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RESUMEN

El cianuro es utilizado en el ambito minero e industrial. El
cual es muy toxico y letal por su accién como un potente inhibidor

del metabolismo celular.

El objetivo de este trabajo fue evaluar la capacidad
degradativa del cianuro por bacterias aisladas de ambientes
mineros procedentes de la provincia de Candarave. Se tomaron
6 muestras de tierra de ambientes mineros procedente de la
compafia Minera Apacheta Quella S.A. Minera del Norte S.A.
Se aislaron 12 cepas, las cuales 2 cepas bacterianas se
identificacion mediante pruebas bioquimicas, Micrococcus sp y
Corynebacterium sp, los cuales obtuvieron un buen desarrollo en
la evaluacion de pH vy tolerancia de cianuro hasta 100 mg/L de
CN~.

En la evaluacién de la capacidad de degradacion de
cianuro Micrococcus sp mostro una degradacion a 9 ppm (91 %)
y Corynebacterium sp 50 ppm (50 %) en 10 dias conteniendo
100 mg/L CN a temperatura ambiente, pH 9,5 y en biorreactores
aireados a 1,8 volumen de aire por volumen del medio por

minuto (VVM).



ABSTRACT

Cyanide is used in the mining and industrial field. Which is
very toxic and lethal because of its action as a powerful inhibitor

of cellular metabolism.

The objective of this work was to evaluate the degradation
capacity of cyanide by bacteria isolated from mine tailings from
the province of Candarave. Six samples of soil from mining
environments were taken from the company Minera Apacheta
Quella S.A. Minera del Norte S.A. Twelve strains were isolated
of which 2 bacterial strains were identified by biochemical tests,
Micrococcus sp and Corynebacterium sp, which obtained a good
development in the evaluation of pH and tolerance of cyanide up

to 100 mg / L of CN~.

In the evaluation of the degradation capacity of cyanide
Micrococcus sp showed degradation 9 ppm (91 %) and
Corynebacterium sp 50 ppm (50 %) respectively in 10 days at
100 mg / L CN, room temperature and pH 9.5 in aerated
bioreactors 1.8 volume of air per volume of medium per minute

(VVM).

Xi



l. INTRODUCCION

En América Latina, el Peru es el primer pais en producir oro, estafio,
molibdeno, zinc y plomo; asimismo, es el tercer pais en producir cobre y
plata a nivel mundial. El sector minero aurifero en el Per( tiene una
produccion activa en promedio entre los 5y 6 millones de onzas por afio.
Asimismo, este sector se encuentra frente a la formalizacion de la pequefia

mineria, la cual representa un 20 % del oro producido en el pais.

El cianuro es un compuesto toxico que se utiliza por la industria
minera para la extraccion y recuperacion de metales como el oro, plata,
plomo, cobre y zinc; este compuesto es desechado en el ambiente,
generando prejuicios irreversibles en las fuentes de agua, flora y fauna de
nuestro pais. Persistiendo en el ambiente y teniendo como producto final el
acido cianhidrico, compuesto muy volatil y letal, para todo tipo de seres
Vivos porque actla sobre el sistema respiratorio, inhibiendo la enzima

citocromo oxidasa, impidiendo el uso de oxigeno.

Algunos investigadores han realizado estudios con microorganismos
y han encontrado diferentes rutas para la degradacion de cianuro por parte
de bacterias y hongos, conduciendo en la mayoria de los casos a la

conversion del cianuro a amonio como producto final. (Castillo, 2005)



En este trabajo se hace mencion del aislamiento de 12 cepas
bacterianas degradadoras de cianuro que se aislaron de ambientes
mineros de la provincia de Candarave, region de Tacna. Estas bacterias se
aislaron y caracterizaron usando medios de cultivo enriquecidos y medios
de cultivo selectivos, para poder evaluar la capacidad degradadora de
cianuro. Estos resultados obtenidos podran ser empleados como
alternativas en futuros procesos de biorremediacion en ambientes

contaminados con cianuro.

1.1. Planteamiento del problema

En el Peru la industria minera es uno de los principales pilares
de la economia nacional. Sin embargo, éstas generan pasivos
mineros. La Ley N° 28271, que regula los pasivos ambientales de la
actividad minera, define los PAM (Pasivos Ambientales Mineros)
como: “... todas las instalaciones, efluentes, emisiones, restos o
depdsitos de residuos producidos por operaciones mineras, en la
actualidad abandonadas o inactivas y que constituyen un riesgo
permanente y potencial para la salud de la poblacion, el ecosistema

circundante y la propiedad” (Ley N° 28271.Fondo Nacional de

Ambiente, Peru, 18 de febrero de 2004).



En la provincia de Candarave existe un poblacion de 3 174
habitantes, aproximadamente. En el cual existen pequefias mineras
gue se dedican a la explotacidon de azufre, actualmente los trabajos
se encuentran paralizados. Las minas se encuentran cerca al volcan
Tutupaca en el distrito y provincia de Candarave, en el limite de los
departamentos de Tacna y Moquegua a unos 207 km de la ciudad

de Tacna y sobre 4500 msnm.

Segun la Direccion General de Mineria en la actualizacion del
inventario inicial de pasivos ambientales mineros, aprobado por
Resolucion Ministerial N° 535-2016-MEM/DM publicado en el diario
oficial “El Peruano” el 22 de diciembre 2016, se han identificado
8 854 pasivos ambientales mineros (PAM) en el Pera entre los afios
2006 — 2016 y en Tacna se han registrado 184 pasivos ambientales
mineros (MINISTERIO DE ENERGIA Y MINAS, PERU, 2006 - 2016,
Actualizacion-Inventario de Pasivos Ambientales Mineros.
(http://wvww.minem.gob.pe/_detalle.php?idSector=1&idTitular=5769

&idMenu=sub5768&idCateg=961).

El cianuro es un producto quimico que usado en la extraccion
del oro y otros usos industriales. Los residuos que se producen por
el uso del cianuro son descargados en grandes cantidades sin

ningun tratamiento, los efluentes a ciertas concentraciones con


http://www.minem.gob.pe/_detalle.php?idSector=1&idTitular=5769&idMenu=sub5768&idCateg=961
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cianuro pueden llegar a ser peligrosos para el ser humano y

ocasionar un gran impacto en el medio ambiente.

En aguas naturales no contaminadas, los compuestos de

cianuro estan raramente presentes en concentraciones medibles.

Sin embargo, el cianuro se encuentra masivamente en las
aguas residuales de las industrias como el plastico, los fertilizantes,
herbicidas, colorantes y farmacéutica. En estas aguas las
concentraciones de cianuro pueden ser hasta 10 000 000 veces por
litro mayores que en condiciones naturales (Gurbuz, F.; Hasan, C. &

Akcil, A, 2009).

Por esta razon es de gran importancia tratar estos residuos,
tal es el caso que existen varios métodos que se emplean en
tratamientos fisicos y quimicos para la remediacién de ambientes
contaminados. Sin embargo, el uso de métodos biolégicos es una
alternativa que emplean para el tratamiento de los residuos
contaminados con cianuro considerando el metabolismo de esos
microorganismos (bacterias y hongos), los cuales se adaptan a

diferentes condiciones de crecimiento.

La gran variedad de microorganismos que se encuentran en

un lugar especifico, informan acerca de coémo estos permiten



encontrar soluciones a problemas ambientales complejos, tales
como: degradacion y pérdida de suelos, regeneracion de
plantaciones forestales, contaminacion ambiental, etc. El uso de
tales agentes debe tener implicita una estrategia de conservacion y

preservacion (Cornejo, 2016).

Por eso el aislamiento, caracterizacion e identificacion de
bacterias en ambientes mineros procedentes de zonas mineras, es
una alternativa viable para encontrar microorganismos eficaces en la

biorremediacién de cianuro.

1.1.1. Antecedentes

La degradacion microbiana del cianuro fue estudiada por
primera vez a mediados de 1950. Segun Mudder y Whitlock (1984),
emplearon una cepa mutante de Pseudomonas paucimobilis para
degradar cianuros, tiocianatos y complejos cianurados presentes en
aguas residuales y cuya primera demostracion comercial exitosa fue
en la industria minera por la Homestake Gold Mine, USA a mediados

de 1980 (Akcil & Mudder, 2003).



Segun Fernandez, Dolghih & Kunz, (2004) usaron la cepa
Pseudomonas flourescens NCIMB 11764, con el objetivo de realizar
la extraccion y purificacion de la enzima cianuro oxigenasa, a partir
de un medio minimo con glucosa y amonio, la induccion enzimatica
se realiz6 adicionando al medio 0,1 mM de KCN, para la obtencion
del in6culo las células fueron lavadas y resuspendidas en una
solucion de buffer fosfato a pH 7 (Fernandez, Dolghih, & Kunz.,

2004).

Segun Luque Almagro, Huertas, M. J., Martinez, M., Moreno,
C.,Roldan, M. D.; Garcia, L. J. Castillo, F. y Blasco, R., (2005),
aislaron una cepa de Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344,
empleando un medio de cultivo minimo preparado sin amonio y
citrato, a pH 9,5 con 2 mM de NaCN y 50 mM de acetato como Unicas
fuentes de nitrogeno y carbono respectivamente (Luque - Almagro,
V. M.; Huertas, M. J.; Martinez, M.; Moreno, C.; Roldan, M. D.;

Garcia, L. J.; Castillo, F. & Blasco, R., 2005).

El Grupo de Investigacion de Procesos Ambientales y
Biotecnologicos - GIPAB, de la Universidad EAFIT (“Foto
degradacion de cianuros libres presentes en una corriente residual”
y “Tratamiento de aguas residuales contaminadas con cianuro”),

obtuvieron un aislado nativo procedente del efluente de una empresa



de recubrimientos metalicos ubicada en el Valle de Aburra, segun
las pruebas bioquimicas, fisiolégica y morfologica resultd ser
compatible con la especie Pseudomonas fluorescens, que fue
cultivada en un medio de cultivo enriguecido con glucosa y cianuro
a un pH de 9,5, con una buena respuesta de degradacion, alrededor
del 96 %, a las 72 horas, con una concentracion inicial de cianuro de
15 mg/L y una velocidad de agitaciéon de 200 rpm, se obtuvo una
concentracion final menor a 1 mg/L ( Gil-Pavas Eh, Giraldo - Estrada

C, Camargo Pa Y Ossa C.,2005).

Segun Coley y Zapata (2006) lograron aislar 6 especies
diferentes a partir de un efluente de una empresa de recubrimientos
metélicos ubicada en el Valle de Aburra , las cuales se adaptaron a
una concentracion maxima de cianuro de 150 mg/L. Los
microorganismos identificados fueron como Pichia ohmeri,
Exophiala spp, Candida spp, Staphylococcus spp, Pseudomonas
spp y Rhodotorula mucilaginosa. Los microorganismos con mayores
velocidades de degradacion fueron Pichia ohmeri, Exophiala spp,
con valores de 2,3166 mg/Lh y 2,3109 mg/Lh respectivamente y los
de menores velocidades de degradacién fueron Candida spp con
una valor de 1,9747 mg CN/Lh y Staphylococcus spp con un valor

de 1,7664 mg CN/Lh. Todos los microorganismos tuvieron un



porcentaje de remocion de cianuro cercano al 97 %; lo cual significa
gue son una buena alternativa para el tratamiento de aguas
residuales contaminadas con cianuro (Coley Benjumea Tatiana &

Zapata Zuluaga Diana, 2006).

Segun la Direccion General de Mineria en la actualizacion del
inventario inicial de pasivos ambientales en el Peru entre el afio 2006
hasta el 2016 se han identificado en Tacna 184 pasivos ambientales
mineros de los cuales se ha identificado 52 residuos mineros
(MINISTERIO DE ENERGIA Y MINAS, PERU, 2006 - 2016,
Actualizacion-Inventario de Pasivos Ambientales Mineros.
http://www.minem.gob.pe/_detalle.php?idSector=1&idTitular=5769&

idMenu=sub5768&idCateg=961).

Segun Mosquera (2013) menciona que las bacterias que
contienen la enzima nitrilo hidratasa tales como Bacillus sp. y
Corynebacterium sp C5, se han utilizado en la industria para producir

acidos carboxilicos a partir del compuesto correspondiente nitrilado.

Segun Calisaya (2015) menciona que se logré aislar y
caracterizar molecularmente el ARNr 16S de un cepa degradadora

de cianuro, en muestras de aguas residuales municipales e


http://www.minem.gob.pe/_detalle.php?idSector=1&idTitular=5769&idMenu=sub5768&idCateg=961
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industriales de Magollo, Tacna. La cepa seleccionada se identificd

como Klebsiella sp ALL-1.

1.1.2. Fundamento del problema

El cianuro es empleado en la industria minera y en varios
procesos industriales, tales como produccion de nylon, plasticos
acrilicos, produccion de goma sintética, galvanoplastia,
endurecimiento de metales, aplicaciones fotograficas, pesticidas,
productos farmaceéuticos, extraccion minero metalargica de oro y

otros metales.

Aunque el cianuro es considerado como una sustancia
altamente toxica para los seres vivos, se puede transformar en otras
sustancias menos toxicas mediante procesos fisicos, quimicos y
bioldgicos, descomponiéndolo y haciéndolo no persistente en el

ambiente (Logsdon, M. J., Hagelstein, K., & Mudder, T., 2001).

Dentro de las numerosas tecnologias existentes para la
remediacion del cianuro, la degradacién biolégica tiende a ser una
buena alternativa. El empleo de microorganismos que proliferan en

ambientes de lixiviacion con cianuro y su capacidad para utilizar este



qguimico como fuente de nutrientes, especificamente de nitrégeno,
convierte a esta tecnologia en una valiosa herramienta natural para
propdsitos ambientales. Por lo tanto, estas tecnologias mas limpias,
en especial la biorremediacion, requieren el conocimiento sobre
microorganismos ambientales, ya que dan informacion que permite
el desarrollo de actividades biotecnoldgicas de remediacion. En un
primer acercamiento, la ecologia microbiana permite de forma inicial
conocer qué microorganismos estan presentes en cierto nicho y de
esta forma caracterizar y conocer su papel en estos ambiente
(Johnson, 2001; Torres-Cézares K.L., Casas-Flores S., Garcia-Meza

J.V.,2012).

La ecologia microbiana en minas ha sido de gran interés en los
dltimos afos, ya que ha dilucidado informacion del papel
fundamental de los microorganismos en estos ambientes, que
generalmente son hostiles como biolixiviacion de minerales (Mufioz
Echeverri, L. M., Marquez G., M. A., & Gallego Suarez, D. De J.,
2015). La diversidad y distribucion de microorganismos esta
influenciada por la composicion de la matriz geoquimica de los
microhabitats y la introduccion de sustancias toxicas o

contaminantes que causa cambios en la estructura, diversidad y

10



funcion de la comunidad microbiana asociada al lugar (Dhal, P. K.,

Islam, E., Kazy, S. K., & Sar, P., 2011).

Las condiciones extremas de los ambientes mineros pueden
referirse a condiciones fisicas extremas como temperatura, presion
o radiacion y a condiciones geoquimicas extremas como la salinidad

y el pH (Restrepo, O. J., Montoya, C. A., & Mufioz, N. A., 2006).

Algunos estudios demuestran que muchos de estos
microorganismos pueden tolerar y sobrevivir a estos ambientes
contaminados, considerando una buena opcion para la
biorremediacién de ambientes contaminados debido a su capacidad
de adaptarse a condiciones extremas. Asimismo, es importante
recalcar que los ambientes 0 zonas mineras son espacios
modificados por la intrusion del hombre, eliminando la existencia de
cepas nativas y asi alteran el nicho ecolégico a los cuales estos
estan adaptados, es por ello que estos microorganismos son de

importancia en el estudio de estos temas de biorremediacion.

A pesar de que los terrenos mineros son ambientes creados
por el ser humano, son gobernados por reglas ecoldgicas, tales
como las relaciones simbidticas entre quimiolitétrofos y su ambiente

(Torres- Cazares et al., 2012). Por esta razon, aislar e identificar las
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1.2.

cepas nativas presentes, requiere de un amplio estudio de métodos
independientes y dependientes de cultivo. Por un lado, una ventaja
del uso de métodos dependientes de cultivo es estudiar
caracteristicas fisiolégicas y estructurales de los aislados, por otro
lado, representa una herramienta invaluable para estudiar la biologia
y ecologia asociada a bacterias (Vaz-Moreira, I., Egas, C., Nunes,

O. C., & Manaia, C. M., 2013).

HIPOTESIS

Las cepas bacterianas aisladas de los ambientes mineros de la
provincia de Candarave tienen una buena capacidad degradadora
de cianuro que pueden emplearse para tratar ambientes

contaminados.
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1.3.

OBJETIVOS

1.3.1. Objetivo general

Evaluar la capacidad degradadora del cianuro por bacterias aisladas

de ambientes mineros procedentes de la provincia de Candarave.

1.3.2. Objetivos especificos

Aislar y seleccionar bacterias degradadoras de cianuro en muestras

de ambientes mineros procedentes de la provincia de Candarave.

Identificar las bacterias con mayor tolerancia al cianuro por medio de

pruebas bioquimicas.

Evaluar a escala de laboratorio la capacidad degradadora del

cianuro por bacterias aisladas con mayor tolerancia al cianuro.
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1.4. MARCO TEORICO

1.4.1. El cianuro

El término cianuro sirve para designar a una familia de
compuestos quimicos que se caracterizan por la presencia de un
atomo de carbono enlazado a un atomo de nitrdgeno mediante un
enlace triple (—-C=N). Mas generalmente, se llama cianuro a una
variedad amplia de compuestos que contienen este grupo quimico

(Alvarez, 2005).
1.4.2. El cianuro en solucioén

Entre los compuestos de cianuro presentes en las disoluciones
y/o efluentes mineros u otros procesos de cianuracion, figuran el
cianuro libre, las sales alcalinotérreas y los complejos cianurados
metalicos formados con oro, mercurio, cinc, cadmio, plata, cobre,
niquel, hierro y cobalto (Smith y Mudder, 1991). Estos se clasifican

en cinco categorias generales (Tabla 1).

Tabla 1. Complejos cianurados

Clasificacion Compuesto

1. Cianuro Libre CN~, HCN
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2. Cianuros
Simples

2.1. facilmente

solubles NaCN, KCN, Ca(CN)2, Hg(CN).

2.2. sales
neutras Zn(CN)2 ,Cd(CN) 2, Cu(CN), Ni(CN) 2, Ag(CN)
insolubles

3. Cianuros
complejos Zn(CN)42, Cd(CN) 31, Cd(CN) 42
débiles

4, Cianuros
complejos
moderadamente
fuertes

Cu(CN) 2%, Cu(CN) 32, Ni(CN) 42, Ag(CN) 2’*

5. Cianuros
complejos Fe(CN)g*, Co(CN)s®, Au(CN)22, Fe(CN)g3
fuertes

Fuente: Smith y Mudder, 1991
1.4.3. Cianuro libre

“Cianuro libre” es el término utilizado para el ién de cianuro (CN")
y para el cianuro de hidrégeno (HCN) que se forma en la solucion.
Casi todo el cianuro libre estd presente como HCN cuando hay
abundantes iones de hidrégeno presentes, es decir, a un valor de pH
de 9,3 0 menos, por lo tanto, este producto puede volatilizarse y
dispersarse en el aire. El cianuro libre, especialmente el gas HCN a
un pH de 9,31 0 menos es un agente toxico para el medio ambiente

(Mudder, T. I.; Botz, M. & Smith, A. 2001).
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Cuando el pH es superior a 10,5, hay pocos iones de hidrogeno
por lo que casi todo el cianuro libre esta presente como CN-; en
cambio en condiciones normales de temperatura y presion, las
concentraciones de HCN y CN- son iguales a un valor de pH de

aproximadamente 9,4.

La medida en que esta reaccion se desplace a uno u otro lado
depende casi exclusivamente del pH de la solucién (Figura 1). Si el
pH no es muy elevado, la concentracién de protones (H+) en el agua
sera importante y la reaccion (1) se encontrara desplazada a la
derecha. Asi, a valores de pH bajos, predominar4d el HCN (fase
estable) sobre el CN™. En cambio, si el pH es elevado, la
concentracion de protones sera pequefia y la reaccion (1) estara
desplazada hacia la izquierda, predominando entonces la forma
aniénica. En condiciones normales de temperatura y presion, las
concentraciones de HCN y CN™ son iguales a un valor de pH de
aproximadamente 9,24 (Alvarez, 2005; Dzombak, D. A.; Rajat, S.;

Ghosh, G. M. & Wong-Chong, G. M., 2006).
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Figura 1. Distribucion del HCN y el CN™ en una solucion acuosa

(pKa=9,24 a 25 °C) (Fuente: Dzombak et al., 2006)

Sélo el CN™ forma complejos con metales y unicamente el HCN
es volatil a partir de soluciones acuosas, por esta razon los procesos
de cianuracion deben operar a pH alcalinos; de otra forma el CN™ se
perderia por volatilizacion, ya que el punto de ebullicién del HCN es

de 25,7 °C (Smith y Mudder, 1991).

1.4.4. Complejos de cianuro

Aunque el cianuro se utiliza principalmente en la lixiviacion del

oro, también es capaz de reaccionar con otros metales. El mineral
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aurifero casi siempre contiene otros metales, entre ellos hierro, cobre,
zinc, niquel y plata, asi como otros elementos, como el arsénico
(Logsdon et al., 1999).

Los metales pueden formar complejos estables de cianuro en
presencia de un exceso de CN". La formacion de complejos se limita
casi totalmente a los metales de transicién del bloque “d” de la tabla
periodica y sus vecinos como son Zn, Cd y Hg (Cotton & Wilkinson,
1972). Se sabe que 28 elementos en diferentes estados de oxidacion,
pueden formar 72 complejos con el cianuro. El grado de formacion de
complejos solubles esta determinado por la concentracion de CN".
Algunos complejos son muy estables, mientras que otros se destruyen

facilmente (Alvarez, 2005).

1.4.5. Compuestos cianurados simples

Los cianuros simples pueden definirse como sales del acido
cianhidrico (p. ej. KCN, NaCN, Ca(CNz), que se disuelven
completamente en disolucién acuosa produciendo cationes alcalinos

libres y el anién cianuro, por ejemplo:
NacN < Na+CN

Ca(CN32 < Ca?+2CN -
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Los cianuros simples son eléctricamente neutros y son idoneos
para existir en forma solida. Los compuestos cianurados simples son
solubles en agua y se disocian o se ionizan facilmente y por completo

para producir cianuro libre y el ion metalico (Smith y Mudder, 1991).

1.4.6. Compuestos derivados del cianuro

Como resultado de la cianuracion, de la degradacién natural o
del tratamiento de agua residual, se forman una diversidad de
compuestos en disolucion, relacionados con el cianuro, entre los que

figuran el tiocianato, el cianato y el amoniaco (Alvarez, 2005).

1.4.7. Fuentes del cianuro

El cianuro de hidrogeno se formo6 en las primeras etapas del
desarrollo de nuestro planeta como precursor de los aminoacidos, a
partir de los cuales evoluciono la vida sobre la tierra (Logsdon et al.,
1999). En el ecosistema el cianuro se produce de manera natural, es

utilizado en diferentes procesos industriales y mineros.
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A. Fuentes naturales

La sintesis biolégica de cianuro (cianogénesis), fue descubierta
por primera vez en plantas en 1802. En la actualidad se sabe que los
compuestos cianogénicos pueden encontrarse en mas de 3 000
especies de plantas, animales, algas, bacterias y hongos. En la
mayoria de los organismos, el cianuro se utiliza como un mecanismo
para regular procesos bioquimicos especificos (Dzombak et al.,
2006).

Aproximadamente 2 650 especies de plantas, pertenecientes a
alrededor de 550 géneros y mas de 130 familias, producen cantidades
significativas de glucésidos cianogénicos que se almacenan en
vacuolas celulares (Lechtenberg & Nahrstedt, 1999). Entre las plantas
se encuentran cultivos de gran importancia econdémica como la alfalfa,
el sorgo, la linaza, el bambu, la papa, el algodén vy el frijol, asi como
diferentes arboles frutales (Luque-Almagro, 2006; Dzombak et al.,
2006). En el reino animal la sintesis bioldégica de cianuro esta
restringida a artrépodos; algunos centipedos, milipedos e insectos
(colebpteros, heteropteros y lepidépteros) capaces de producir

cianuro (Duffey, 1981; Nahrstedt, 1988).
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En bacterias, la cianogénesis se encuentra limitada a
Chromobacterium violaceum y varias especies del género
Pseudomonas (P. chlorophis, P. aeruginosa y P. fluorescens) (Dubey
y Holmes, 1995). En estos microorganismos la biosintesis de cianuro
tiene lugar durante la transicién de la fase exponencial de crecimiento
y la fase estacionaria, lo que indica que este proceso forma parte del
metabolismo secundario (Askeland y Morrison, 1983; Knowles, 1976).
Solo algunas algas (Chlorella vulgaris, Anacystis nidulans, Nostoc
muscorum y Plectonema boyanum) son capaces de producir cianuro
(Dubey y Holmes, 1995). Aproximadamente 300 especies de hongos,
pertenecientes a 52 géneros, son cianogénicos (Luque-Almagro,

2006).

B. Fuentes antropogénicas

El cianuro se utiliz6 comercialmente por primera vez en 1889 en
Nueva Zelanda, en la extraccién y recuperacion de oro y plata. Debido
a sus caracteristicas quimicas, disponibilidad, efectividad y costo,
actualmente este compuesto se utiliza ampliamente en diversos tipos
de industrias y es considerado esencial en el mundo moderno

(Logsdon et al., 1999). Las principales formas de cianuro producidas
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por el hombre son el cianuro de hidrégeno gaseoso, el cianuro sélido
de sodio y el cianuro de potasio (Mudder y Botz, 2004). Las industrias
mineras emplean tipicamente soluciones de NaCN entre 100 a 500

mg/L (Logsdon et al., 1999).

Anualmente se utiliza mas de un millon de tonelada de cianuro,
gue representan el alrededor del 80 % de la produccion total, en la
produccion de quimicos organicos, como nitrilos, nylon y plasticos
acrilicos, asi como en la fabricacion de pinturas, adhesivos,
cosmeéticos, colorantes, medicamentos, insecticidas, agentes
qguelantes, etc. Otras aplicaciones industriales incluyen la
galvanoplastia, endurecimiento del acero. El 20 % restante de la
produccion de cianuro es empleado en la fabricacion de cianuro de
sodio, muy utilizado en la mineria de todo el mundo (Logsdon et al.,

1999).

1.4.8. Bacterias degradadoras de cianuro

Las bacterias involucradas en los procesos de la degradacion de

cianuro, poseen varios sistemas enzimaticos especificos que les

permite adaptarse en ambientes con alta concentracién de cianuro.
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Se sabe que la toxicidad del cianuro en altas concentraciones
puede limitar la capacidad de los microorganismos para utilizarlo
como sustrato para su crecimiento (Patil y Paknikar, 1999).
Compuestos de cianuro (NaCN, KCN, entre otros), se transforman a
otras formas quimicas (NHs, NHs, NO2, COg2), por la accion

microorganismos en el suelo (Diamond, J. M. ,2012).

La forma como se realiza la conversion de cianuro es muy
variada. Una de las mas frecuentes es que ciertas bacterias empleen
cianuro hidratasa para degradar el cianuro pasando el cianuro a
formamida y esta ultima es convertida a CO2y NHs como es el caso
de la Pseudomona fluorescens. En otras cepas bacterianas, el cianuro
es transformado directamente a CO2y NHsz con empleo de cianuro
dioxigenasa, siendo producto intermedio el cianato. También el
cianuro puede ser empleado como fuente de nitrégeno y/o carbono,
como por ejemplo las cepas de Citrobacter freundii, Enterobacater sp,

Pserudomona fluorescens y Bacillus spp.

Pseudomonas aeruginosa también elimina el cianuro con niveles

adecuados de aireacion entre 100y 120 rpm (Castric, P. A., Farnden,

K. J.,, & Conn, E. E. 1972). Pseudomonas paucimobilis emplea
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moderadamente fuertes complejos metélicos de cianuro como el [K,
Ni (CN)] para transformar este quimico en sustancias menos
contaminantes (Barclay, M., Hart, A., Knowles, C.J., Meeussen,

J.C.L., Tett, V.A. ,1998).

Para el desarrollo de un tratamiento bioldgico de degradacion de
cianuro se han identificado microorganismos con alto potencial de
degradacion del contaminante de hasta un 9 6% de remocion
(Watanabe, A., Yano, K., lkebukuro, K., & Karube, I. 1998), tales
como: Pseudomonas, Acinetobacter, Bacillus, y Alcaligenes

(Ingvorsen et al., 1991)

Dentro de los géneros que producen enzimas de conversion de
cianuro (Ingvorsen, K., Hojer-Pedersen, B., & Godtfredsen, S. E.,
1991), que pueden eliminar o degradar este compuesto estan
Chromobacterium violaceum (Ebbs et al., 2004), Klebsiella oxytoca
(Ebbs, 2004); Burkholderia cepacia (Adjei y Ohta, 2000). Otras
especies identificadas previamente y que se destacan por su
capacidad para degradar cianuro son Enterobacter freundii, Bacillus
subtilis, Cifrobacfer freundii y Enterobacter. Existen reportes de cepas

de Cifrobacfer fiemdii y Enferobacter aerogenes, las cuales juegan un
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papel muy importante en la desintoxicacion del cianuro de efluentes

de mineria (Porter y Knowles, 1979).

1.4.9. Contaminacion por cianuro

El cianuro es un subproducto industrial o residual como
compuestos de hierro-cianuro en fase solida, cuya lixiviacién con el
tiempo puede dar lugar a la acumulacion de cianuro en aguas
subterraneas. En algunos sitios, como los de lixiviacién galvanoplastia
y extraccidn minera, otros complejos de metal-cianuro pueden ser
formados debido a la presencia de otros metales como Cu y Ni. La
distribucion especifica y los puntos criticos de cianuro a nivel industrial
se dan por las caracteristicas de los procesos de produccion
existentes, y también se determina por las condiciones ambientales
gue presenta el lugar en el pasado y el presente (Ghosh, Johannes,

Meeussen David, Dzombak A, David, 2006).

Impactos en el suelo generados por cianuro se observan en
muchos lugares industriales donde utilicen este quimico. En la
mayoria de los sitios contaminados se tiene la presencia de

compuestos solidos de cianuro de hierro (Ghosh et al., 2006). Caso
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contrario ocurre en los sitios de lixiviacion de minerales y
galvanoplastia donde el cianuro en el suelo es normalmente dominado
por la mezcla de compuestos de metal - cianuro con unas
concentraciones en gramos hasta de 5 000 000 mas altas de las

naturales (Ghosh et al., 2006).

1.4.10. Toxicidad del cianuro

El cianuro es un potente inhibidor del crecimiento y el
metabolismo celular incluyendo la respiracion, el metabolismo del

nitrogeno y fosforo (Knowles, 1976; Knowles & Bunch, 1986).

El cianuro impide a las células utilizar el oxigeno, lo cual causa
hipoxia de los tejidos y “cianosis” (decoloracién azulada de la piel). El
sistema respiratorio deja de nutrir a las células con oxigeno, un estado
gue, si no se trata, causa respiracion rapida y profunda seguida por
convulsiones, pérdida del conocimiento y asfixia. El antidoto mas
comun es el nitrito de amilo, que puede administrarse en forma oral o
por inyeccion. Aunque hay muchas fuentes diarias de exposicion al
cianuro (escapes de los automdéviles, humo de tabaco, incendios), el

cianuro no se acumula en los tejidos porgue el cuerpo transforma esas
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pequefias cantidades en un compuesto menos toxico llamado
tiocianato, que luego se excreta. No es conocido que el cianuro cause
cancer o defectos congénitos o que pueda afectar adversamente la
reproduccion. La forma mas toxica del cianuro es el HCN gaseoso. La
Conferencia  Norteamericana  de Higienistas Industriales
Gubernamentales (ACGIH) establece el limite de umbral tope de HCN
en 4,7 mg/L. En concentraciones de 20 a 40 mg/L de HCN en el aire,
se puede observar cierto malestar respiratorio después de varias
horas. La muerte ocurre e pocos minutos con concentraciones de
HCN por encima de aproximadamente 250 mg/L en el aire (Knowles,

1976).

En ambientes acuaticos, concentraciones muy bajas como 0,1
mg/L afectan la biota mas sensible, peces y aves migratorias (Henny,
C. J.; Hallock, R. J., & Hill, E.F., 1994). Por lo tanto, el cianuro y sus
derivados pueden afectar la biodiversidad y la biomasa activa del
ecosistema, provocando graves problemas en el ambiente (Knowles,

1976).
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1.4.11.

Tratamientos biolégicos de compuestos cianurados

En comparacion con la degradacion natural y los métodos

fisicoquimicos,

los tratamientos biolégicos son mas

rapidos,

econdémicos y eficientes ya que requieren poco capital, bajos costos

operativos y no produce productos intermediarios toxicos (Akcil et al.,

2003; Dash et al., 2008; Nelson, M. G.; Kroeger E. B. & Arps P. J.

,1998). En la Tabla 2 se resume las ventajas relacionadas con el

tratamiento bioldgico.

Tabla 2. Ventajas y desventajas relacionadas con la degradacion

biol6gica del cianuro.

Remueve
CN CN ; ;
. CN ¢Requiere
Tratamiento Ventaja Desventaja |- Tiocian WAD SAD tratamiento
libr | ato (comple | (comp | agicional?
e jo lejo
metal) metal)
La tecnologia
Aprovecha un | no esta
proceso totalmente
natural. establecida.
Requiere la
Puede tratar | combinacion de
CN~ sin [la metalurgia,
generar  otro | biologia y
Oxidacion tipo de | procesos de
bl_ologlca / desecho. ingenieria. si |si Si Si No
Biodegradaci . Se  requieren
. No requiere el :
6n evaluaciones y
uso de .
P estudios
quimicos o o
especificos
controles .
para cada tipoy
extensos. o
sitio.
El costo es
- No remueve
fijado por el .
concentracione
volumen a
s altas.
tratar.
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Es amigable
con el
ambiente.

Fuente: Dash et al., 2008

Las transformaciones bioldégicas envuelven procesos de
biodegradacion y asimilacion del cianuro en formas de aminoacidos,
tiocianato, 3-cianolanina y vitaminas por plantas y microorganismos (Gupta,
N.; Balomajumder, C. Y Agarwal, V. K., 2010). La biodegradacién hace
referencia a las reacciones que convierten el cianuro a moléculas organicas
o0 inorganicas mas simples, las cuales pueden ser facilmente metabolizadas
a amonio y diéxido de carbono o metano. Las vias de biodegradacion son
utilizadas principalmente por organismos procariotas y probablemente
representan una de las primeras respuestas evolutivas a la presencia de
cianuro en el ambiente. La asimilacion hace referencia a la incorporacion
del cianuro directamente en compuestos organicos. Las vias de asimilacion
estan presentes tanto en procariotas como en eucariotas (Dzombak et al.,
2006). Todas las vias (degradativas o asimilativas) dependen de los
mecanismos de tolerancia al cianuro que presenten los microorganismos.
Entre estos mecanismos de tolerancia se encuentran: a) la existencia de
rutas de degradacion de cianuro y b) la presencia de una cadena de
transporte de electrones insensible a cianuro (Luque-Almagro, 2006).

Actualmente se pueden encontrar en la literatura numerosas

29



investigaciones sobre degradacion microbiana del cianuro y derivados

(Tabla 3).

Tabla 3. Comparacion de las investigaciones sobre la biodegradaciéon

del cianuro.

Compuesto a
ser removido

Cianuro WAD

Cianuro de
Potasio
Complejo
cianuro ferroso
Q)

Complejo
cianuro ferroso
Q)

Cianuro de
Potasio

Nitrilos

Cianuros

Cianuro de
Sodio

Cianuro de
Sodio, cianatos y
tiocianatos

Cianuro y

formamide

Cianuro metélico

Fenol y cianuro

Cianuro de

cobre y zinc
Tetra-ciano-
nickelato (1)

Parametros dependientes

Microorganismo

Pseudomonas sp.
(CM5, CMN2)

Fusarium solani

Pseudomonas
fluorescens

P. fluorescens

Klebsiella oxytoca

K. oxytoca

Cultivo mixto

Pseudomonas

putida inmovilizada

P. putida
inmovilizada

Fusarium
oxyporum
inmovilizada

Trichoderma sp.

P. putida
inmovilizada
Citrobacter sp.,
Pseudomonas sp.
P. fluorescens
inmovilizada

Concentraciéon

100-400 mg/L

0,5-0,8 mM

100 mg/L

0,58 mM

25-100 mM

20 mg/L

100-400 mg/L

4 mM

1-7 mM

2000 mg/L

52 mg/L

26 mg/L

30

pH

9,2-
11,4
9,2-
10,7

4,0-7,0

5,00

6,7

7,5

6,5

27

7,5

T(°C)

30

30

25-35

25

30

30

22

25

25

25-30

25

35

30

Referencias

Akcil et al.,
2003
Dumestre et
al., 1997

Dursun 'y
Akzu, 2000

Dursun et al.,
1999

Kao et al.,
2003

Kao et al.,
2006
White y
Schnabel,
1998

Babu et al.,
1992

Chapatwala et
al., 1998

Campos et al.,
2006

Ezzi-Mufaddal
y Lynch, 2002
Konwalska et
al., 2002

Patil y
Paknikar, 1998
Suh et al.,
1994



Cianuro de Burkholderia capita 8,0- Adjei y Ohta,
Potasio cepa C-3 10mM 10,0 30 2000
Cianuro de Bacillus Castric y
Potasio megaterium Strobel, 1969
Cianuro de Bacillus pumillus Meyers et al.,
Potasio C1 100 mg/L 105 30 1991
Cianuro de Escherichia coli 50, 100, 200 9.2 30
Potasio BCN6 mg/L ' Figueira et al.,
Cianuro de Stemphylium loti 2 mM 6575 25 1996 Fryy
Potasio Miller, 1972
Fenol, CN, P. fluorescens Kang y Park
Ni(CN)4% NCIB11764 25,26 mM/dm3 | - 30 1997 Nazly et
Cianuro de . . 7,0; al., 1983
Potasio S. loti, G. sorgi 70 mM 5057 28, 35
Tetra-ciano- : Silvos-Avilos
nickelato cianuro - Putida BCN3 i i 30 et al., 1990
Cianuro de . Skowronski y
Potasio B. pumilis 25M 8,090 40 Strobel, 1969
Cianuro de . 7,1, 7,9 Shivaraman y
P.
Potasio acidovorans 31 mglL y9,1 30 Parhad, 1985
Cianuro de Chenetal.,
Potasio K. oxytoca 3 mM 7 30 2008
Cianuro de . Watanabe et
Potasio P. stutzeri AK61 1mM 7,6 30 al., 1998
. P. Luque-
glig:if de pseudoalcaligenes | 2 mM 9,5 30 Almagro et al.,
CECT5344 2005
Tetra-ciano- Cryptococcus Kwon et al.,
nickelato (Il) humicolus MCN2 ~ °X ™M 75 25 2002

Fuente: Dash et al., 2008

Los microorganismos envueltos en los tratamientos biolégicos
del cianuro y compuestos cianurados incluyen usualmente una
mixtura heterogénea de bacterias y hongos, encontrados
comunmente en el suelo y adaptados por exposicion continua a estos
compuestos (Mudder et al., 2001). Sin embargo, la biodegradacion del

cianuro es una propiedad intrinseca de ciertos microorganismos y no
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requiere necesariamente de una exposicion previa para inducir esta

propiedad (Patil y Paknikar, 2000).

1.4.12. Vias metabdlicas enzimaticas para la degradacion del

cianuro

Segun los estudios realizados sobre enzimética para la
degradacion del cianuro muestran que hay cinco vias metabdlicas
generales para la biodegradacion/asimilacion del cianuro: hidroliticas,
oxidativas, reductivas, sustitucion/transferencia y de sintesis. (Tabla
4).

Las primeras tres son vias degradativas en las cuales las
enzimas catalizan la conversién del cianuro en moléculas mas simples
(por ej. formamida, &cido formico y amoniaco) que luego pueden ser
asimiladas como fuentes de carbono y nitrdgeno para el crecimiento.
Las dltimas dos son vias asimilativas en las cuales los
microorganismos utilizan el cianuro como fuente de carbono y/o
nitrogeno para la formacién de metabolitos primarios tales como
aminodacidos o precursores (Gupta et al., 2010; Dzombak et al., 2006).
Algunos microorganismos (por ej. Chromobacterium violaceum,

Bacillus megaterium y E. coli), pueden utilizar mas de una via
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metabdlica para biodegradar el cianuro. Estos microorganismos y sus
enzimas también presentan un potencial de desarrollo econémico al
ser usadas en procesos industriales. Por ejemplo las bacterias que
contienen la nitrilo hidratasa Bacillus sp. y Corynebacterium sp C5,
han sido usadas en la industria para producir acidos carboxilicos a

partir del compuesto correspondiente nitrilado (Mosquera,2013).

El uso de cierta via metabdlica esta determinado por condiciones
externas como el oxigeno, el pH y la concentracion, biodisponibilidad

y solubilidad de cianuro en el agua y/o suelo (Ebbs, 2004).

1.4.13. Condiciones requeridas para la degradacién microbiana

del cianuro

La degradaciéon microbiana envuelve reacciones enzimaticas y
condiciones especificas de concentracion de cianuro, niveles de
oxigeno, temperatura, pH, nutrientes disponibles, iones metalicos etc.

(Baxter & Cummings, 2006; Gupta et al., 2010)
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Tabla 4: Categorias generales de las reacciones enziméticas de

degradacion del cianuro

Reacciones Hidroliticas Microorganismos

Gloeocercospora
sorghi, Fusarium
Cianuro hidratasa oxysporum CCMI
HCN + H20 — HCONH: 876, Fusarium solani
IHEM 8026,
Sternphylium loti.

Rhodococcus
rhodochrous,
Pseudonocardia
thermophila,
Pseudomonas
marginales MA32, P.

Nitrilo hidratasa putida MA113,

R-CN + H20 — R-CON H:2 Klebsiella
pneumoniae,
Arthrobacter sp.,
Fusarium sp.,

Brevibacterium
imperialis CBS489-
74.

Alcaligenes

L xylosoxidans,
Cianidasa

Bacillus pumillus,
HCN + 2H20 — HCOOH + NH3

Pseudomonas

stutzeri.
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Nitrilasa
R-CN + 2H20 — R-COOH + NH3

Rhodococcus
rhodochrous,
Klebsiella ozaenae,
Arthrobacter sp.,
Alcaligenes faecalis,
Acinetobacter sp.,
Fusarium solani, F.

oxysporum, Nocardia

sp.

Tiocianato hidrolasa
SCN- + 2H20 — COS + NH3z + OH-

Thiobacillus
thioparus,
Pseudomonas
stutzeri, Acremonium

strictum.

Reacciones Oxidativas

Cianuro monoxigenasa
HCN + Oz + H*+ NAD(P)H — HCONH: + NAD(P)* + H20

Pseudomonas sp.

Cianuro dioxigenasa
HCN + O2 + H* + NAD(P)H — CO2 + NHz + NAD(P)*

Pseudomonas
fluorescens
NCIMB11764, E. coli

BCNG®, Bacillus
pumillus.
Cianasa E. coli,
SCN- + 3H20 + 202 —» CNO" + HS- — HS" + 202 — SO42 + H* | Pseudomonas

!
CNO- + 3H* + HNOs" — NH4* + 2CO2

pseudoalcaligenes
CECT 5344.

Reacciones Reductivas

Nitrogenasa
HCN + H* + 2e- — CH2=NH + H20 — CH2=0

!
CH2=NH + 2H* + 2e- — CH3NH + 2H* + 2e- — CHa + NH3

Klebsiella oxytoca,
Rhodopseudomonas
gelatinosa,
Streptomyces
thermoautotrophicus,

Herbaspirillum
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seropedicae,
Azotobacter sp.,
Azospirillum sp.,
Rhodospirillum

rubrum

Reacciones Sustitucion/Transferencia

Rodanasa (Cianuro sulfurotransferasa)
CN- + S2032 — SCN- + SO32

Azotobacter
vinelandii, E. coli,
Pseudomonas
aeruginosa,
Ferrobacillus
ferroxidans,
Thermobacillus
denitrificans,
Desulfotomaculum

nitrifican, Fusarium

sp.

Mercaptopiruvato sulfurotransferasa Pasos

HSCH2COCOO- + Enzima «» CH2COCOO- + HS-Enzima (1)
HS-Enzima + CN- « Enzima + SCN- (2)

E. coli, Azotobacter
vinelandii,

Leishmania major.

Vias de Sintesis

B-Cianoalanina sintetasa
L-Cisteina (0 OAS) + CN- « B-cianoalanina + H2S (0 CHs00")

Chromobacterium
violoaceum, Bacillus
megaterium,
Enterobacter sp., E.

coli, Pseudomonas

sp.

y-Ciano-a-acido aminobutirico sintetasa
Homacistina + 2CN- — y-Ciano-a-acido aminobutirico + SCN-

+ Homocisteina

Chromobacterium
violoaceum, Bacillus

stearothermophilus

Fuente: Ebbs, 2004; Dzombak et al., 2006 y Gupta et al., 2010
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La disponibilidad del oxigeno es un factor importante en la
mineralizacion del cianuro, ya que es consumido en varias vias

degradativas del cianuro (O’Reilly & Turner, 2003).

La temperatura es un factor importante para la degradacién del
cianuro. Las enzimas responsables de la biodegradacién/asimilacion del
cianuro son producidas generalmente por organismos mesoéfilos, aislados
frecuentemente del suelo,con temperaturas optimas entre 20 y 40 °C (Kao,
C. M.; Liu, J. K.; Lou, H. R.; Lin C. S. & Chen S. C.., 2003 ; Cowan, D.;
Cramp, R. A.; Periera R.; Graham, D. Y Almatawah, Q., 1998, Akcil, A., &

Mudder, T., 2003)

El pH es un factor importante en la biodegradacion del cianuro. La
mayoria de investigaciones sefialan que la degradacion microbiana del
cianuro se produce a pH cercanos a la neutralidad. Sin embargo, la
biodegradacion del tiocianato y el cianuro también se produce bajo
condiciones alcalinas (pH>9) (Adjei & Ohta, 2000; Luque-Almagro et al.,
2005). Mientras que la degradacion de los complejos cianuro-metal se da
bajo condiciones acidas (pH 4,0) (Barclay, M.; Hart, A.; Knowles, C.J.;

Meeussen, J. C. & Tett, V. A., 1998).
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Los microorganismos que degradan cianuro pueden emplear una
variedad de fuentes de carbono, estos pueden ser azlcares simples como
la glucosa (Adjei & Otha, 2000), acetato (Luque-Almagro et al., 2005),
melaza de cafia (Patil y Paknikar, 2000), fenol. Segun los estudios
realizados, algunos microorganismos pueden emplear al cianuro como
fuente de nitrégeno y carbono. Los microorganismos también pueden
utilizar el cianuro (cianuro libre, nitrilos, tiocianato, complejos cianuro-metal,
etc.), como Unica fuente de nitrogeno (Knowles, 1976; Ebbs, 2004; Adjei &
Ohta, 2000). Cuando el cianuro es empleado junto con otras fuentes de
nitrdgeno, la biodegradacion puede inhibirse completamente (Dursun, A. Y.;
Calik, A. & Aksu, Z., 1999).

Las condiciones extremas de los ambientes mineros pueden referirse
a condiciones fisicas extremas como temperatura, presion o radiacion y a
condiciones geoquimicas extremas como la salinidad y el pH (Restrepo,
Oscar J., Montoya C., Mufioz N., 2006). Ademas algunos microorganismos
pueden sobrevivir en ambientes expuestos a sustancias quimicas téxicas,
debido a las actividades realizadas por el hombre (Nawaz, M. S,
Chapatwala, K. D. & Wolfram, J. H., 1989). Es por ello que la biotecnologia
es una herramienta importante para la biorremediacibn de ambientes
contaminados usando microorganismos con la capacidad de degradar

sustancias toxicas.
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Es necesario conocer la diversidad microbiana como un componente
conectado a su habitat, el cual incluye otras formas de vida y ambientes
interrelacionados e interdependientes y al darles un uso sostenible por
medio de herramientas biotecnologicas (Torres-Cazares K.L., Casas-
Flores S., Garcia - Meza J.V., 2012).

A pesar de que los terrenos mineros son ambientes creados por el ser
humano, son gobernados por reglas ecoldgicas, tales como las relaciones
simbidticas entre quimiolitétrofos y su ambiente (Torres- Cézares et al.,
2012). Por esta razon, aislar e identificar las cepas nativas presentes,
requiere de un amplio estudio de métodos independientes y dependientes
de cultivo. Por un lado, una ventaja del uso de métodos dependientes de
cultivo es estudiar caracteristicas fisioloégicas y estructurales de los
aislados, por otro lado, representa una herramienta invaluable para estudiar

la biologia y ecologia asociada a bacterias (Vaz-Moreira et al., 2013).
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Il. MATERIALES Y METODOS

2.1. Ubicacién y determinacion del area de estudio

El area de estudio fue la planta de procesamiento de azufre
y los relaves no activos de la Compafiia Minera Apacheta Quella
S.A. Esta compaifiia esta ubicada en el sur del Peru; en el Distrito
de Candarave, Provincia de Candarave, en la Region Tacna
aproximadamente a 4593 msnm. Esta compafiia minera se
encuentra actualmente no operativa. En el Anexo 2 (Figura 5) se
identifica la zona geografica donde se encuentra la Compaiiia

Minera.

2.2. Material de estudio

Es el suelo de la planta de procesamiento de azufre y

los relaves de la Compafia Minera Apacheta Quella S.A.
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2.3.

2.4.

Operacionalizacion de variables

TIPO DE
VARIABLE

VARIABLE

INDICADOR

Independiente

Concentracion de

Cianuro de Sodio

100 ppm de NaCN

Dependiente

Crecimiento

Microbiano

Recuento
microscépico en
camara Petroff-

Hausser

Degradacion de

Cianuro

Cuantificacion del
cianuro mediante el

analisis Volumétrico

Muestreo y toma de muestras

El muestreo se realizé segun los Estandares de Calidad

de suelo estipulada en la normativa vigente del Decreto

Supremo N° 002-2013-MINAM.

Se seleccionaron 6 puntos de muestreo ubicados en la
planta de procesamiento y los relaves que se encuentran
actualmente inactivos. Las muestras sélidas (suelo) fueron

tomadas de forma dirigida considerando zonas con actividad
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microbiana (presencia de mineral de coloracion amarillenta), en
el mes de noviembre del afio 2016, 03 muestras corresponden
a las plantas de procesamiento y 03 a las zonas de relave
minero. En la Tabla 5 se muestran las coordenadas (WGS84 )
con el GPS y ubicacién de cada punto de muestreo. (Ver Anexo

2:Foto 1, 2,3,4y5)

Tabla 5: Ubicacion de los puntos de muestreo

COORDENADAS-
PUNTO DE
WGS84 ZONA DE MUESTREO
MUESTREO
ESTE | NORTE
Plantas de
1 358979 | 8113785 _
procesamiento
Plantas de
2 358970 | 8113810 _
procesamiento
Plantas de
3 358925 | 8113799 _
procesamiento
359792 | 8113649 Relave
359783 | 9113638 Relave
6 359764 | 8113646 Relave

Fuente: Elaboracién propia
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2.5.

2.6.

Las muestras fueron tomadas a 10 cm de profundidad de
la capa superficial del suelo, se colectaron aproximadamente
500 g de muestras solidas (suelo) y que se colocaron en bolsas
de plastico de polipropileno de primer uso. Las muestras fueron
selladas herméticamente, rotulados y fueron transportadas en
un cooler a temperatura ambiente al laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad
Nacional Jorge Basadre Grohmann para su procesamiento y
estudio, donde se midio6 el pH de las muestras de suelo usando

un PHmetro HANNA HI.

Tipo de investigacion

Aplicada

Disefio de investigacion

Experimental
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2.7. METODO

2.7.1.

2.7.2.

Suspensién de la muestra

Para la suspensién de la muestra se realizé segun
la metodologia propuesta por Restrepo, Oscar J.,
Montoya C., Mufioz N., (2006), la cual se llevé a cabo en
un matraz Erlenmeyer de 500 ml conteniendo 100 g de
suelo procedente de la etapa del procesamiento y relave
y 200 ml de agua estéril. Se agitdé a 180 rpm durante una
hora, luego se dejo reposar cada matraz Erlenmeyer con
la muestra por 5 minutos y se afiadié 10 ml de la solucién
clarificada en 90 ml de caldo peptonado y la cual se
incubd durante 24 horas a temperatura ambiente (24 °C

— 26 °C).

Enriquecimiento selectivo de bacterias

degradadoras de cianuro

Para la seleccion de bacterias degradadoras de

cianuro se sigui6 la metodologia propuesta por Rainey y
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2.7.3.

Oren (2006). Se tomo6 10 mL de cada matraz en la que
se realizo suspension de la muestra y se adiciond en 100
mL de un Medio Mineral tamponado con buffer
carbonato-bicarbonato 0,1 M a pH 9,5 (ver Anexo 1). Los
medios enriquecidos fueron incubados a temperatura
ambiente (24 °C — 26 °C) por 3 dias. Posteriormente se
tomd 10 mL de cada cultivo y se inocularon en 90 mL del
Medio Mineral suplementados con 25; 50; 100; 200; 300;
400 y 500 mg/L de CN". Los cultivos se incubaron

durante 4 dias a temperatura ambiente (24 °C — 26 °C).

Aislamiento de bacterias degradadoras de cianuro

Para el aislamiento bacteriano se sigui6 la
metodologia propuesta por Restrepo et. al., 2006 en el
cual se tomé 0,1 ml del cultivo en medio mineral y se
sembré por duplicado mediante el método de
diseminacién en placas que contenian los siguientes
medios de cultivo: Agar nutritivo y Agar Cetrimide.

Previamente se ajusté el pH a los medios de cultivo a pH
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2.7.4.

2.7.5.

9,5. Luego se incubaron a temperatura ambiente (24 °C

— 26 °C) durante 5 dias. (Ver Anexo 2: Foto 6y 7)

Caracterizacion microscoOpicay macroscopica

Para la caracterizacion de las bacterias aisladas,
se utilizé cultivos puros incubados por 24 horas en Agar
nutritivo. Para el caso de la -caracterizacion
macroscopica se realizd detallando las formas, borde,
elevacion y color de las colonias bacterianas. Para la
caracterizacion microscépica, se utilizaron muestras de
cepas bacterias aisladas, coloreadas por tincibn Gram,
gue fueron visualizadas en el microscopio 6ptico de luz

blanca en inmersién con aceite de cedro.

Identificacién de bacterias degradadoras de cianuro

Para la identificacion bacteriana se realizaron

pruebas bioquimicas de movilidad, catalasa,

fermentacién de manitol, Oxidasa, Urea, Nitrato y Voges

Proskauer, teniendo como referencia el Manual de
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Bacteriologia Sistematica de Bergey - Segunda Edicion

(2004).

Las pruebas bioquimicas mencionadas
anteriormente se realizaron Unicamente sobre las cepas
bacterianas que mostraron una mayor tolerancia a
diferentes concentraciones de cianuro. (Ver Anexo 2:

Foto 8, 9,10,11,14 y 15)

2.7.6. Evaluacion de la tolerancia a pH alcalinos

Para la evaluacion de la tolerancia a pH alcalinos
se empled la metodologia propuesta por Tiago, |.;
Chung, A. & Verissimo, A., (2004). En el cual se utilizd
un cultivo de 24 horas en caldo nutritivo conteniendo la
décima parte de cada uno de sus componentes, con el
objetivo de otorgar las condiciones oligotréficas del
suelo. Posteriormente se inoculé 0,1 mL de cada cultivo
en 10 mL de caldo nutritivo ajustado con HCI 1N y NaOH
1IN a los siguientes valores de pH: 9,5; 10,0; 10,5; 11,0;

11,5y 12,0. Los cultivos fueron incubados a temperatura
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ambiente (24 °C-26 °C) por 4 dias. Se empleé la Escala
de McFarland considerando la turbidez del medio como
criterio de evaluacién para el crecimiento microbiano:
Sin crecimiento (-), Poco crecimiento: (+), Crecimiento
moderado: (++) y Crecimiento abundante: (+++), el cual
corresponde aproximadamente a 0; 05; 1 y 2,
respectivamente. Los resultados obtenidos mediante
esta prueba determinaron el nivel éptimo de pH para el

buen crecimiento microbiano. (Ver Anexo 2: Foto 12)

2.7.7. Evaluacién de la tolerancia a diferentes

concentraciones de cianuro

Para determinar la tolerancia y concentracion 6ptima
de cianuro se siguio la metodologia de Tiago et al., 2004.
Se utiliz6 un cultivo de 24 horas y un caldo nutritivo
conteniendo la décima parte de cada uno de sus
componentes (pluripeptona 0,5; extracto de carne 0,3 y
agua 1000 ml) . Se inéculo 0,1 mL de cada cultivo 10 mL
de un caldo nutritivo conteniendo concentraciones de 25;

50; 100; 200; 300; 400 y 500 mg/L de CN". Los cultivos
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2.7.8.

fueron incubados a temperatura ambiente (24 °C - 26 °C)
por 4 dias. Se determind la concentracion Optima de
cianuro en funciébn al tiempo de incubacién y el
crecimiento microbiano, evidenciado por la turbidez en los
tubos de prueba. Para ello se empled el criterio descrito

en la prueba anterior. (Ver Anexo 2: Foto 13)

Produccioén del in6éculo bacteriano

Para la produccion del inoculo bacteriano se siguio
la metodologia propuesta por Escalante, (2002). En el
cual se preparé las cepas seleccionadas, adaptadas al
cianuro y activadas en 25 mL de medio mineral (MM) con
75 ppm de cianuro de sodio y se incub6 durante 48 horas
a temperatura ambiente (24 °C - 26 °C) luego el volumen
del medio incubado se mezclé con 50 mL de medio de
cultivo nuevo y se incub6 en las mismas condiciones que
la de 25 mL y se continu6 haciendo siembras sucesivas
con 100 y 250 mL de medio mineral para obtener 250 mL

de in6culo masificado hasta una concentracion de 107
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bacterias/mL. El conteo de bacterias se hizo con ayuda de

una camara de Petroff Hausser).

2.7.9. Evaluacion de la degradacién del cianuro

En esta evaluacion se consideré la metodologia
propuesta por Restrepo et al., (2006). Utilizando 40 mL de
la dltima suspension y se inoculé en 400 ml del Medio
Mineral ajustado a un pH 9,5. Los parametros éptimos de
pH y concentracion de CN™ para la evaluacion de
biodegradacion fueron determinados en los ensayos
anteriormente. Los cultivos se incubaron durante 10 dias
a temperatura ambiente (24 °C - 26 °C) y en agitacion de
1,8 VVM, la evaluacion se dio por triplicado.

Cada 24 horas se tomaron muestras de 10 mL para
monitorear el crecimiento bacteriano mediante el conteo
en la cdmara de Petroff Hausser, pH y degradacion del
cianuro mediante el método volumétrico. (Ver Anexo 2:

Foto 16y 17)
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2.7.10. Evaluacién del crecimiento microbiano

El crecimiento microbiano fue evaluado a las 0; 24;
48; 72; 96; 120; 144; 168; 192; 216; 240 horas (cada 24
horas durante 10 dias), mediante el recuento microbiano

en la camara de Petroff Hausser.

a) Camara Petroff-Hausser

Se tomo una pipeta pasteur con 12 ul de caldo
de cultivo y fue colocado en la camara Petroff-
Hausser, el cual fue observado en el microscopio
Optico para realizar el conteo de bacterias en la

muestra y establecer su concentracion.

2.7.11. Determinacion del cianuro por volumetria

Para la determinacién del cianuro por volumetria

en las muestras se sigui6 la metodologia descrita por

Nava et al., 2007 (ver Anexos).

51



La técnica se basa en la reaccion del nitrato de
plata con el i6bn cianuro en solucion alcalina para
formar el complejo soluble Ag(CN)2- segun la
reaccion:

Ag* + 2CN" = Ag(CN)2

En el momento en que el cianuro libre se agota,
el exceso de plata precipita como AgCN o reacciona
con el indicador yoduro de potasio (KI) para formar

Agl.

En ambos casos, el punto final de la titulacion se
evidencia mediante una turbidez permanente, blanca
o amarillo opalescente. El andlisis volumétrico del CN~
se realizd por triplicado y se sac6 un promedio del

resultado. (Ver Anexo 3)
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1. RESULTADOS

3.1. Seleccion e identificacion de bacterias degradadoras de

cianuro

Se aislaron 12 cepas bacterianas de las muestras de suelo
de la planta de procesamiento de azufre y los relaves. Los
valores de pH de las muestras de suelo fueron de 2. En el
siguiente cuadro se describen las caracteristicas microscopicas,
macroscopica y la tincion Gram de las cepas aisladas de los
ambientes mineros de la Compafiia Minera Apacheta Quella
S.A. Minera ubicada en el distrito de Candarave, provincia de

Candarave, departamento de Tacna.

Tabla 6. Caracterizacion microscopica y macroscopica de las
cepas aisladas de los ambientes mineros de la

Provincia de Candarave

TIPO DE CEPA Caracteristicas Caracteristicas
MUESTRA Microscopicos Macroscopicos
coloniales
Forma | Coloracion Caracteristicas
SUELO Cepa Bacilos Gram Colonias circular,
1 positivo borde entero, elevada,
superficie lisa,
consistencia cremosa
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pequefas,
blanquecinas.

Cepa Bacilos | Gram Colonias circular,

2 positivo borde entero, elevada,
superficie lisa,
consistencia mucosa,
pequefia, blanquecina.

Cepa Bacilos Gram Colonias circular,

3 positivo borde entero, plana,
superficie lisa,
consistencia cremosa.

Cepa Bacilos | Gram Colonias circular,

4 positivo borde entero, elevada,
superficie lisa,
consistencia chiclosa,
blanquecina.

Cepa Bacilos Gram Colonias puntiformes,

5 positivo borde entero, elevada,
superficie lisa,
consistencia chiclosa,
blanquecina.

Cepa Bacilos Gram Colonias circular,borde

6 positivo regular, borde entero,
superficie lisa,
blanquecina.

Cepa Cocos Gram Colonias circular,borde

7 positivo regular,borde entero,
superficie lisa, amarilla
verdosa.

Cepa Bacilos Gram Colonias circular,

8 positivo borde lobulado,
elevada, superficie lisa,
consistencia mucosa,
translucida.

Cepa Bacilos | Gram Colonias circular,

9 positivo borde entero, plana,
superficie
lisa,consistencia
mucosa, pequefias,
blanquecina.

Cepa Bacilos | Gram Colonias irregular,

10 negativo borde filamentoso,

plana, superficie lisa,
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consistencia mucosa,

pequefas,
blanquecina.
Cepa Cocoba | Gram Colonias circular,
11 cilos negativo borde

entero,elevada,superfi
cie lisa,consistencia
mucosa, blanquecina.
Cepa Bacilos | Gram Colonias  puntiforme,
12 positivo borde entero, elevada,
superficie lisa,
consistencia mucosa,
pequefias,

blanquecina.

FUENTE : Elaboracién propia

En la Tabla 6 se muestra las cepas que fueron aisladas y
seleccionadas, en total 12 cepas potencialmente degradadoras
de cianuro. Estas corresponden a bacilos, coco y cocobacilos
Gram positivo y Gram negativo, cuyas caracteristicas
macroscopicas se evaluaron en agar nutritivo tras 24 de

incubacion a temperatura ambiente.

Posteriormente se identificaron las bacterias que
obtuvieron una mejor tolerancia a concentraciones altas de
cianuro, estas fueron las cepas bacterias 7 y 12, tal como se

muestra en la tabla 7 y 8.
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Tabla 7. Identificacion bioquimica de la cepa bacteriana 7

aislada de los ambientes mineros de la Provincia de

Candarave - Micrococcus sp

IDENTIFICACION DE Micrococcus sp
COLONIA Amarilla verdosas
GRAM Positivo
FORMA Cocos
MOVILIDAD No
CATALASA Positivo
FERM. MANITOL Negativo
OXIDASA Positivo
UREA Negativo
NITRATO Positivo
VP Positivo

FUENTE : Elaboracion propia

Tabla 8. Identificacién bioquimica de la cepa bacteriana 12

aislada de los ambientes mineros de la Provincia de

Candarave - Corynebacterium sp

IDENTIFICACION DE Corynebacterium sp

COLONIA Blanquecina
GRAM Positivo
FORMA Cocobacilos
MOVILIDAD No
CATALASA Positivo
HIDROLISIS DEL Positivo
ALMIDON
OXIDASA Negativo
UREA Negativo
NITRATO Positivo
ESPORAS Negativo

FUENTE : Elaboracion propia
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3.2.

Evaluacion de la tolerancia a pH alcalinos

Cuadro 1: Evaluacién de la tolerancia a pH alcalinos de las cepas
aisladas de ambientes mineros de la Provincia de

Candarave.

DIA 3

Cepas bacterianas
Ph 1 (2|34 5|6 |7 |8 (9 (10 (11 |12

9,5 ++ |+ |- [+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ [+ |+
10 S I S B e S S N O e S S
10,5 ++ |+ [+ (- [+ [+ |+ |+ |+ |+ [+ |+
11 ++ |+ |- [+ [+ [+ |+ |+ |+ |+ [+ |+

11,5 ++ |+ [+ [+ [+ [+ |+ |+ |+ [+ |+

12 B T I S o S I O S

FUENTE: Elaboracion propia

En el Cuadro 1 se evaluo las cepas aisladas en la tolerancia a
pH alcalinos, para esto se empled el criterio: Sin crecimiento (-),
Poco crecimiento: (+), Crecimiento moderado: (++) y Crecimiento
abundante: (+++), el cual corresponde aproximadamente a 0; 0,5; 1
y 2 de la Escala de McFarland, respectivamente. En todas las cepas
aisladas se observaron que hubo crecimiento en pH alcalinos desde

9,5 hasta 12.
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3.3. Evaluacion de la tolerancia a diferentes concentraciones de

cianuro

Cuadro 2: Evaluacion del primer dia de las cepas aisladas de
ambientes mineros de la Provincia de Candarave en la

tolerancia a diferentes concentraciones de cianuro

DIA 1
Cepas bacterianas

CN 1|2|3(4|5|6|7(8|9|10|11|12
25 mg/L e
50 mg/L e
100 mg/L e e
200 mg/L e
300 mg/L e
400mg/L |- - |- - - - - - - e
500 mg/L e
FUENTE: Elaboracion propia

En el Cuadro 2 se evalué a las cepas aisladas en la tolerancia a
diferentes concentraciones de cianuro desde 25 mg/L hasta 500 mg/L.
En el primer dia de evaluacion no se observé crecimiento en ninguna

de las bacterias.
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Cuadro 3: Evaluacion del segundo dia de las cepas aisladas
ambientes mineros de la Provincia de Candarave en la

tolerancia a diferentes concentraciones de cianuro

DIA 2
Cepas bacterianas
CN 112/3/4|5/6|7(8]9(10 (11|12
25 mg/L A T
50 mg/L .
100 mg/L e e e e
200 mg/L e
300 mg/L - ]
400 mg/L S e R e e e e e N R
500 mg/L P e e e e e

FUENTE: Elaboracién propia

En el Cuadro 3 se evalué a las cepas aisladas en la tolerancia a
diferentes concentraciones de cianuro desde 25 mg/L hasta 500 mg/L.
En el segundo dia de evaluacion se observo poco crecimiento en las

bacterias 1; 2; 4 y 12 en concentracion de 25 mg/L de CN.
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Cuadro 4 :

ambientes mineros de la Provincia de Candarave en la

Evaluacion del tercer dia de las cepas aisladas de

tolerancia a diferentes concentraciones de cianuro

DIA 3
Cepas bacterianas
CN 1(2(3(4|5|6|7 10 |11 |12
25 mg/L o o I O O R + |- +
50 mg/L I N - - -
100 mg/L - - - - - -] - - -
200 mg/L S S S e - - -
300 mg/L S I T - - -
400 mg/L S N R N R - - -
500 mg/L S S S e - - -

FUENTE: Elaboracion propia

En el Cuadro 4 se evalué a las cepas aisladas en la tolerancia a
diferentes concentraciones de cianuro desde 25 mg/L hasta 500 mg/L.
En el tercer dia de evaluacién se observd poco crecimiento en las

bacterias 1; 2; 3; 4; 5; 7; 8; 10 y 12 en concentracion de 25 mg/L de

CN.
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Cuadro 5: Evaluacion del cuarto dia de las cepas aisladas de
ambientes mineros de la Provincia de Candarave en la

tolerancia a diferentes concentraciones de cianuro

DIA 4
Cepas bacterianas
CN 1(2 |34 |5 |6|7 |8 |9|10 |11 |12
25 mg/L + |4+ [+ |+ [+ [ [ |- |+
50 mg/L e I I I P [ B
100 mg/L S O I I e I e R
200 mg/L B e e e e
300 mg/L e
400 mg/L - - - |- - - - - - - - -
500 mg/L e e o e

FUENTE : Elaboracion propia

En el Cuadro 5 se evalu6 a las cepas aisladas en la tolerancia a
diferentes concentraciones de cianuro desde 25 mg/L hasta 500 mg/L.
En el cuarto dia de evaluacion se observo crecimiento moderado en
las bacterias 7 y 12 en concentracion de 100 mg/L de CN,

considerando que estas tuvieron una mayor tolerancia al cianuro.
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3.4. Cuantificacién de la capacidad degradadora de cianuro por Micrococcus sp y Corynebacterium sp

CUADRO 6: Concentracibn de cianuro degradado y crecimiento microbiano por

Corynebacterium sp, con sus repeticiones en 10 dias de evaluacion (ppm)

Micrococcus sp Yy

Corynebacterium sp Micrococcus sp Control

N° de Horas de
evalua | evaluacié i 2| 6 X | DEGRADAC | Bacterias i 24| &3} X | DEGRADACI | Bacterias X | Bacterias
ciones n (ppm) {ppm) | ION (%) | (UFC/mI) (ppm) (ppm) ON (%) (UFC/ml) | (ppm) | (UFC/mL)

0 0 100 | 100 100 100 0 100 | 100 | 100 100 0 0 100 0

1 24 98 97 96 97 3 3,5x102 | 96 95 94 95 1x10? 100 0

2 48 94 93 92 93 7 5,5x10% | 85 | 89 87 87 13 9x10? 100 0

3 72 91 88 88 89 11 3,2x10° 78 | 80 76 78 22 4,9x10* 100 0

4 96 85 82 82 83 17 5,6x10¢ 65 68 62 65 35 8,2x10° 100 0

5 120 77 76 75 76 24 1,3x107 47 45 49 47 53 2,5x108 100 0

6 144 70 69 68 69 31 1,9x107 27 | 25 29 27 73 6,5x107 100 0

7 168 65 64 63 64 36 2,7x107 20 18 22 20 80 9,8x107 100 0

8 192 60 59 6l 60 40 3x107 16 15 17 16 84 1,2x108 100 0

9 216 55 51 53 53 47 3,3x107 12 11 13 12 88 1,55x108 100 0

10 240 49 49 52 50 50 3,9x107 9 7 11 9 91 1,5x108 100 0

FUENTE: Elaboracion propia
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LEYENDA:
- N° de evaluaciones : 10 dias de evaluacion
- R1, R2, R3: Primera, segunda y tercera repeticion
- X (ppm): Promedio de la repeticiones en Partes Por Mill6n
- DEGRADACION (%): Porcentaje de la degradacion de cianuro por
Micrococcus sp Y Corynebacterium sp
- Bacterias (UFC/mI) : Crecimiento microbiano en UFC/mi

- Control : Muestra control

En el Cuadro 06 se observa las concentraciones de cianuro
degradado por Micrococcus sp, Corynebacterium sp y muestra control con
sus repeticiones en 10 dias de evaluacion (ppm). Micrococcus sp obtuvo
una mayor concentracion de degradacion de cianuro de 9 ppm (91 %) a
diferencia de Corynebacterium sp que obtuvo una concentracion de 50
ppm (50 %). Asimismo, se observa que en la evaluacién de la muestra
control (blanco) no se observd crecimiento bacteriano o alguna alteracion

en el medio.
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=—@=— Corynebacterium sp Micrococcus sp ==@= control

Grafico 1: Curvas de degradacién de cianuro por bacterias aisladas de

ambientes mineros en 10 dias de evaluacion.

FUENTE: Elaboracion propia

En Grafico 1 se observa la curva de concentracion de cianuro

degradado por Micrococcus sp, Corynebacterium sp y de la muestra control

en el cual la concentracion inicial de cianuro degradado a traveés del tiempo

de experimentacion descendio a un valor significativo.
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Micrococcus sp
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Grafico 2: Evaluacién de Micrococcus sp en la degradacién de cianuro en
relacion con el crecimiento microbiano en 10 dias de

evaluacion.

FUENTE : Elaboracion propia

En el Grafico 2 se observa que Micrococcus sp mostro un buen
rendimiento durante la prueba de degradacién, llegando a remover hasta
91 % de CN™ respectivamente en 10 dias. Asimismo, se observa que en la
Gréfica se visualizan la relacion de los datos de las curvas de crecimiento

microbiano y degradacién de cianuro.
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Corynebacterium sp
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Gréfico 3: Evaluacion de Corynebacterium sp en la degradacién de cianuro
en relacibn con el crecimiento microbiano en 10 dias de

evaluacion

FUENTE : Elaboracién propia

En el Gréafico 3 se observa que Corynebacterium sp mostré un buen
rendimiento durante la prueba de biodegradacion, llegando a remover hasta
50 % de CN7, respectivamente. Asimismo, se observa que en la Gréfica se
visualizan la relacion de los datos de las curvas de crecimiento microbiano

y degradacion de cianuro.
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3.5. Analisis estadistico

Para el analisis estadistico se empled la Prueba de t Student para

muestras relacionadas con un nivel de confianza del 95 %.

Estadisticas de muestras emparejadas
Desviacis Media de
Cepa Bacteriana Media N es,V|aC|on error
estandar .
estandar
Par | Corynebacterium sp 73,6000 | 10 16,48029 5,21153
1 Micrococcus sp 45,4000 | 10 33,00236 10,43626

P-valor=0,01 a 0,05

La prueba de t para muestras relacionadas sefiala que
Corynebacterium sp logré el mayor promedio con 73,600 con una
desviacion estandar que se desvia de la media en 16,480 superando
estadisticamente a Micrococcus sp que obtuvo un promedio de 45,400
cuya desviacion estandar se desvia de la media en 33,002
respectivamente. Al aplicar la prueba de T student el p — valor fue de 0,01
inferior al a 0,05 por lo tanto existe relacion significativa entre ambos

grupos con un nivel de confianza del 95 % .
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V. DISCUSION

El cianuro pese a su toxicidad, segun Ebbs, 2004; Dubey y
Holmes, 1995; Raibuck 1992; Knowles, (1976), es un compuesto
natural altamente toxico que es utilizado como fuente de nitrdgeno y
carbono por diferentes microorganismos desde el principio de la vida,
esta molécula coexiste con los seres vivos, haciendo posible el
desarrollo de mecanismos de resistencia y rutas asimiladoras de
cianuro.

Las muestras de suelo fueron obtenidas de los ambientes
mineros de la mina de azufre inactiva de la Compafia Minera Apacheta
Quella S.A, con valores de pH 2, estas fueron utilizadas para el estudio
de bacterias nativas con capacidad degradadora de cianuro presente
en este tipo de ecosistema. Resultados similares fueron reportados en
estudios por Akcil A., Karahan A.G., Ciftci H., Sagdic O., (2003), en el
cual se aislo e identifico nueve cepas de Pseudomonas sp. de una mina
de cobre de Ovacik, Turquia, con un pH 5. Dos (CM5 y CMN2) de las
nueve cepas bacterianas se usaron en tratamientos con cianuro
teniendo como resultado una degradacion de cianuro de 100 - 400 ppm
con un pH 09,02 a 11,04, temperatura 30 °C y la poblacion bacteriana

1x10%- 1x10° ufc / ml en un tiempo de 45y 70 horas. Asimismo, reporté
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Cornejo la Torre Melitza (2016) aislo e identifico6 molecularmente 89
cepas microbianas, siendo los géneros Pseudomonas, Bacillus y
Alcaligenes los mas abundantes. Estas cepas bacterianas se aislaron
de suelos y aguas contaminados por residuos de cianuro producto de
la actividad minera en la Region La Libertad con valores de pH neutros,

respectivamente 6,81y 7,69.

En el presente estudio se colectaron 6 muestras de suelos de
ambientes mineros (planta de procesamiento de azufre y relaves) las
cuales fueron sembradas en caldo peptonado inicialmente vy
posteriormente en Medio Mineral tamponado con Buffer carbonato -
bicarbonato en presencia de cianuro, esto se dio con el fin de obtener
un buen crecimiento bacteriano y el aislamiento de colonias
degradadoras de cianuro, asimismo de favorecer la expresion de las
enzimas implicadas en el metabolismo de degradacion del cianuro.
Segun Rodallega (2015), Tuya (2014) y Hernandez (2010) recomiendan
gue es necesario que los cultivos bacterianos sean expuestos a un pre-
enriguecimiento en medio liquido para obtener mejores resultados en el

crecimiento de microorganismos.
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Se lograron aislar 12 cepas bacterianas de muestras de suelo de
ambientes mineros, en Medio Mineral tamponado con buffer carbonato-
bicarbonato 0,1 M a pH 9,5. Segun Babu, G. R. V.; Wolfram J. H., &
Chapatwala K. D (1992), mencionaron que el uso de metales traza en
los cultivos, permite una mejor recuperacion de microorganismos que
utilizan cianuro como fuente energética. Khamar (2015), y Hernandez
(2010) y Akcil et.al.; (2003) muestran que un gran porcentaje de
microorganismos que habitan en ambientes contaminados tienen la
capacidad de adaptarse y poder resistir a la toxicidad de estos

contaminantes.

Se seleccionaron las bacterias que obtuvieron un mejor
crecimiento en la evaluacion de tolerancia de pH 9,5 y a 100 mg/L de
CN- en un tiempo de 4 dias. Micrococcus sp y Corynebacterium sp
fueron las bacterias que se identificaron mediante pruebas bioquimicas
segun el Manual de Bergey, (2005). Las demas 10 cepas aisladas no
evidenciaron mucha tolerancia a concentraciones de CN. Esto podria
ser debido a los factores tales como el pH y la concentracion de cianuro
empleada en la evaluacién la cual resultaria ser inhibitoria para estas

cepas, la necesidad de formar consorcios para lograr una mejor
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asimilacion o de incorporar, ademas del cianuro, otras fuentes de

carbono o nitrogeno (Patil & Paknikar 2000).

En trabajos como los de Meyers et al. (1991), Dumestre et al.
(1997), Akcil et al. (2003), Luque - Almagro et al. (2005) y el presente,
se emplean microorganismos capaces de degradar el cianuro bajo
condiciones alcalinas (pH>9,5). Se emplearon estos valores de pH para
evitar la volatilizacion del CN. Asimismo, favorecer el crecimiento
adecuado de las bacterias y facilitar su actividad degradadora de

cianuro.

Segun Dursun, A, & Z Aksu (2000), Luque - Almagro (2005),
Shumei, Xilong y Chunyan (2013), la temperatura es un factor
importante para la degradacion de cianuro. Las enzimas que degradan
el cianuro generalmente producidas por microorganismos mesofilos,
tienen una temperatura 6ptima de crecimiento entre 20 - 40 °C. Todas
las cepas bacterianas seleccionadas para la presente evaluacion

evidenciaron mejor crecimiento en el rango de 23 °C a 28 °C.

El tamafio del in6dculo fue unos pardmetros claves para el adecuado

crecimiento de los microorganismos y la degradacién de cianuro,
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existen muchos estudios en los cuales el tamafio del in6culo utilizado
para una eficiente degradacion de cianuro es del 10 % (v/v) (Akcil et al.
2003) (Huertas et al. 2010) (Tuya 2014). El mismo que fue empleado en

el presente trabajo y se obtuvo una eficiente degradacion de cianuro.

Las bacterias que degradan cianuro poseen varias rutas
enzimaticas y condiciones especificos como el pH, temperatura,
concentracion de cianuro, etc. que les permiten desarrollar y
permanecer en ambientes con alta concentracion de cianuro. Diversos
estudios muestran como los microorganismos utilizan estas diferentes
vias para la degradacién de cianuro (Gupta, N.; Balomajumder, C. &

Agarwal, V. K., 2010).

Segun Rosenberg, E., Delong, E. F., Lory, S., Stackebrandt, E., &
Thompson, F. (2014) reportaron que algunas cepas de Rhodococcus
presentan diversidad metabdlica notable que puede ser explotada para
una amplia gama de fines biotecnolégicos Esta bacteria esta
estrechamente relacionada con Mycobacterium y Corynebacterium.
Para el género Rhodococcus sp. se ha reportado que la ruta probable
de degradacion de cianuro es por medio de la ruta hidrélitica por medio

de la enzima nitrilo hidratasa y la amidasa (Gupta, N.; Balomajumder,
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C. & Agarwal, V. K., 2010), donde ambas son responsables del
metabolismo del cianuro.

Segun Gupta et al., (2010) menciona que Corynebacterium sp,
convierte el cianuro en B-cianoalanina (un nitrilo), la cual puede ser
utilizada como fuente de carbono y nitrégeno por accién de la nitrilo
hidratasa. Es probable que la cepa aislada en el presente estudio
desarrolle esta ruta metabdlica para la degradacién del cianuro

Segun Rodallega (2015) aislo una cepa bacteriana Gram positivo,
que se identific6 como del género Estreptococo. Coley y Zapata (2006)
aislaron e identificaron a Staphyloccocus spp, ambas con capacidad
degradadora de cianuro, sin embargo se desconoce la ruta metabdlica
que estas bacterias emplean para la degradaciéon del cianuro.
Asimismo, es importante resaltar la capacidad de adaptarse a sobrevivir
en lugares con presencia de cianuro y metales pesados, esta
caracteristica de adaptacion es comun en bacterias gram positivas.
(Narancic, T., Djokic, L., Kenny, S. T., O’Connor, K. E., Radulovic, V.,
Nikodinovic-Runic, J., & Vasiljevic, B., 2012)

Considerando que en la actualidad se han descrito varias rutas de
degradacion de cianuro, seria importante considerar en futuros estudios
determinar cual es la ruta bioquimica que Micrococcus sp emplea para

degradar el cianuro; los resultados del presente estudio indican que
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realmente se encontrd6 una cepa bacteriana con capacidad
biodegradadora de cianuro.

Los ensayos de degradacion de cianuro en el laboratorio
mostraron una capacidad para degradadora para Micrococcus sp en 9
ppm (91 %) y Corynebacterium sp 50 ppm (50 %) respectivamente en
un periodo de 10 dias a 100 mg/L CN a temperatura ambiente, pH 9,5
en biorreactores aireados 1,8 VVM. Estos resultados son similares a los
mostrados por Deloya (2012), en el cual la reduccién del cianuro se dio
en aproximadamente un 95 % en 15 dias de evaluacion, la estrategia
para la biorremediacion de cianuro en la investigacién consistié en la
capacidad de adaptacidén de los microorganismos al contaminante. Es
importante considerar que las bacterias en estudio solo puedan
degradar ese porcentaje de cianuro, teniendo en cuenta que asi puede
tolerar el resto sin afectar su supervivencia.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo proponen una
importancia de la investigacion dirigida a hallar microorganismos aptos
de degradar cianuro y concebir el mecanismo del proceso como una
opcion factible de biorremediacion de ambientes contaminados. (Tuya ,

2014).
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V. CONCLUSIONES

Se aislaron 12 cepas bacterianas de ambientes mineros
procedentes de la Compafiia Minera Apacheta Quella S.A. Minera

del Norte S.A. ubicada en el distrito de Candarave, region de Tacna.

Se identific6 la cepa N°7 (Micrococcus sp) y la cepa N°12
(Corynebacterium sp), mediante pruebas bioquimicas, las cuales

obtuvieron un mejor rendimiento en la tolerancia de cianuro.

Micrococcus sp obtuvo un 91 % en la degradacién de cianuro a
diferencia de Corynebacterium sp que obtuvo un 50 % en la
degradacion de cianuro, teniendo a Micrococcus sp como la cepa

bacteriana con mayor capacidad degradadora de cianuro a 100

ppm.

75



VI. RECOMENDACIONES

Continuar con la identificacibn microbiolégica de las bacterias

aisladas de los ambientes mineros en la Provincia de Candarave.

Emplear las bacterias aisladas para la formacion de consorcios
microbianos de degradacion de cianuro y asi aumentar la eficiencia

en el proceso de biodegradacion.

Continuar con la busqueda y aislamiento de nuevas cepas
procedentes de ambientes y relaves mineros, lo cual permitird un
porcentaje mayor de acierto en cuanto a la identificacion de las

cepas mas eficientes en la degradaciéon del CN.

Realizar estudios para determinar cual es la ruta bioquimica que

Micrococcus sp. utiliza para la degradacion del cianuro.
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ANEXOS

Anexo 1: Medios de Cultivo

Medio Mineral Buffer carbonato-bicarbonato con Modificaciones

K2HPO4 1,0 g/L
MgS04.7H20 0,2 g/L
Minerales traza 0,2 mL
Buffer carbonato-bicarbonato 1000 mL

Ajustar pH 9,5 con HCI 1N y NaOH 1N..
Buffer carbonato-bicarbonato 0,1 M:
NaHCOs3 8,40 g/700 mL

Na2COs 10,62 g/300 mL

Minerales traza (modificado de Nawaz et al., 1989) en mg/L:

MnCl2.4H20 1,0
FeS04.7H20 0,6
CaCl2.H20 2,6
NaMoO4.2 H20 6,0
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Ajustar previamente con HCI 1N a pH 2,5

Esterilizar en autoclave a 121°C por 15 minutos.

Fuente: Rainey & Oren (2006).

Anexo 2 : Panel Fotografico

RECONOCIMIENTO Y TOMA DE MUESTRA

Foto 1 : Reconocimiento del terreno Foto 2 : Reconocimiento de relaves

mineros
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Foto 3 : Toma de Muestra Foto 4 : Georeferenciacion de Muestra
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Caracterizacion

Aislamiento bacteriano de cepas Foto 7

Foto 6 :

morfologica de bacterias aisladas

en agar nutritivo

Foto 9: Cepa 12 (Bacilos Gram +)

Foto 8 : Cepa 7 ( Cocos Gram +)
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Foto 10 :Tincibn Gram de las Foto 11 : Tincibn Gram de las

bacterias aisladas - bacilos gram+. bacterias aisladas -bacilos gram —

Foto 12 : Evaluacion de la Foto 13 : Evaluacion de la

tolerancia a pH alcalinos tolerancia a diferentes

concentraciones de cianuro
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Foto 14 : Identificacion de pruebas Foto 15 : Prueba de la Oxidasa

Bioquimicas

Foto 16 : Instalacion de Biorreactores Foto 17 : Medicion del Ph de la
para la evaluaciéon de degradacién de muestra de los biorreactores

Cianuro
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Anexo 3 : Determinacién de Cianuro Libre (CN") por volumetria

A. Reactivos:

- Solucién indicadora de yoduro de potasio al 5%.

- Solucién estandar de nitrato de plata: Disolver 0,6522 g de AgNO3 en
agua y aforar a un litro. Mezclar bien. Guardar en botella oscura y

proteger de la luz.

- Solucién de hidréxido de sodio 1 M.

B. Procedimiento:

1. Verificar que las muestras a las que se va a medir el cianuro estén
alcalinas (pH>11). Si no es el caso, adicionar gotas de la solucién de

NaOH 1 M.

2. Verter con una pipeta volumétrica 10 ml de la muestra en un vaso de

precipitado y adicionar tres gotas del indicador Kl al 5%.

3. Titular con la solucién estandar de nitrato de plata hasta cambio de

color de transparente incoloro a amarillo claro opaco si esta utilizando.
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4. Registrar el volumen de solucién utilizado.

5. Repetir el andlisis en blanco (utilizando agua destilada como muestra).

C. Interpretacion:

1 mL de la solucion de nitrato de plata equivale a 20 mg/L de cianuro

cuando se toma una alicuota de 10 ml de la muestra problema.

D. Calculos:

Concentracion de cianuro (mg/L) = (A-B) x 20
A = mL de nitrato de plata empleados en titular 10 mL de la muestra
problema.

B = mL de nitrato de plata empleados en titular 10 mL de agua.
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