmente estudiados por micologistas.
La nutricion heterotrofica puede ser lograda por diferentes estilos de vida saprofitica,
parasita o simbidtica (Espinosa & Gonzalez, 2007).

3.3.2.2.  Clasificacién

Espinosa & Gonzalez (2007) expresan que la clasificacion de los hongos esta sujeta a muchos
cambios como consecuencia de intensas investigaciones en afos recientes. El reino fungi se
clasifica generalmente en cinco Filos: Zigomycota (cigomicetes); Ascomycota
(ascomicetes); Basidiomycota (basidiomicetes); Chytridiomycota (chitridiomicetes);
Deuteromycota (deuteromicetes): los criterios usados para distinguir estas cinco divisiones
incluyen tanto caracteristicas de la estructura basica como patrones de reproduccion.

3.3.2.3.  Importancia de los Hongos

Uno de los usos principales de los hongos es el desarrollo de productos bioquimicos como
acidos organicos (citrico, fumérico, lactico e itaconico) y giberilinas. Las penicilinas
naturales y semisintéticas son también productos de importancia econémica, de lo que
puede ser considerado como micologia aplicada tradicional. Nuevos agentes
farmacoldgicos importantes tales como, antitumorales o inmuno-moduladores como la
ciclosporina, son productos fungicos que han adquirido trascendencia reciente. Los hongos
filamentosos y las levaduras pueden también ser utilizadas para transformar o modificar
compuestos de utilidad médica, como la cortisona. Tales avances dan muestra del potencial
de los hongos manipulados genéticamente.

También se estd produciendo un significativo desarrollo en el uso de hongos para la
biotecnologia agricola y medioambiental, asi como en biotecnologia industrial diferente de
las tradicionales industrias de fermentacion. En el &mbito agricola se ha intentado utilizar
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hongos como agentes de control biologico para reducir las poblaciones dafiinas de insectos,
malas hierbas y microorganismos patdégenos de plantas. La biotecnologia medioambiental
estd actualmente dedicada en su mayor parte a tecnologias para el tratamiento de residuos
peligrosos como cianuro y a la biorremediacion (descontaminacion) de suelos
contaminados por pesticidas, metales pesados y otros compuestos quimicos.

3.3.2.4. Interaccion entre Microorganismos y Metales

En la ultima década, numerosas revistas, documentos y literaturas concernientes a metales y
su interferencia con microorganismos han sido publicados. De esta manera, Espinosa et al
(2007) hace mencion de los mecanismos de concentracion de metales, las cuales pueden ser
categorizadas por lo siguiente:

> Interaccion Extracelular.
» Interaccion Célula — Superficie.
> Interaccion Intracelular.

Interaccion Extracelular: Esta interaccion envuelve principalmente polimeros
extracelulares, proteinas, metabolitos &cidos y cambios en el medio ambiente local, debido
a procesos bioquimicos; en este tipo de interaccién los microorganismos no tienen un
contacto directo con metales.

Los microorganismos pueden entrar en contacto con los metales indirectamente por la
produccion de metabolitos o por algunas reacciones biogquimicas. Este proceso beneficia al
medio ambiente en algunas vias:

a) Lixiviacién de aleaciones metélicas o minerales nativos por la produccion de acidos.

b) Descarga de metales con un limite de éxido de hierro y manganeso por reduccion
microbiana.

¢) Inmovilizacion de metales por la formacidn de sales insolubles.

Interaccion Célula—Superficie: Algunos metales tienden a unir la superficie celular
microbiana a resultados de grupos funcionales. Una de la mas importante interaccion célula
— superficie es la biosorcién; que es uno de los mecanismos mas significantes por lo cual
los microorganismos remueven los metales concentrados de una solucion.

Interaccién Intracelular: Algunos procesos particulares de transporte causan efectos de
acumulacién de metales en la célula microbiana. Estos pueden causar detoxificacion del
medio ambiente a través de la conversion de metales insolubles a formas més volatiles.

3.3.25.  Ventajas y desventajas de los hongos asociados a la lixiviacion.

Entre las desventajas del uso de hongos para procesos de biolixiviacion se puede mencionar
lo siguiente:
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a) Generalmente el hongo requiere de grandes cantidades de carbén orgéanico para el
crecimiento y generacion del agente lixiviante.

b) Los biohidrometalurgistas no tienen un tratamiento conocido con el hongo.

c) Los procesos de lixiviacion con hongos es mas lenta que la lixiviacion con
bacterias.

Sin embargo estos puntos son menos significantes después de los siguientes factores a
considerar:

e Algunos materiales engloban metales con aumento de pH del medio durante el
proceso de lixiviacion.

e La formacion de complejos con iones metélicos por el cual uno u otro es méas
soluble en medio ambiente neutral o menos toxico, es otra superioridad por la
presencia del hongo como agente lixiviador.

e Los procesos de lixiviacién convencional son solo aplicables a materiales que
contienen compuestos sulfurados.

e Los hongos como microorganismos son capaces de consumir fuentes de carbon
orgénico por el cual muchos pueden estar supliéndose de desechos organicos de
facil acceso.

e La accion de metabolitos en la lixiviacion fangica no ha tenido una investigacion
total y esto es controversial acerca de diferentes metabolitos y su accion de
solubilizacion sobre metales. Sin embargo se sugiere 3 mecanismos por el cual los
compuestos de metales sélidos pueden ser lixiviados:

» Acidofilos.
» Complexdlisis.
» Redoxdlisis.

3.3.3. Acidos Orgéanicos

Uno de los principales usos biotecnologicos de los hongos es la produccion por
fermentacidn de un conjunto de acidos organicos, como el citrico, oxalico, glucénico, entre
otros; siendo el citrico el mas importante para la lixiviacion.

3.3.3.1. Acido Citrico

El &cido citrico es ampliamente utilizado en la industria de alimentos para la produccion de
bebidas no alcoholicas, sales efervescentes y medicina, para el plateo de espejos y como
aditivo en los tintes. El acido citrico se producia a partir de los frutos citricos, pero ahora
casi el 99% de la produccion mundial se obtiene por fermentacion de hongos, en la
actualidad la produccion anual de este compuesto excede las 200.000 toneladas.

El &cido citrico es fundamentalmente producidos por 2 especies de Aspergillus llamadas A.
niger y A. wentii. El &cido citrico es un tricarboxilico con 6 atomos de carbono.
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3.3.3.1.1. Biosintesis Fungica del Acido Citrico

El &cido citrico (acido 2 hidroxipropano- 1, 2,3tricarboxilico) es un producto metabolico
primario y se forma en el ciclo de los acidos tricarboxilicos. La glucosa es la principal
fuente de carbono utilizada para la produccién de  &cido citrico. En muchos
microorganismos el 80% de la glucosa utilizada para la biosintesis de &cido citrico se
metaboliza y 20% por reacciones del ciclo de la pentosa fosfato. Durante la fase de
crecimiento la relacion entre estas dos vias es de 2:1.

Si se utilizan como fuente de carbono acetato o compuestos alifaticos superiores, como n -
alcanos (C9 — C23), se encuentran en A-niger una secuencia anapleroética. En ausencia de
glucosa opera el ciclo del glioxalato; la isocitratoliasa se induce, y esta presente la malato
sintasa. Si se afiade glucosa el ciclo del glioxalato se reprime, aunque la isocitratoliasa es
todavia parcialmente activa.

3.3.4. Factores que influyen en Biolixiviacion
3.3.4.1. Parametros o condiciones de biolixiviacion

Shinner & Klauser, (2005) hacen mencion sobre las condiciones que influyen en los
procesos de biolixiviacion se incluyen diversos pardmetros medibles como lo son:

e Cantidad de sustrato disponible

e Temperatura de ambiente para crecimiento de microorganismos
¢ pH condicionante para los microorganismos.

e Familia y género de microorganismos.

e Condiciones quimicas-fisicas del medio o muestra.

3.3.4.2. Eficiencia de lixiviacion

La efectividad de la biolixiviacién depende esencialmente de la eficiencia de los
microorganismos y de la composicién quimica del sélido. EI maximo rendimiento de
extraccion de metal puede lograrse solamente cuando las condiciones de lixiviacion
corresponden con las condiciones 6ptimas de crecimiento de los microorganismos.

Para ello, es necesario complementar el medio de cultivo con sales de amonio, fosfatos y
magnesio. Un adecuado suministro de oxigeno es un requisito para el buen crecimiento y la
mayor actividad lixiviante de las bacterias. En el laboratorio esto puede lograrse por
aireacion o por agitacion. También el ajuste del valor de pH correcto es una condicion
necesaria para el crecimiento de la cepa y para la solubilizarian de los metales. El pH en el
proceso de biolixiviacion depende de la capacidad tampén. La capacidad tampon es
lentamente disminuida por la produccion continua de acido a partir de la oxidacion de
compuestos del azufre.
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3.4. ldentificacion gendomica de microorganismos

La dindmica poblacional natural que presentan todos los procesos de reacciones, sean estas
quimicas, biolégicas o ambas, representan el micro-cosmo que hace posible las
aplicaciones tecnoldgicas de hoy en dia. EI proceso de biolixiviacion de metales pesados no
es la excepcion, es necesario comparar y evaluar los organismos especializados a nivel
individual para conocer su comportamiento ante determinadas condiciones. Hoy en dia es
posible secuenciar una muestra total de ADN e identificar filogenéticamente que especie se
encuentra presente en la muestra.

3.4.1. Técnicade PCR

Aproximadamente desde 1990 avances significativos en técnicas de biologia molecular han
transformado la microbiologia ambiental y la ecologia microbiana, éstas técnicas han
sobrepasado la mayoria de las limitaciones de las técnicas dependientes del cultivo
microbiano a través de la extraccion de acidos nucleicos directamente (ADN y ARN)
provenientes de muestras terrestres o acuaticas, y que tedricamente representa el 100% de
las especies presentes en la muestra. Una de las técnicas moleculares de mayor uso es la
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

3.4.2. Estructura del ADN.

El ADN contiene 2 hélices o hebras, una complementaria y otra paralela, ambas estan
compuestas por acidos fosféricos y desoxirribosa. A su vez estan unidos con nucleotidos,
los cuales se consideran elementos estructurales del ADN y estan conformado por: una
base (piricas y pirimidimicas) + azlcar (pentosas o desoxirribosa) + fdsforo. La
nomenclatura de los nucleétidos se presenta asi: dATP, dGTP, dTTP, dCTP.

Asi mismo el ADN debe transmitir su informacién a todas las células y se genera a través
de 3 procesos:

1. Replicacion: se forman 2 copias de &cidos nucleicos bicatenario.
2. Transcripcion: un segmento del ADN se transforma en ARN.
3. Traduccion: Traduccion del ARN a aminoécidos que forman proteinas.

3.4.3. Extraccion y Purificacion del ADN provenientes de muestras de suelos.

La extraccién del ADN de las muestras de suelo se puede hacer través de la técnica de
PCR. Es un requerimiento necesario que las muestras deben conservarse en congelacioén (-
20 a-80 °C).

El objetivo de la técnica de PCR es amplificar secuencias de genes a partir de una
comunidad total de AND extraido de una muestra ambiental obteniendo genotipos
catabdlicos; en el caso de identificacion de hongos usando la secuencia del gen promotor
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18s ARN. Una de polimerasas de ADN a temperatura estable sintetiza una nueva hebra de
ADN al extender el cebador usando la hélice complementaria como plantilla, asi que se
generan copias duplicadas de la secuencia perseguida o meta, este ciclo se repite 20 o 30
veces resultando una amplificacion exponencial de la secuencia perseguida

Asi mismo el ADN extraido de la muestra total debe someterse a un proceso de
purificacion, en donde se deben remover otros acidos orgéanicos, propios de la muestra, que
pueden inhibir la sintesis correcta del ADN polimerasa. A continuacién se muestran
algunos compuestos o0 impurezas que se deben extraer:

Tabla 3-1.Impurezas y concentracion de inhibicion de sintesis de ADN.

Impurezas inhibidoras Concentracion de inhibicion
Fenol >0,005 %
Etanol >0,1%
Isopropanol >1%
Acetato de sodio >1%
Cloruro de sodio >5mM
EDTA >25mM
Hemoglobina >0,5mM
Heparina >16M/L
Urea >0,15 Ul/mL
Mezcla de reaccion. >15%

Fuente: OMS (2007)

Las técnicas de purificacion varian, desde extraccion por filtracién o precipitacion, hasta
elementos propios de cromatografia, usando silice o vidrio y a través de solventes afines a
las sustancias inhibidoras, como algunos detergentes para la extraccion de lipidos y
proteinas.

3.4.4. Tratamiento y andlisis del ADN purificado.

Para realizar el bioensayo en PCR se requiere un material plantilla para realizar la
amplificacion, ésta plantilla se conoce como cebador. El cebador, compuesto por
oligonucleottidos debe escogerse a partir de su punto de fusion, la longitud en pares de bases
(pb) y el tamario.

La enzima primosa une el cebador de ARN al ADN monocatenario para actuar como
extremo 3°OH en donde la polimerasa comienza su sintesis. El cebador ARN se elimina y
el hueco es rellenado por ADN polimerasa. La polimerasa avanza a través de toda la célula
recogiendo dNTP libres. La ADN polimerasa Il se encarga de la sintesis progresiva de
nuevas hebras de ADN. Mientras las cadena monocatenaria es débil proteinas se unen a su
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alrededor para protegerla de la degradacion. EI ADN polimerasa es catalizador en presencia
de iones Mg?*.

El ADN original (muestra) conocido como ADN diana es desenrollando por enzimas
Topoisomerasa y helicasa en el proceso de Desnaturalizacion, el cual depende de: La
temperatura de fusion el solvente, el pH y la concentracién de sales. Los cebadores estan
compuestos por nucleétidos cortos (16-30 pb) la distancia entre ellos debe ser menor a 10
kb y la concentracion debe ser de 1mM.

3.5. Area de Estudio

El sitio en el que se pretende llevar a cabo la investigacion corresponde a la region del
centro de Nicaragua, de Chontales, especificamente en el municipio de Santo Domingo. El
municipio es considerado como un sitio cuya principal actividad econémica es la mineria
de oro y en menor grado agricola y ganadera.

3.5.1. Generalidades del sitio

Santo Domingo presenta clima del tipo sabana tropical con precipitaciones anuales de 1100
a 2000 mm; y con temperaturas promedio de 25° a 27°C. Actualmente presenta una
poblacién que sobrepasa los 16 mil habitantes, de los cuales un alto porcentaje (60%
aprox.) habitan en el area rural.

El relieve es altamente montafioso, alcanzando altura méaximas de 505 msnm. EI municipio
colinda al norte con el municipio de La Libertad; al sur con los municipios de Sto. Tomés y
San Pedro de Lovago; al este con el municipio del Ayote y al oeste con el municipio de la
Libertad.

Los principales rios del municipio de Santo Domingo son: Siquia, EI Sucio (Afluente del
Siquia), Timuli, Tawa y el Guineal. El Rio Artiguas corre al centro de la ciudad.

Debido al suelo, subsuelo, a la pluviosidad de aguas, clima, riqueza hidrogréfica y las
montafias proveen al municipio una variedad y abundancia en recursos naturales. En el
subsuelo se encuentran (0 se encontraban) grandes yacimientos de cuarzo mineralizado en
oro y plata. Por ello, en los alrededores del casco urbano la actividad minera es la mas
importante.

3.5.2. Actividad minera en area de estudio

En el municipio de Santo Domingo la actividad minera es considerada el rubro principal de
la economia, ademas de la agricultura y ganaderia.
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Espinoza & Espinoza, (2005) explican que las actividades de beneficio de oro, realizadas en
santo Domingo son Ilamadas pequefia mineria, y mineria artesanal. La primera es definida,
en articulo 40 de la ley de minas, Ley 387 (MIFIC, 2001), como el aprovechamiento de los
recursos mineros que realizan personas naturales o juridicas, que no exceden una capacidad
de extraccion y/o procesamiento de 15 toneladas métricas por dia; y la segunda, es definida
en el articulo 41 de la misma ley, como el aprovechamiento de los recursos mineros que
desarrollan personas de manera individual o en grupos organizados, mediante el empleo de
técnicas exclusivamente manuales.

El procesamiento de la mena en Santo Domingo se realiza utilizando el método de
amalgamacion en los planteles de beneficio con sistemas de molienda de mena, asi como en
zonas de acumulacion aluvial de los sedimentos de las colas de planteles de beneficio.

No obstante, se hace necesario distinguir, dentro del contexto de la actividad minera en el
Departamento de Chontales, dos segmentos profundamente diferenciados a escala técnica y
de produccién, siendo estos:1. La empresa trasnacional con operaciones industriales, a
quien se le otorgd la concesion minera por un periodo de veinticinco afos, y 2. El segmento
artesanal de pequefia y mediana escala.

Las actividades a escala artesanal, involucran en su proceso de extraccién un mecanismo de
amalgamiento del mineral (oro) junto a un agregado quimico, principalmente Mercurio,
aunque en algunas etapas se puede mezclar con Cianuro para aumentar la eficiencia de
extraccion. El producto residual de la molienda conocido como “lamas” se deposita en las
cercanias del lugar de molienda también conocidas como “rastras” sin ningan tratamiento
y expuestos a procesos de meteorizacion, como la escorrentia pluvial, que arrastra el
sedimento a fuentes de aguas y otros reservorios, como suelo agricola, contaminandolos
(Picado & Bengtsson, 2012).

En el municipio se generan una serie de contaminantes producto de las labores mineras,
ademas de las sustancias que se utilizan para el proceso. Estos contaminantes agilizan la
disolucion de metales que van a parar junto con los deméas desechos a los cauces de los rios
Sucio directamente en el caso de Santo Domingo. Por ello, en diversos estudios se ha
encontrado altas concentraciones de metales pesados en diversos puntos del area. Esto no es
solamente producto de las actividades de explotacién minera, sino que responde al patrén
de formacién geoldgica de la subcuenca donde pueden distinguirse amplias areas
mineralizadas (CIRA/UNAN-Managua; MARENA; INIFOM, 2006).

3.5.3. Sitios sospechosos de contaminacion significativa por Metales pesados

Segun MARENA (2006) en Santo existen 6 puntos geograficos aptos para el muestreo de
metales pesados los cuales estan detallados en una base de datos municipal, sin embargo
existen otros puntos de procesamientos de minerales los cuales se consideran “ilegales” o
no autorizadas por la municipalidad.
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Todas las actividades de contaminacion puntual se ubican muy cerca del casco urbano en
las méargenes de los rios, su naturaleza es diversa, asi mismo las sustancias contaminantes,
las cuales pueden potenciar el riesgo de contaminacion por sinergia al mezclarse las
descargas de las industrias.

4. Diseflo metodoldgico

Una vez que se especificd el problemay se definié el alcance de la investigacion de Evaluar
el potencial de biolixiviacion fungal, se debe desarrollar el disefio de investigacién, o bien,
el plan o estrategia para obtener la informacion que se desea.

Ya que la investigacion es cuantitativa se requiere un disefio de investigacion del tipo
experimental, en el que se requiere manipular tratamientos, influencias o intervenciones
(condiciones y organismos) para observar los efectos sobre otras variables (eficiencia) en
una situacion de control.

4.1. Tipo de estudio

La investigacion es de tipo cuantitativa ya que es secuencial y probatorio. Ademas, requiere
una recoleccion de datos fundamentado en la medicion de pardmetros que conforman la
variable eficiencia. Dichas mediciones se realizan siguiendo procedimientos aceptados por
la comunidad cientifica por lo que confirma el uso de datos numéricos con el respectivo
andlisis mediante métodos estadistico.

4.1.1. Alcance del problema de investigacion:

El tipo de alcance de la investigacion relacionada al potencial de biolixiviacion autoctono
de un sitio contaminado por actividad minera, es del tipo Descriptivo y en cierto modo es
explicativo. No obstante, previo al alcance descriptivo, se dio el alcance exploratorio ya que
se indago sobre el tema y se encontrd que en el contexto de Nicaragua se han hecho pocos
estudios al respecto.

Resulta ser de alcance descriptivo ya que se pretende especificar caracteristicas,
condiciones, propiedades de un proceso de biolixiviacion; con el valor Gtil de mostrar la
eficiencia y viabilidad de esta técnica como alternativa de remediacion de sitios
contaminados.

A su vez, ya que se busca un sentido de entendimiento de la biolixiviacion fungal pude
considerarse también como de sentido explicativo.

Pagina | 21



4.2. Area de estudio

El &rea de estudio est& constituido por los diferentes puntos o sitios legales de disposicion
de residuos mineros o relaves en el municipio de Santo Domingo-Chontales. Cabe sefialar,
que el municipio de santo domingo presenta a la actividad minera como uno de los rubros
econdmicos principales. De manera que en cierta distribucion espacial por diversos puntos
a lo largo del municipio se encuentran sitios con fuerte actividad minera y respectiva
contaminacion puntual. (Ver Ilustracion 1)

En el segmento de universo y muestra se especifica los puntos criticos identificados por
MARENA como sitios sospechosos de alta contaminacidn por metales pesados.

4.3. Hipotesis y especificacion de variables

En las investigaciones cuantitativas de tipo Descriptivo no siempre es necesario realizar una
formulacién de hipotesis. Solo se formula cuando se pronostica un hecho o dato (Hernandez
Sampieri, Fernandez Collado, & Baptista Lacayo, 2010).

Por eso, tentativamente se podria formular una hipdtesis pronosticando la eficiencia de
biolixiviacion en base a los pardmetros que influyen en el proceso de biolixiviacion,
siguiendo un modelo cinético para microorganismos fungales.

No obstante, no resulta muy propicio para el caso formular una hipétesis al respecto. Sin
embargo si se realizara pruebas estadisticas a los datos obtenidos para valorar la fiabilidad y
grado de confianza de los datos.

Hay potencial autoctono de bio-lixiviacion y que la especie autdctono es la que presenta la
mas eficiente
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Tabla 4-1. Especificacion de variables

Objetivo Objetivos . . .
. . - Variables Sub-variables Indicadores
General Especificos
Determinar la
eficiencia de
lixiviacion  fungal
autoctona e | Eficiencia
inocul
oculada fungal de Aumento en la
(bioaumentada) en lixiviacion -
base al porcentaje de | concentracion
remocion por | autoctona % Remocion de | de metales
percolacion de| metales por lixiviados
metales de dos | Eficiencia percolacién diariamente en
sedimentos fungal de eluato (ICP-
contaminados y uno !leVlaClOﬂ OES)
de referencia en la | inoculada o
Evaluar el region minera de | bioaumentado
otencial de Santo Domingo,
potencial 9€ - cpontales.
biolixiviacion
fungal - — e
. Relacionar la | Produccion de | Concentraciones
autdctono e S - -
. eficiencia de | &cidos diarias en eluato
inoculadode | . . =, . .
lixiviacion ~ fungal | organicos de &cidos
metales en L -
. con algunas (citrico, oxalico,
sedimentos . g
) propiedades tartarico,
contaminados | .~ . o
- biologicas a gluconico, Aumento en las
en la region ! - . .
minera de monitorear  durante | Actividad sucinicoy concentraciones
Santo los experimentos | enzimatica férmico) de &cidos
. como son la organicos en
Domingo, ., , . ..
produccion de acidos Actividad de eluato y
Chontales - . . -
organicos  (citrico, lipasa-esterasa | actividad
oxalico, tartarico, diaria en los enzimatica en
glucénico, succinico suelos el suelo
y férmico) y la
actividad enzimaética
(lipasa-esterasa) de
los sedimentos bajo
estudio.
Relacionar la Eficiencia de | % Remocién de | Diferenciaen la
eficiencia de lixiviacion metales por eficiencia de
lixiviacion fungal percolacién biolixiviacion
con algunas dependiendo de
propiedades Propiedad Textura propiedades
fisicoquimicas (pH, | fisica fisico-quimicas
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textura, contenido de pH, contenido y
materia organica y Propiedades de materia concentraciones
Capacidad de quimicas organicay iniciales y
Intercambio Capacidad de lixiviables o
Cationico) y la Intercambio biodisponibles
concentracion inicial Cationico de metales
de metales totalesy | Concentracion
lixiviables o de metales Metales totales
biodisponibles (Agua | totales y extractables por
destilada, CaCl, 0.01 | lixiviableso | digestion
Ny NH4sNO3 1M) en | biodisponibles | Metales
los sedimentos bajo extractables con
estudio. agua destilada,

CaCl; 0.01 Ny

NH;NO3; 1M
Identificar las Taxonomia
especies autoctonas gendmica
que conforman las _ B
comunidades Especies de Region de ADN NGmero de
fungales de los | hongos .
sedimentos bajo | autéctonos ESpecies
estudio por medio de
la técnica de PCR. Tamaiio de

pares de bases

Optimizar el tiempo | Tiempo de
de percolacion, percolacion

contenido de
carbohidratos
(melaza) y volumen
de liquido de
percolacion
necesario para
favorecer el proceso
de biolixiviacién en
los sedimentos bajo
estudio

Contenido de
carbohidratos
(melaza)

Volumen de
liquido de
percolacién
(agua)

Aumento en la
eficiencia de
biolixiviacion
en los
sedimentos de
estudio
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4.4. Universo y muestra

Actualmente en Santo Domingo (tomado como el universo del presente estudio) existen 6
puntos geogréficos aptos para el muestreo de metales pesados los cuales estan detallados en
una base de datos municipal, sin embargo existen otros puntos de procesamientos de
minerales los cuales se consideran “ilegales” o no autorizados por la municipalidad. A
continuacion se detallan los puntos antes mencionados:

Tabla 4-2. Puntos aptos para muestreo de metales pesados.

UBICACION (X, Y) DESCRIPCION ESTRES

708174, 1356553 Cerro la Sompopera, sitio de Oro-Mercurio
Extraccién Minera utilizan
Mercurio, ademas existen
tuneles de 300metros de
fondo.

709558, 1357071 Cooperativa de pequefios Oro-Mercurio
Mineros, contaminacion
directa con materiales

pesados al rio Artiguas.

709929, 1355565 Basurero Municipal y Oro-Mercurio
mineria, contaminacion por
escorrentia hacia el rio
Artiguas.

709246, 1355578 Rastra de Cafidn, Oro-Mercurio
contaminacion por
escorrentia ubicada cerca del
basurero

708636, 1356006 Rastro Municipal, Oro-Mercurio
contaminacion directa al rio
Artiguas.

708316, 1356073 Rastra Pancasan, afecta Oro-Mercurio
directamente la quebrada El
Berrinche.

Con respecto a las muestras especificas la distribucion y seleccion del nimero de puntos de
muestreo debe basarse en la hipotesis de distribucién espacial de la contaminacion
potencial en el emplazamiento, partiendo del modelo conceptual desarrollado durante las
etapas de obtencion de informacion preliminar, asi como en los objetivos del estudio (EPA
2003, ISO/CD 114686).
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Para el caso especifico de la presente investigacion se determinan los puntos de muestreo
segun la frecuencia y el grado de exposicion que tengan estos espacios a los metales
pesados, asi mismo se pretende evaluar la distribucion espacio-temporal del contaminante
tomado tres sub muestras, una superficial, una de profundidad y una de distribucion
horizontal.

4.5. Meétodos e instrumentos de recolecciéon de datos

Secuencialmente los métodos e instrumentos de recoleccién de datos se mencionan a
continuacion:

e Recoleccion de muestras 0 muestreo de relaves en puntos criticos de disposicion de
relaves del municipio de Santo Domingo.

e Los métodos o técnicas de Recoleccion de datos de pruebas de lixiviacion se presentan
en la siguiente tabla:

Tabla 4-3. Técnicas de recoleccion de informacion

Técnica de recoleccion de informacion

% de Metal Lixiviado de la muestra por
hongo autéctono.

Concentraciones de metales en el lixiviado
y Concentracion inicial en muestra (mg/Kg-

mg/L e . .

g/L) Analisis quimico mediante uso de equipo
o ICP-OES

% de metal lixiviado de la muestra por

hongo inoculado.

Concentraciones de metales en el lixiviado

y Concentracién inicial en muestra.

Taxonomia-Genomica Técnica de Amplificacion genética o

Reaccioén en cadena de Polimerasa.

e Los datos obtenidos seran analizados mediante procedimientos estadisticos basicos.
4.6. Procedimientos

Los procedimientos analiticos de cada parametro o indicador de las variables se resumen en
la siguiente tabla:
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Tabla 4-4. Procedimientos de obtencidn de datos de parametros.

Colocar una cantidad en gramos de suelo con cierto
volumen en mL de agua destillada en frasco de

pH determinado volumen. Dejar equilibrar por 10 minutos y

medir con un electrodo de pH.

Colocar una cantidad en gramos de sustrato utilizando

Cantidad de sustrato. e
una balanza analitica.

Temperatura. Conductivimetro de campo.

Produccion acidos organicos Determinacion mediante uso de HPLC

Se determina el tiempo transcurrido de percolacion

Tiempo de percolacion. . , -
utilizando un cronémetro de precision.

Determinacion de concentraciones de metales pesados
dando tratamiento a las muestras con agua regia 'y
mediciones con el ICP-OES

Concentracion de metales
pesados.
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5. Cronograma de Actividades

Tiempo
Actividades
No. Etapa Mayo | Junio | Julio |Agosto | Octubre | Noviembre | Diciembre
1 Idea
Solicitud a
2 Institucion
Biotecnologia
Revision
3 bibliografica
preliminar
A Pre Planteamiento
de Problema
c Elaboracion de
Obijetivos
6 Redaccion de
Justificacion
7 Marco teorico
Pruebas de
9 optimizacion
de percolacion
10 Muestreo
Experimento Analisis
11 quimicos
preliminares
12 Montaje de
equipo de

Pagina | 28




Lixiviacion

Pruebas de
13 o
Lixiviacion
1 Pos- Analisis de
resultados

15

Experimento

Elaboracién de
Informe
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7. ANEXOS

Chontales
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llustracién 7-1. Area de estudio.



