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RESUMEN

El presente estudio de investigacion tuvo como objetivo el aislamiento y
purificacion de microorganismos biodegradadores de cianuro obtenidos de un
pasivo ambiental minero ubicado en el distrito de Palca, Tacna. El cianuro es uno
de los productos quimicos mas toxicos que se emplean para la extraccion de
minerales. La aplicacién de especies microbianas en forma de bacterias, hongos,
protozoos, algas y levaduras han ganado una atencién considerable, debido a la
robustez y el respeto al medio ambiente durante el proceso. Las bacterias nativas
que viven dentro de los pasivos ambientales mineros han desarrollado mecanismos
de adaptacion y persistencia a estos ambientes toxicos. En nuestra investigacion, se
aislaron, identificaron y se evaluaron la eficiencia de degradacion de cianuro de un
conjunto de bacterias provenientes de un pasivo ambiental ubicado en el distrito de
Palca, departamento de Tacna, Perd. Los estudios se realizaron a nivel de
laboratorio exponiendo las bacterias a condiciones alcalinas para comprobar su
tolerancia, eficiencia y biodegradacion al cianuro de sodio. Como resultado de esta,
se obtuvieron varias cepas bacterianas con alta capacidad de degradar cianuro

demostrando un gran potencial de aplicacion a escala industrial.



ABSTRACT

The objective of this research was the isolation and purification of cyanide
biodegrading microorganisms obtained from a mining environmental liability
located in the district of Palca, Tacna. Cyanide is one of the most toxic chemicals
used for mineral extraction. The application of microbial species in the form of
bacteria, fungi, protozoa, algae and yeasts has gained considerable attention, due to
the robustness and environmental friendliness during the process. The native
bacteria that live within the mining environmental liabilities have developed
mechanisms of adaptation and persistence to these toxic environments. In the
present work, the efficiency of cyanide degradation of a set of bacteria from an
environmental liability located in the district of Palca-Peru was isolated, identified
and evaluated. The studies were carried out at the laboratory level exposing the
bacteria to alkaline conditions to check their tolerance, efficiency and
biodegradation to sodium cyanide. As a result, several bacterial strains with a high
capacity to degrade cyanide will be needed, demonstrating great application

potential at the industrial scale.



CAPITULO |
INTRODUCCION

El cianuro es uno de los productos quimicos mas tdxicos que las empresas
de procesamiento de minerales de todo el mundo emplean para la extraccion de oro
y plata (Anning et al., 2019; Botz et al., 2016). En tales circunstancias, algunas
industrias informales, ademas de ser grandes consumidoras de cianuro vierten a la
naturaleza sus residuos sin ningun tratamiento, lo cual sobrepasa la capacidad de
autorrecuperacion del medio ambiente. VVarios mecanismos para la eliminacion de
cianuro en estos residuos mineros se constituyen en objeto de investigacion, entre
ellos el uso de la biodegradacion (Guaman & Nieto, 2018). Muchos estudios
demuestran la susceptibilidad del cianuro para ser metabolizados por mecanismos
bioldgicos, con el fin de satisfacer los criterios ambientales de descarga, debido a
que los métodos convencionales generan altos costos en lo econdmico y ambiental.
La aplicacion de especies microbianas en forma de bacterias, hongos, protozoos,
algas y levaduras han ganado una atencion considerable, debido a la robustez y el
respeto al medio ambiente durante el proceso (Razanamahandry et al., 2019).
Ademas, el uso del sistema microbiano produce compuestos utiles que ayudan a
eliminar la toxicidad en la mayoria de los procesos industriales (Alvillo-Rivera et
al., 2021). Los pasivos ambientales mineros (PAM) contribuyen a la existencia de
compuestos toxicos en el suelo, haciendo de este un ambiente hostil para los

microorganismos presentes. Sin embargo, en estos residuos mineros existen



bacterias con mecanismos que producen una biotransformacion de estos
compuestos. Por lo tanto, las bacterias nativas que viven dentro de estos pasivos
han desarrollado mecanismos de adaptacion y persistencia a estos ambientes
toxicos. A la fecha se han registrado 7 956 PAM distribuidos en diferentes zonas
geogréaficas de Pert (Castillo et al., 2021). La actividad minera en la Regién Tacna
tiene un enorme potencial en la mineria metalico y no-metélico, contando con 165
PAM (Minem, 2021). En el presente estudio de investigacion, se aislo, identifico y
se evaluo la eficiencia de degradacion de cianuro de un conjunto de bacterias

provenientes del pasivo ambiental “Chulluncane” ubicado en el distrito de Palca.



Planteamiento del problema

El cianuro es el compuesto lixiviante mas utilizado en la industria
metalUrgica, se libera en el medio ambiente debido a la combustion de carbon, la
refinacion de petroleo, la produccion de hierro y acero, la quema de plasticos, la
incineracién de desechos domésticos, entre otros. (Kumar et al., 2016).

Los pasivos ambientales contribuyen a la existencia de compuestos toxicos
en el suelo, haciendo de éste un ambiente hostil para los microorganismos
presentes, sin embargo, en estos residuos mineros existen bacterias con mecanismos
que destacan la biotransformacion de estos compuestos. Por lo tanto, las bacterias
nativas que viven alrededor de estos pasivos, han desarrollado mecanismos de
adaptacion y persistencia a estos ambientes toxicos.

Por tal motivo es necesario orientar la investigacion a aislar y potencializar
bacterias aerobias como una alternativa bioldgica en respuesta a la problematica

ambiental.

En tal sentido, nos planteamos la siguiente pregunta:
¢ Qué microorganismos aislados en el pasivo ambiental minero Chullancane,

ubicado en el distrito de Palca, tendran la capacidad de biodegradar cianuro?

1.1 Hipdtesis
=  Los microorganismos aislados del pasivo ambiental minero ubicado en
el distrito de Palca, son tolerantes y biodegradan al compuesto toxico

cianuro de sodio.



1.2 Objetivos

1.2.1 Objetivo General
= Aislar y purificar microorganismos que biodegradan cianuro obtenidos

de un pasivo ambiental minero ubicado en el distrito de Palca, Tacna.

1.2.2 Objetivos Especificos
= Identificar las cepas aisladas mediante pruebas bioquimicas.
= Determinar el grado de tolerancia al cianuro en los microorganismos
aislados.
= Evaluar, mediante un biorreactor aireado, la capacidad biodegradadora

de las bacterias aisladas frente al cianuro.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 Pasivos ambientales mineros en el Pera

Segln la Ley 2827 “Ley que regula los pasivos ambientales de la actividad
minera”, son considerados pasivos ambientales aquellas instalaciones, efluentes,
emisiones, restos o depositos 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
(Minem, 2021).

El Riesgo se define como la posibilidad de que un contaminante pueda
ocasionar efectos adversos a la salud humana, en los ecosistemas, en el suelo, en el
agua, tomando en consideracion el nimero de individuos, ecosistemas o bienes que,
como consecuencia de la presencia de los contaminantes, podrian afectarse en el
presente y futuro (Asociacion de servicios de Geologia y Mineria iberoamericanas

(ASGMI), 2010 ; Grufides, 2016).

El Pert posee una de las principales reservas mundiales de plata, cobre, zinc
y oro. Sin embargo, la actividad minera ejerce en el ambiente un peligro asociado
al Pasivo Ambiental Minero (PAM). Se afirmé lo siguiente:

Los PAM son resultado de un mal cierre de mina, es decir, sin un manejo

ambiental apropiado y certificado por la autoridad competente; son instalaciones



efluentes, emisiones, restos o depoésitos de residuos producidos por operaciones
mineras abandonadas o inactivas que constituyen un riesgo permanente y potencial
para la salud humana, el ambiente y la propiedad (Castillo et al., 2021, p 4).

Han acontecido muchos incidentes en todo el Perl debido a un manejo
inadecuado o fallas durante el transporte, por ejemplo en el afio 2001 en el
departamento de Puno, se informé que colapsé parte del muro de contencién de la
Laguna de Relave (2m de ancho por 3m de alto), desembalsandose
aproximadamente 15 000 m?, recorriendo 500 m para llegar finalmente al rio Paratia
(MINAM, 2006). De la misma manera en la region de Ancash, en el afio 2019, se
informd que aproximadamente 28 toneladas de relave minero desbordaron cerca al
cauce de la quebrada Rahuar, cuyas aguas son aportantes al rio Casma (ANA,
2019). En la region de Huancavelica, en el afio 2020, se informo el derrame de 37
000 m2 de relave de la mina Cobriza afectando al rio Mantaro (Newsletter, 2020).
Nuevamente en la region Puno durante el presente afio se informd un derrame
minero por parte de la unidad minera El Cofre, afectando las cuencas del rio del
distrito de Paratia (ANDINA, 2022) y en la provincia limefia de Huarochiri del
mismo afo se informé el derrame de un reservorio de relave minero de la mina
Huampar, afectando negativamente la flora y fauna del rio Cashca (Tiempo Minero,
2022) .

Segun fuentes de la propia empresa minera SOUTHERN, vertieron 785

millones de toneladas de relaves mineros durante 36 afios (1960 hasta el afio 1996),



en la bahia de Ite de la region Tacna, la minera utiliz6 35 kilometros del cauce del
rio Locumba para arrojar 119 mil toneladas de relaves de cobre al dia (Moreno,

2015; Churata & Chambilla, 2019).

Por otro lado, el Ministerio de Energia y Minas, mediante la Ley N° 28271,
tiene registrado desde el afio 2006 hasta el afio 2021, 7956 PAM distribuidos en
diferentes &mbitos geograficos del pais. Las regiones que presentan mayor nimero
de pasivos son: Ancash (15,5%), Cajamarca (14,5%) y Puno (11,6%) catalogados
como alto, medio, bajo e insignificante, Tacna ocupa el puesto numero 12 con el

2,1% (Ver Tabla 1) (MINAM, 2020; Castillo et al., 2021).

Tabla 1

Situacion de los pasivos ambientales mineros en la region de Tacna

Region I;/:;Jg Alto Medio Bajo Insignificante  Total %
Ancash 54 107 385 535 154 1235 15,5
Cajamarca 32 251 470 265 138 1156 14,5
Puno 6 38 192 434 251 921 11,6
Lima 22 85 203 195 147 652 8,2
Tacna 0 1 3 63 98 165 2,1

Nota. Adaptado de Pasivos ambientales mineros en el Per(: Resultados de la
auditoria de desempefio sobre gobernanza para el manejo integral de los
PAM (p. 13), por Castillo, Satalaya, Paredes, 2021, Contraloria General de la
Republica, |



2.2 Contaminacion de los Pasivos Ambientales

Uno de los mayores peligros que emanan los pasivos ambientales es la
contaminacion de las aguas superficiales y subterraneas. La contaminacién de las
aguas se debe a la liberacion de contaminantes toxicos contenidos en los residuos
mineros y desde las obras mineras, los tajos abiertos, las bocaminas, entre otros

(Grufides, 2016).

El potencial de contaminacion depende de las condiciones especificas del
sitio, incluyendo el disefio y la operacion de la extraccion del procesamiento. Los
principales mecanismos de transporte a las aguas superficiales y subterraneas son
el escurrimiento superficial y la infiltracion (Ver Figura 2). La formacion de
Drenaje Acido de Mina (DAM) se debe a la oxidacion de minerales sulfaricos en
presencia del agua y oxigeno. Las aguas superficiales se pueden contaminar debido
a la erosion y descarga de sedimentos provenientes de los tajos abiertos, tanques de

relaves, desmontes, etc., hacia los cuerpos acuaticos (Luo, 2019; Shao et al., 2020).



Figura 1l
Bocamina del pasivo ambiental ubicado en Palca

Nota. Posible proceso de infiltracion al suelo y aguas subterraneas.

La region Tacna cuenta con un total de 165 (2,1%) pasivos ambientales,
catalogados por diferentes subtipos entre ellos: Bocaminas, desmonte de mina,
relaves, otras labores mineras, otras infraestructuras y otros residuos mineros

(Castillo et al., 2021).

Bocamina: Es el espacio fisico por donde se hace el ingreso a una mina subterranea.
Es el limite entre el espacio exterior y el espacio interior donde se realizan las
actividades mineras. Sus caracteristicas estan en funcion del tamafio (ancho x alto)
que le dan facilidades para los accesos de los trabajadores, los equipos de transporte

para la extraccion del mineral y/o los camiones (Chavez, 2015).



Depdsito de relave: Es el area ocupada por los materiales (de grano fino) sin valor,
que se obtiene, como producto de los procesos de concentracion de minerales, estos
relaves se han dispuesto en forma de pulpa, eliminando el agua después de la

sedimentacion de los solidos (Chavez, 2015).

Chimenea: Es una perforacion vertical que se ejecuta en la roca y que tiene la
mision de comunicar a mas de una galeria en el interior de las minas subterraneas,
las que salen a superficie generalmente sirven para la ventilacion de la mina

(Chavez, 2015).

Desmonte de mina: Es el rea ocupada por los materiales extraidos del interior de
la mina o del area de explotacion a tajo abierto, que no contiene valores extraibles
0 que su extraccion no es econdémica, por lo que se han dispuesto en un lugar donde

no se realizan actividades de explotacion (Chavez, 2015).

Edificaciones e instalaciones: Son las construcciones como: planta concentradora,

laboratorios, campamentos, oficinas, talleres, almacenes, suministro de energia y

agua (Chavez, 2015).

Tajo abierto: Es la depresidn o cavidad dejado por la explotacion de minerales

desde la superficie del suelo (Chavez, 2015).
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2.3 Pasivos Ambientales Mineros en el Distrito de Palca

La presente investigacion analiza el pasivo ambiental minero ubicado en el
distrito de Palca, provincia de Tacna, Regidn Tacna, el cual esta situado entre los 2
000 a 4 500 m.s.n.m., teniendo como limites por el norte a la provincia de Tarata;
por el sur con los distritos de Pachia, Pocollay y Tacna; por el este, con las
Republicas de Chile y Bolivia; por el oeste con los distritos de Pachia y Tarata. El
distrito de Palca posee un clima templado y frigido; con una temperatura media

anual de 12°C a 16°C y minimo 7°C a - 5°C (Municipalidad Distrital de Palca, 2008).

2.3.1 Descripcion Geografica

Los pasivos ambientales ubicados en el distrito de Palca presentan en su
geografia abruptas quebradas y planicies altiplanicas, junto a una variada y singular
flora y fauna silvestre, ademas tienen como cuenca principal el rio Caplina (Ver
Figura 1).

Figura 2

Pasivo ambiental de estudio en el Distrito de Palca

Nota. Elaboracion propia.
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2.3.2 Ex Unidades Mineras

Las ex unidades mineras identificadas segun el anexo del inventario de
PAM, aprobado por Resolucion Ministerial N° 238-2020-MEM/DM tienen los
siguientes nombres: Junerata, Virgencita de las pefias, Chullancane, Canaura, San

Manuel, Ingenio, Quebrada Tocuco e Higuerani (ver Figura 3).

A. Ex Unidad Minera Chulluncane

Se ubica a 24 km aproximadamente del distrito de Palca en carretera
asfaltada y trocha carrozable hasta el cruce del denominado paradero “la portada”,
seguidamente camino de herradura por el lecho del rio a 4,5 km. debido a que el
acceso esta deteriorado (ver Anexo 4). Presenta pastoreo de animales camélidos a

50 m de los pasivos ambientales.
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Figura 3
Ubicacion de los pasivos ambientales del Distrito de Palca
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Nota. Adatada de Estudios especializados para los instrumentos técnicos
sustentatorios para el ordenamiento territorial, por Gerencia Regional de
Recursos Naturales y Gestion del Medio Ambiente (GRRNGMA), 2015,

Gobierno Regional de Tacna.

2.4 EIl Cianuro
Segun Shriver (1966, citado por Anning et al. (2019), indica que: “El
cianuro es un compuesto quimico formado por un atomo de carbono y un atomo de

nitrogeno, unidos por un triple enlace (C = N)™ ”. El cianuro de hidrégeno o acido
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cianhidrico (HCN) es incoloro o de color azul claro, existe como liquido o gas, con
un ligero aroma amargo, parecido a las almendras. Es un &cido débil con una masa
molecular relativa de 27,03 mol. El cianuro tiene una constante de disociacion (pka)
de 9,22 a una temperatura de 25 °C (p. 2).

Es muy peligroso y toxico, su toxicidad se debe a sus propiedades
fisicoquimicas (Gurbuz et al., 2009). Hay tres clases de compuestos de cianuro que
estan disponibles en la solucidon de aguas residuales después del proceso de
cianuracion; cianuro libre, complejos de cianuro débil y complejos de cianuro
fuertes (Botz et al., 2005).

El proceso de cianuracion ha sido, y sigue siendo, un proceso rentable y
altamente eficiente para la recuperacion de metales preciosos a partir de minerales
(Mekuto et al., 2016). La cianuracion utilizada para la extraccion de oro y otros
metales en las actividades mineras generan cantidades de desechos que contienen
cianuro (Gurbuz et al., 2009), éste a la vez requiere un tratamiento antes de ser
liberado al medio ambiente (Luque-Almagro et al., 2017).

Se necesita aproximadamente 1,0 kg de cianuro de sodio o0 potasio para
recuperar 1,5 g de oro (Sancho et al., 2007).

Los compuestos de cianuro son unicos debido a la presencia del grupo de
triple enlace de carbono-nitrégeno (C=N)" (Mahendran et al., 2019). El cianuro se
utiliza principalmente para el procesamiento de oro en las actividades mineras

(Akcil, 2003; Luque-almagro et al., 2011).
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El cianuro se utiliza ampliamente entre las diferentes industrias, tales como:
nylon, plastico, adhesivos, cosméticos, farmacos, sales de carretera (Akcil et al.,
2003; Huertas, 2006; Luque-almagro et al., 2011), industrias de hierro, acero,
pesticidas, drogas quimicas, revelado fotografico y galvanoplastia (Mahendran et
al., 2019), sin embargo, el humo ambiental del tabaco es la fuente méas comun de

cianuro (Jaszczak et al., 2017).

2.5 El pH en la Disociacion del Cianuro

Segun Mudder et al., (2001) menciona que: “Los cianuros libres se definen
como las formas de cianuro ionico y molecular liberados en una solucion acuosa
por la disolucion y disociacion (o ionizacion) de compuestos y complejos de
cianuro”. Por lo tanto, el término cianuro libre se limita a dos especies, el ion
cianuro (CN") y el acido cianhidrico o cianuro de hidrogeno (HCN). La proporcion
relativa de estas dos formas depende del pH del sistema (p. 7).

El &cido cianhidrico es un acido relativamente débil y su disociacion en

solucion acuosa en el anion cianuro se expresa mediante la siguiente ecuacion:

|HCN—>H*+CN'|

A cualquier pH y temperatura en particular, las cantidades relativas de cada
uno de estos dos compuestos de cianuro libres presentes en el equilibrio se pueden

determinar a partir de la siguiente expresion, donde los compuestos entre paréntesis
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son concentraciones molares y K es la constante de equilibrio (National Industrial

Chemicals Notification and Assessment Scheme (NICNAS), 2010):

H'JICN”
g - HIICN |

=2.03x107"",pKa =9.31(20°C)
[HCN]

El “cianuro libre” en el agua generalmente se considera como la suma de
cianuro presente como HCN y CN" (USEPA, 1980, como se citd por NICNAS,
2019). En la mayoria de las aguas naturales (pH de 6 a 8) predomina el HCN (Brix
et al., 2000 como se citd por NICNAS, 2019). A cualquier pH y temperatura en

particular, el sistema esta en equilibrio.

Ghosh (2005), citado por Anning et al. (2019) mencioné que: “la
disociacion del cianuro en agua depende del pH de esa solucion, es decir cuando el
pH es inferior a 9,3 el cianuro total existird como moléculas de cianuro de hidrogeno
(HCN); por el contrario, cuando el pH es superior a 10,2 el cianuro total existira

como anién cianuro (CN")” (Hagelstein, 1997, citado por Gurbuz et al., 2009).

Mudder et al. (2001) afirm0 lo siguiente:
El comportamiento del pH del cianuro es importante en los procesos de
extracciéon de oro-cianuro porque a un pH de 10,5 o mayor, la mayor parte del

cianuro libre en el agua sera el anion cianuro (CN").
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Dado que el contenido de HCN es bajo a este valor de pH, la capacidad de
pérdida de cianuro por volatilizacion es limitada. EI HCN molecular tiene un punto
de ebullicion bajo y una presion de vapor alta y puede perderse de la solucién,

particularmente donde hay una interfase agua/aire.

Desde un punto de vista practico, econémico o de seguridad, el pH de la
solucion debe ser superior a 10,0 para limitar la formacion y pérdida de HCN de los

sistemas acuosos (p. 8).

Perez & Higuera, (2008) también recalcaron que la velocidad de
volatilizacion depende de la concentracion de (HCN) en funcién de la
concentracion de cianuro total del pH (Figura 4), del area superficial, de la
profundidad de la solucion, la temperatura y de los fendbmenos de transporte
asociados con la mezcla. Por consiguiente, para minimizar la pérdida de cianuro, se

debe en lo posible mantener el pH por encima de 10,0.
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Figura 4

Formacion de cianuro libre.
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Nota. Formacion de cianuro de hidrégeno (HCN) y cianuro libre
(CN-) en soluciones acuosas en funcién del pH. Adaptada de
Comportamiento electroquimico del cianuro (p. 66), por Pérez,
Julio; Higuera, Oscar, 2008, Revista Cientifica Ingenieria y
Desarrollo 24(24)

Las sales inorganicas simples o los cianuros de metales alcalinos mas
comunes como, el cianuro de sodio y potasio (NaCN y KCN) pueden perderse de
las aguas superficiales principalmente a través de la volatilizacién, mientras que los
cianuros de metales poco solubles (cobre, niquel y zinc) se eliminan del agua
predominantemente por sedimentacion y biodegradacion (USEPA (1992), citado

por Gurbuz et al., 2009).

18



En determinadas condiciones alcalinas el cianuro puede persistir al menos
un siglo en el agua subterranea, los relaves de las minas y en los montones de
lixiviacién abandonados (Eisler & Wiemeyer, 2004). El cianuro puede estar en
diferentes estados: sélido, liquido y gaseoso (Figura 5), se originan por actividades
naturales y antropogénicas, siendo altamente tdxica, cancerigena y mutagénica

(Kumar et al., 2016).

Figura 5

Especiacion del cianuro en fase sélida, liquida y gaseosa

| CIANURO EN DIFERENTES FASES |
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l
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Nota. Adaptada de Remediation of cyanide-contaminated environments through
microbes and plants: a review of current knowledge and future perspectives (p.
3), por Kumar, Saha, Dhaka, Kurade, 2016, Geosystem Engineering.

La volatilidad del gas HCN en los suelos tiene tres destinos posibles

(Chatwin et al., 1987, citado por NICNAS, 2019):
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- Volatilizacion de HCN a la superficie y luego a la atmosfera.
- Biodegradacion y metabolismo por microorganismos.
- Reacciones con los constituyentes del suelo en el subsuelo,

particularmente cuando el contenido de humedad del suelo es bajo.

Es poco probable que la volatilizacion de las aguas subterraneas sea un
proceso importante de transformacion. EI HCN es mas liviano que el aire y se eleva
desde las superficies, por lo tanto, el cianuro llega al medio ambiente a través de
dos rutas principales: fuente natural y fuente antropogénica (Frakes et al., 1985) y
no se espera que el HCN volatilizado se acumule en el ambiente externo, su

inflamabilidad no es una preocupacién ambiental.

2.6 Fuentes Naturales de Cianuro
2.6.1 Aire

El cianuro esta disponible en la atmodsfera como gas traza y forma parte
integral del aire que respiramos, entra a la atmosfera como consecuencia de los
procesos industriales, incendios forestales, casas; el HCN™ se produce durante la
combustion de combustibles en motores de autos como resultado de la reduccion
catalitica de 6xido de nitrogeno (NO-) y de la combustion de polimeros sintéticos,

lanay seda (Karlsson, 2004).
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Aunque el cianuro libre no es persistente en el medio ambiente, este
reacciona con componentes quimicos que estan presentes en el ambiente
contaminado para formar una variedad de complejos, que bajo ciertas condiciones
ambientales se disocian para formar cianuro libre [CN], el cual es altamente toxico

(Mekuto et al., 2016).

Bolstad et al. (2010) tambien mencionaron que, en el aire, los iones de
cianuro estan presentes como cianuro de hidrégeno (HCN), los mineros, los
bomberos y los trabajadores de las industrias metaldrgicas quimicas y galvanicas
estan expuestos en gran medida al envenenamiento por éste. Cuando el pH de la
solucion esta cerca del 10,5 se puede evitar la volatilizacion, limitando el riesgo de
que los trabajadores inhalen grandes concentraciones de gas HCN en un espacio

confinado (Logsdon et al., 2001).

2.6.2. Agua

Puede ser contaminado a traves de descargas de desechos de fabrica y
trasladados hacia los campos y areas urbanas. Sus componentes de aguas residuales,
estan presentes en los efluentes de los procesos de galvanoplastia, extraccion de
oro, plata, produccion de medicamentos y plastico (Barclay et al., 1998).

La contaminacién por cianuro en rios, lagos y mares pueden causar dafios

permanentes a algunas especies; los estudios toxicoldgicos han indicado que la
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exposicion a corto plazo a altos niveles de cianuro pueden dafiar el sistema nervioso,

respiratorio y cardiovascular de los animales (Gurbuz et al., 2009).

2.6.3. Suelo

El cianuro esta presente en mas de 2 000 especies de plantas, las cuales en
su mayoria liberan una minima cantidad de cianuro. Jaszczak et al., (2017) nos
menciona que el glucésido cianogénico mas comun es la amigdalina y se puede
encontrar en semillas, pepitas, granos de frutas como manzanas, duraznos, brotes
de bambu, almendras, cerezas, ciruelas, albaricogues, sorgo y en la yuca (Manihot
esculenta) como tapioca, mandioca. En el corazon de la almendra amarga hay

aproximadamente 1 mg de HCN en forma de amigdalina (Logsdon et al., 2001).

La amigdalina, linamarina, prunasina, durrina, lotaustralina y taxifilina son
algunos de los compuestos glucosidos cianogénicos identificados en especies
vegetales (Guy et al., 1989). La razon de las intoxicaciones por cianuro es a
consecuencia del consumo de alimentos con glucésidos cianogénicos en las plantas,
ver Tabla 2.

El nivel de toxina depende de las condiciones de crecimiento como el clima
y las partes consumidas de la planta. Una causa comun de intoxicacion por cianuro
es el consumo inconsciente de grandes cantidades de alimentos mal procesados,

como la yuca (Jaszczak et al., 2017).
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Gupta et al., (2010) hace mencién que los cultivos producen glucésidos
cianogénicos durante condiciones de estrés o cuando los tejidos vegetales estan
dafiados, estos se liberan como fuente de nitrégeno. Levin (1976), citado por
Anning et al. (2019) mencioné que algunas plantas producen HCN como
mecanismo de defensa contra las hierbas y toman un sabor desagradable, de esa

manera ahuyentan a los depredadores a no comérselas.

Tabla 2

Concentracion de cianuro en plantas

Especies de plantas Concentracion (mg/kg?)
Hojas 377 - 500
Yuca
Raices 138
(variedades
Raices secas 46 - <100
dulces)
Puré 81
Punta de bambd Max. 8 000
Poroto blanco (judia) (Birmania) 2100
Almendra (amarga) 280-2 500
Sorgo (planta joven, entera) Max. 2 500

Nota. Adaptado de Determination and detoxification of cyanide in gold

mine tailings: A review (p. 4), por Anning et al. (11).

El cianuro en el suelo, con elementos metalicos, forma compuestos de

cianuro estables que son menos toxicos. Aunque la flora microbiana contribuye a

23



la degradacion del cianuro, éste libera de manera gradual el cianuro libre durante

periodos prolongados (Mekuto, et al., 2016).

2.7 Fuentes Antropogénicas de Cianuro

La presencia de iones de cianuro en el suelo es causada por manifestaciones
antropogénicas como la industria galvanica y metalurgica. Su toxicidad es baja,
pero debido a la luz se convierten en cianuros libres altamente toxicos y volatiles.
Sin luz, este proceso es muy lento (Meussen et al. 1995).

La quema de biomasa también contribuye a la disponibilidad de cianuro en
el medio ambiente (Holzinger et al., 1999). Otras fuentes antropogénicas de cianuro
son los gases de escape de los vehiculos; algunos productos agricolas como
pesticidas, herbicidas, insecticidas y fertilizantes.

La acumulacion de aguas residuales que contienen cianuro en el medio
ambiente, se convierte en un riesgo potencial para los ecosistemas (Luque-Almagro
etal., 2017).

Algunas industrias mineras liberan miles de aguas residuales tdxicas que
ademas de cianuro, contienen arsénico, plomo, mercurio, cadmio, cromo y acido
sulfurico (Luque-almagro et al., 2011).

El Consejo Internacional de Mineria y Metales (ICMM) ha aplicado cddigos

de practicas que obligan a las industrias a implementar précticas alternativas de
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gestion de desechos a fin de minimizar la contaminacién ambiental por tales
industrias (Gibbons, 2005; Akcil, 2010).

En consecuencia, Estados Unidos ha sugerido que las industrias mineras
deberian reducir las concentraciones de cianuro libre presentes en las aguas
residuales a < 0,1 mg / L antes de su descarga (Donato et al., 2008).

En el Peru para las actividades Minero-Metalurgicas, el Limite Maximo
permisible para la descarga de Cianuro total como efluente liquido en cualquier
momento es de 1 mg/L y 0,8 mg/L por promedio anual (Ministerio del Ambiente,

2010).

2.7.1 Estandares de Calidad Ambiental
El Ministerio del Ambiente (2017), con D. S. N°007-2017-MINAM, en el

articulo 3 indica los siguientes valores estandares:

A. Estandares de Calidad Ambiental (ECA, 2017) para el Agua:
Categoria 1: Poblacional y recreacional.

Subcategoria A: Aguas superficiales destinadas a la produccién de agua
potable, Cianuro Libre: 0,2 mg/L pueden ser potabilizadas con tratamiento
convencional y con tratamiento avanzado.

Subcategoria B: Aguas superficiales destinadas para recreacion,

Cianuro Libre: 0,022 mg/L contacto primario y secundario.
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Categoria 2: Extraccioén, cultivo y otras actividades marino costeras y
continentales.
= Cianuro Wad: 0,004 mg/L, para extraccion, cultivo y otras actividades

marino costeras y continentales

Categoria 3: Riego de vegetales y bebida de animales

= Cianuro Wad: 0,1 mg/L para riego restringido y bebida de animales.

Categoria 4: Conservacion del ambiente acuatico

= Cianuro libre: 0,0052 mg/L
El Ministerio del Ambiente (2017), con D. S. N° 011-2017-MINAM, en
el articulo 1, Aprueban los Estandares de Calidad Ambiental para el

Suelo

B. Estandares de Calidad Ambiental (ECA, 2017) para Suelo

Suelo Agricola:

= Cianuro libre: 0,9 mg/Kg.

Suelo Residencial/Parques:

= Cianuro libre: 0,9 mg/Kg.
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Suelo Comercial / Industrial Extractivo (actividades mineras,
hidrocarburos, entre otros):

= Cianuro libre: 8 mg/Kg.

La naturaleza toxica del cianuro ha obligado a muchos paises e instituciones
a establecer un limite permisible de concentracion de cianuro dentro de los

diferentes medios que se encuentran en el ecosistema (Anning et al., 2019).

2.8 Intoxicacion por Cianuro

El cianuro se conoce tradicionalmente como un veneno y se ha utilizado en
homicidios masivos y como arma de guerra (Hall et al., 2007; Hamel, 2011).

La dosis letal estimada para un humano adulto es de 1,5 mg CN/kg de peso
corporal. Los sintomas de envenenamiento severo por inhalacion se observan a
partir de 53 mg de HCN, mientras que la dosis letal ingerida con los alimentos es
de aproximadamente 200-300 mg. (Oluwole et al.,, 2003). La exposicion
prolongada al cianuro puede provocar debilidad corporal y diversas enfermedades
como hipotiroidismo, dafio renal y abortos espontaneos.

La presencia del ion cianuro en el cuerpo inhibe la absorcion de oxigeno de
la célula, esto resulta en hipoxia, lo cual permite la acumulacién de acido lactico

dentro de la misma. Esto ocurre cuando el cianuro se combina con el citocromo ¢
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oxidasa para evitar que reaccionen las enzimas, seguidamente la respiracion celular
ya no tiene lugar (Cleven et al., 2000).

El cianuro causa hipoxia intracelular al unirse reversiblemente a la
citocromo oxidasa a3 mitocondrial (Hamel, 2011).

El cianuro puede ser una sal, un liquido o un gas, una vez que ingresa al
torrente sanguineo reacciona rapidamente con metales como los iones férricos,
uniéndose y deteniendo cascadas enzimaticas criticas, 1o que lleva a un deterioro

del Sistema Nervioso Central y cardiovascular (Hall et al., 2007).

2.9 Metabolismo del Cianuro en un Organismo Vivo

El componente organico del cianuro es la base de toda la vida, porque forma
la base de los amino&cidos (Wong et al., 2005).

La vitamina B12, un medicamento contra la anemia es una sustancia
quimica natural con cierto nivel de cianuro. El cianuro se adhiere en la vitamina
B12 para evitar que el cuerpo se exponga a efectos dafiinos (Makuc et al., 1991).

Los medicamentos contra el cancer y la presion arterial alta también se
producen a partir del cianuro y compuestos relacionados con el mismo (Kuyucak y
Akcil, 2013).

La pterina es uno de los cofactores para la degradacion del cianuro
(Mahendran et al., 2019). Las pterinas se informaron por primera vez en las

cianobacterias (Raemakers et al., 1991). Identificaron propionilpterina aislada de
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Bacillus subtilis y derivados de biopterina de Bacillus pumilus (Mahendran et al.,
2018).

El compuesto de pterina mas conocido es el acido fdlico, comUnmente
conocido como vitamina B9. El &cido fdlico tiene un papel importante en el
metabolismo de un carbono, como la formacion de amino&cidos y acido nucleico
porque lleva un grupo metilo activado en N5 que puede transferirse al sustrato

(Mahendran et al., 2019).

2.10 Tratamiento Quimico del Cianuro

Los procesos de oxidacion quimica mas conocidos para el tratamiento del
cianuro incluyen el proceso con SO2/Aire (desarrollado por la compafiia minera
canadiense INCO) y el proceso de tratamiento con H2O; (perdxido de hidrdgeno)
iniciado por la empresa minera Degussa (Goémez Leiva, 2012). El proceso de
cloracion alcalina es la oxidacion quimica mas antigua, se utiliza rara vez en la
industria minera en la actualidad. En la Tabla 3 se hace un resumen de dichos
métodos indicando ventajas e inconvenientes mas relevantes (Akcil et al., 2003;
Gupta et al., 2010; Gémez Leiva, 2012; Mekuto et al., 2016).

Para un uso seguro, los reactivos de cianuro deben disolverse en soluciones
alcalinas para evitar la volatilizacion del mismo (Luque-Almagro et al., 2011).

Estas técnicas solo son efectivas para cianuros libres (HCN, CN™) y cianuros

que estan débilmente unidos a metales. Los cianuros que estan fuertemente unidos
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o forman complejos con metales no pueden tratarse con estos métodos. Todos estos

métodos se basan en la recuperacion de cianuro por acidificacion y/o destruccién

por oxidacion quimica (Akcil, 2003).

Tabla 3

Ventajas y desventajas de los métodos de tratamiento con cianuro

Meétodo de

tratamiento

Objetivo

Ventajas

Desventajas

Oxidacion de CN-

*La reaccién es exotérmica a

altas  concentraciones  de
cianuro, pueden  producir
combinaciones gaseosas

téxicas.

*CNSAD, amoniaco y cloruros

Cloracion en dos etapas: De fécil manipulacion y no se eliminan.
alcalina CN'— CNO control de dosificacion *Agrega metales peligrosos al
CNO— CO.+NO; agua.

*Un control deficiente del
proceso conduce a productos
intermedios toxicos.

*Reacciona preferentemente con
SCN.

CN+03(aq)— Adicionalmente el ozono *Incapaz de tratar CNSAD vy
Ozonizacién OCN+0O2(aq) oxida fenoles y croméforos y amoniaco.
3CN+03(aq)— los transforma en sustancias ~ *Mal desempefio del
30CN- no toxicas e incoloras. tratamiento.
*Incapaz de tratar SCN vy
Peroxido de Oxidacion de Simple de operar. Alta amoniaco.
hidrégeno cianuros a cianatos eficiencia *Acumulacion  excesiva de
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Método de

) Objetivo Ventajas Desventajas
tratamiento

*Reactivo caro.

*Requiere la eliminacién del
catalizador después de
completar el proceso.

Proceso de AVR *Proceso muy costoso.
(proceso de *El gas HCN podria escapar y
acidificacion- - Proceso altamente eficiente causar situaciones que pongan
volatilizacion- en peligro la vida.
reneutralizacion) *Problemas de manejo de lodos.
SART (proceso *Altas  recuperaciones de *Dificultades con el
de sulfuracion- cianuro dimensionamiento de equipos de
acidificacion- - *Recupera cianuro de CNwap  separacion solido-liquido.
reciclaje- *El cianuro se puede regenerar *Uso de productos quimicos
espesamiento) *Viable econdmicamente peligrosos.
*Proceso altamente eficiente.
*Seguro, el escape de HCN
esta restringido
GFMA (proceso . . L .
. *Aplicado en aguas residuales *Eficiencia  reducida  con
de absorcion de ) ) ) )
- cianuradas de diferentes  soluciones que contienen
membranas ) ) .
industrias. s6lidos (N50 mg/L).
llenas de gas) .
*No se producen metabolitos
secundarios.
*Qperacion simple.
o ) *El uso de reactivos requiere
*Uso econdmico de reactivos. ] .
. ] pagos de licencia.
. *Tasas de degradacion mas
Dioxido de . *El proceso agrega sulfatos al
- rapidas.
azufre ) ) agua tratada.
*Eficaz en el tratamiento de . ]
*Acumulacion  excesiva de
lodos. .
precipitado.
o H2SO,+CN"— Tasas de degradacion mas ]
Acido de caro . *Reactivos caros
OCN™+,H* rapidas
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Método de

) Objetivo
tratamiento

Ventajas

Desventajas

Formacion de un
complejo que es
Sulfato ferroso o
eliminado en

forma de lodo

Oxidacion Oxidacion de

electrolitica cianuros a cianatos

*Bajo costo de operacion.

*La solucion de sulfato ferroso
proviene del bafio agotado de
decapado.

*Fé&cil manipulacion y control
de dosificacion.

*Meétodo eficiente que reduce
el cianuro por debajo de
1ppm.

*No requiere el uso de

reactivos quimicos.

*Problemas de acumulacién de
lodos

*Formacion de gran cantidad de
lodos.

*Efluente de color azul.

*El ferrocianuro se descompone
en cianuro libre en presencia

de luz solar.

*Elevado costo de tratamiento.
*Aplicable a volimenes de

aguas menores de 100L.

Nota. Adaptado de An integrated biological approach for treatment of cyanidation

wastewater (p. 5), por Mekuto, L., Ntwampe, S. K. O., & Akcil, A., 2016, Science of

the Total Environment.

2.11 Degradacion Bioldgica de Cianuro por Microorganismos

A pesar de la toxicidad del cianuro, muchos organismos, incluyendo

bacterias, hongos, plantas y ciertos animales, sintetizan cianuro, como un

mecanismo de defensa (organismos ciandgenos), y algunos microorganismos

pueden asimilar el cianuro, como fuente de nitrogeno para su crecimiento

(organismos cianotréficos) (Luque et al., 2016).
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Gupta et al., (2010) y Luque et al., (2016) sostienen que la degradacion
microbiana del cianuro produce fuentes de carbono y nitrégeno. Alrededor de 3 000
especies de plantas, animales, microbios y hongos contienen cianuro. Hay muchos
factores que afectan la degradacién de este compuesto, como la disponibilidad de
nutrientes, la aireacion, la toxicidad del cianuro y la existencia de otros
contaminantes. El uso del sistema microbiano produce compuestos Utiles y ayuda a

eliminar la toxicidad en la mayoria de los procesos industriales.

Durante los ultimos veinte afios, la aplicacion de especies microbianas en
forma de bacterias, hongos, protozoos, algas y levaduras han ganado una atencion
considerable debido a la robustez y el respeto al medio ambiente durante el proceso
de biodegradacion (Mekuto et al., 2016). Akcil et al., (2003) sostiene que aquel
proceso para la eliminacién de cianuros es mejor que los meétodos fisicos y
quimicos.

La transformacion bioldgica implica la degradacion y asimilacion de
cianuro en forma de aminoacidos, tiocianato, cianoanalina y vitaminas por los
microorganismos Yy las plantas.

La Compafia minera Homestake ha demostrado ser el lider en el desarrollo
e implementacidn de sistemas de tratamiento bioldgico para la destruccion de las

aguas residuales de cianuro (Mudder et al., 2001; Stott et al., 2001).
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Van Buuren et al., (2011), mencionaron que Gold Fields Limited ha
desarrollado una planta piloto que trata las aguas residuales que contienen
tiocianato a traves del proceso de remediacion de efluentes de lodos activados
(ASTER ™) con el objetivo general de reciclar el agua de proceso al Proceso
BIOX®. Sin embargo, este proceso se limita a la destruccion de tiocianato y se basa
en métodos quimicos para remediar los contaminantes restantes. Otra empresa, ICI
Bioproducts, desintoxica el cianuro con la cepa del hongo Fusarium lateritium

(Mudder et al., 2001).

En Colombia, Montoya (2001) realiz6 una propuesta de detoxificacion de
ambientes mineros mediante métodos quimicos y bioldgicos, considerando
concentraciones de NaCN de hasta 700 ppm.

Estas aplicaciones industriales demuestran que los procesos bioldgicos son
sostenibles y economicamente viables, pueden operarse por periodos mas largos ya
que las especies microbianas son adaptables y pueden ser manipuladas para
adaptarse a diferentes condiciones y ambientes permitiendo asi la absorcion, el
tratamiento, la sorcion y/o la precipitacion de tiocianato, cianuro, amoniaco,

metales pesados y sulfatos, ver Tabla 4 (Mekuto et al., 2016).
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Tabla 4

Especies microbianas degradadoras de cianuro (parte 1)

Microorganismo Operacion  Fuente-C Fuente-N Productos T((ing;). pH Referencias
Pseudomonas sp. Batch Suero CNwabp NHa, CO2 30 9,2-11,4 Alz;g Oe;)al.
. . Batch/fed- Caldo Meyers et al.
Bacillus pumilus C1 batch nutritivo NaCN - 25 10,5 (1991)
. . K2Ni(CN)a, NHa, Barclay et al.
F | Batch | 2 7
usarium solani atc Glucosa KCN HCOOH 5 0 (1998)
Scenedesmus obliquus Batch NaCN NaCN NHas, CO2 - 10,3 Guzl;léég)t al,
. . Glucosa, KCN, KSCN, NHs, Adjei and
Burkholderia cepacia C-3 Batch fructosa nitrilos HCOOH 30 10 Ohta (1999)
Azotobacter vinelandii Continuo  Mandioca NaCN NH3, CH4 30 77-8,5 Kaewkannetra
et al. (2009)
Klebsiella oxytoca Batch Glucosa CN, SCN NHa, CH4 30 7,0 Kéooggl'
Pseudomonas fluorescens Batch Glucosa Fe(CN)e NHs, CO2 25 5,0 Duzt;r;;; al,
Trametes versicolor Batch Citrato KCN NHs, CO2 30 10,5 Ca?;gozt)al.
_ - Ezzi and
Trichoderma ssp. Batch Glucosa CN NHas, CO2 25 6,5 Lynch (2005)
Residuo
. . . . NHa, Santos et al.
Aspergillus awamori Continuo de? Cltr_us KCN HCOOH 40 8,84 (2013)
sinensis
. . NHg4, COg, Stott et al.
Thiobacillus sp. Batch CO2 SCN SO, 20-40 6-9,3 (2001)
. Ahn et al.
Kl lla sp. Batch N N NH 7
ebsiella sp atc SC SC 4, SOq4, 38 0 (2005)
Glucosa,
fructosa, NH3, COz, Stott et al.
Halomonas sp Batch O, SCN S0, 20-40 6-9,3 (2001)
acetato
Pseudomonas Batch  Acetato NaCN NHy, CO, 30 95100 uerasetal
pseudoalcaligenes (2010)
NHa, Maniyam et
Rhodococcus sp. Batch KCN KCN HCOOH 30 al. (2013)
. NHa, .
P tut Lactat K ko et
seudomonas stu z_erl, Batch actato, KCN. KSCN S0 28-30 9.0-9.2 aravaiko e
Pseudomonas putida sacarosa O, al. (2000)
Fusarium oxysporum . Caldo NHa, Campos et al.
CCMI 876 Continuo . - mpek CN HcooH Y 80 (2006)
Halothiobacillus, Sorokin et al.
Halophilus/hydrothermalis Batch SCN SCN B 35 7.0-80 (2014)
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Temp.

Microorganismo Operacion  Fuente-C Fuente-N Productos C) pH Referencias
Patil and
Pseudomonas sp. Continuo Glucosa [Cu(CN)4)> - 35 7,5 Paknikar
(1999)
Pseudomonas aeruginosa NHa, Mekuto et al.
STK 03 Batch Mollas SCN, KCN SO 30 8,5-10,0 (2016)
. . Silva-Avalos
P Batch | K>[Ni(CN NH 7
seudomonas putida atc Glucosa 2[Ni(CN)4] 4,CO2 30 0 etal. (1990)
. . NHa, Kwon et al.
Acremonium strictum Batch SCN SCN SO 25 - (20022)
. . NHa, Kwon et al.
Cryptococcus humicolus Batch Glucosa K2[Ni(CN)4] HCOOH 25 — (2002b)
Methylobacterium NH3, CO2, Wood et al.
thiocyanatum Batch Glucosa SCN KOH 30 B (1998)
Chaudhari
Klebsiella pneumoniae Batch Glucosa SCN NHa, SO42 37 6,0 and Kodam
(2010)
. . . NHs, Katayama et
Thiobacillus thioparus Batch CO2 SCN COSt 30-40 7,0 al. (1992)
. . . Boucabeille et
2
Acinetobacter johnsonii Batch SCN NHa, SO4 28 7,6 al. (199)
. Katayama et
Paracoccus thiocyanatus - SCN SCN - 30-37 7,5-8,0 al. (1995)
Burkholderia ) Vuetal.
phytofirmans Batch Acetato SCN NHg4, SO« 25 6,5 (2013)
Micractinium sp. Batch NaHCOs SCN NHa, SO42 - 8.2 Ryuetal.
(2015)
Thiohalobacter Batch  NaHCOs SCN COS,NH; 30 7375 Sorokinetal.
thiocyanaticus (2010)
Thialkalivibrio, Sorokin et al.
Thiocyanodenitrificans Batch NaHCO: SCN COS, NHs 30 99 (2004)
Thiohalophilus Bezsudnova
thiocyanoxidans Batch NaHCOs3 SCN COS, NH3 37 75 et al. (2007)

Nota. 2 COS - sulfuro de carbonilo. Adaptado de An integrated biological approach for treatment

of cyanidation wastewater (p. 7), por Mekuto, L., Ntwampe, S. K. O., & Akcil, A., 2016, Science

of the Total Environment.

Algunos microorganismos pueden degradar el cianuro en condiciones

neutras o acidas, pueden sobrevivir en presencia de cianuro alcalino, otros son

capaces de degradarlo hasta cierto punto. Muchos microorganismos tienen sistemas
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y vias enzimaticas unicas que utilizan para degradar el cianuro, mientras que otros
microbios lo utilizan como fuente de carbono o nitrdgeno. La enzima hidratasa
fangica convierte irreversiblemente el cianuro en formamida, que a su vez se
degrada para formar didxido de carbono y amoniaco Trametes versicolor,

Phanerochaete chrysosporium y Pleurotus (Mahendran et al., 2019).

Segln Kunz et al., (1992) las bacterias como Pseudomonas fluorescens
utilizan esta via. En las investigaciones de Cobos et al., (2015) se descubrié que
Pseudomonas pseudoalcaligenes CECT5344 desintoxica aguas residuales
industriales, no solo las que contienen cianuro libre (CN-), sino también

cianoderivados, como cianato, nitrilos y complejos metal-cianuro.

Las bacterias que contienen cianuro son Chromobacterium violaceum y
especies de Pseudomonas, P. fluorescens, P. putida, P. aeruginosa, Bacillus, B.
pumilus, Acinetobacter y Burkholderia (Luque-Almagro et al., 2005; Restrepo et
al., 2006; Fairbrother et al., 2009; Khamar et al., 2015;). En general, las bacterias
producen cianuro de hidrégeno durante la etapa de transicion del crecimiento y en
los hongos cuando los cuerpos fructiferos se forman bajo las condiciones de dafio
y estrés. Este es un mecanismo para proporcionar una fuente de carbono y nitrogeno

en condiciones de estreés (Ezzi & Lynch, 2005).
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Dorr & Knowles (1989), aislaron cepas bacterianas que pueden degradar el
cianuro y generar amoniaco, por ejemplo, P. fluorescens NCIMB 11746 convierte
el cianuro en amoniaco y dioxido de carbono a traves del sistema de cianuro
oxigenasa ligado a NADH. Chapatwala et al., (1998), demostraron que las células
inmovilizadas de P. putida utilizaron el cianuro, el cianato y el tiocianato y los
convirtieron en amoniaco y diéxido de carbono. Se detectaron agar, alginato y

carragenano como matrices encapsulantes para P. putida.

Chaudhari & Kodam (2010), informaron que Klebsiella pneumoniae pudo
degradar el decahidrato de ferrocianuro de sodio, el cianuro de potasio y el trihidrato
de hexa cianoferrato de potasio (1) con eficiencias entre 85,0 y 87,5%. En
diferentes concentraciones, esta cepa desintoxica el cianuro de potasio en presencia
de magnesio, niquel, cobalto, hierro, cromo, arsénico y zinc. El cultivo bacteriano
de K. pneumoniae y Ralstonia sp se aislaron del sitio de eliminacion de desechos

industriales de galvanoplastia y se observo que degradaban el tiocianato.

Kao et al., (2003), informaron que K. oxytoca contenida en los desechos
industriales biodegradan el cianuro a productos finales no toxicos. Uno de los
productos finales de la biodegradacion del cianuro por las células concentradas en
reposo fue el amoniaco. La cepa C-3 de Burkholderia cepacia aislada del suelo

utiliza cianuro como fuente de nitrégeno para su crecimiento (Adjei et al., 2000).
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Un método de enriquecimiento aislé la bacteria formadora de endosporas

Bacillus pumilus e informé que poseia la capacidad de degradar el cianuro (Ezzi et

al., 2005).

Azotobacter chroococcum NCIMB8003 es una bacteria fijadora de N2 que

puede reducir el cianuro a amoniaco por la nitrogenasa (Meghan, 1968).

La bacteria Chromobacterium violaceum puede convertir el cianuro en -

cianoalanina por la B-alanina sintasa (Macadam & Knowles, 1984).

Fry & Millar (1972), mostraron que las bacterias no cianogénicas como

Stemphylium loti y otros patogenos fungicos de las plantas cianogénicas también

pueden convertir el cianuro en formamida en presencia de cianurohidratasa, ver

Tabla 5.

Tabla 5

Especies microbianas degradadoras de cianuro (parte 2)

Microorganismos

Cianuro

Referencia

Pseudomonas sp.
Pseudomonas putida
Klebsiella pneumoniae
Klebsiella pneumoniae,
Ralstonia spp.
Fusarium solani
Thiobacillus thioparus

Agrobacterium tumefaciens

Trichoderma
Chromobacterium violaceum
Stemphylium loti

Cianuro
El cianuro de sodio
Cianuro de potasio

Tiocianato

Cianuro de hidrégeno
Tiocianato

Cianuro

Cianuro
Cianuro
Cianuro de hidrégeno

39

Luque-Almagro et al.
Chapatwala et al.
Nermin Hande y Bilkay

Chaudhari y Kodam

Alain Dumestre et al.
Yoko Katayama et al.
Potivichayanon y Kitleart-
Kitleartpornpairoat
Ezzi, James
Macadam et al.

Fry, Millar



Microorganismos Cianuro Referencia
Alcaligenes xylosoxidans Cianuro Ingvorsen et al.
Trametes versicolor Cianuro Cabuk et al.
Pseudomonas fluorescens Cianuro Rubi et al.
Scenedesmus oblicuo Cianuro Gurbuz et al.
Pseudomonas stutzeri Cianuro de potasio Watanabe et al.
Escherichia coli Cianuro de potasio Figueira et al.
Pseudomonas aeruginosa Cianuro Cipollone et al.
Klebsiella oxytoca Cianuro de potasio Kao et al.
Gloeocercospora sorghi Cianuro de hidrogeno Wang et al.

Pseudomonas
pseudoalcaligenes
Bacillus megaterium
Bacillus pumilus

Bacillus stearothermophilus

NCA 1503

Pseudomonas putida
Pseudomonas acidovorans
Bacteria Mixed Cultures

Azotobacter vinelandii TISTR

1094

Citrobacter spp. y
Pseudomonas spp
Fermentative bacill and
methogenic bacteria
Proteobacteria
Acremonium strictum
Fusarium oxysporum
Rhodococcus

Serratia marcescens
Schizophyllum comuna,
Polyporus arcularius,
Ganoderma lucidum

Cianuro

Cianuro de potasio
El cianuro de sodio

NACN; y NaHSO3

El cianuro de sodio
Cianuro de potasio
Cianuro

Cianuro

El cobre y cianuro de
cinc
Cianuro
Tiocianato
Tiocianato
Cianuro y formamida

Cianuro de potasio
Cianuro de potasio

Cianuro

Huertas et al.

Castric y Strobel
Mahendran et al.

Atkinson

Babu et al.
Shivaraman y parhad
Blanco y Schnabel

Kaewkannetra et al.
Patil y paknikar

Paixao et al.

Sorokin et al.
Kwon et al.
Campos et al.
Maegala et al.
Karamba et al.

Ozel et al.

Nota. Adaptado de Microbial (Enzymatic) Degradation of Cyanide to Produce
Pterins as Cofactors. (p. 580), por Mahendran, R., Bs, S., Thandeeswaran, M.,
KG, K., Vijayasarathy, M., Angayarkanni, J., & Muthusamy, G., 2019, Current
Microbiology, 77(4).
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Gupta et al., (2010) muestra como P. fluorescens utiliza el cianuro como
fuente de nitrogeno y lo convierte en dioxido de carbono y amoniaco, el compuesto
de amoniaco a satisfecho el requerimiento de nitrogeno de la bacteria (ver Figura
6).

Figura 6

Degradacion de cianuro en Pseudomonas fluorescens

Nota. Degradacion de cianuro en presencia de cofactores, pterina, y
NADH. Las bacterias que utilizan cianuro producen amoniaco y diéxido
de carbono. Adaptado de “Microbial (Enzymatic) Degradation of Cyanide
to Produce Pterins as Cofactors.” (p. 13), por Gupta, Mahendran, R., Bs,
S., Thandeeswaran, M., KG, K., Vijayasarathy, M., Angayarkanni, J., &
Muthusamy, G., 2019, Current Microbiology, 77(4).

2.11.1 Hongos
Hongos como Trichoderma sp. y Actinobacteria sp. se utilizan para

producir y metabolizar cianuro (Barclay, Hart et al., 1998; Barclay, Tettetal., 1998)
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Ozel et al., (2010) reportaron a hongos como Schizophyllum commune,
Polyporus  arcularius, Ganoderma  applanatum, Pleurotus  eryngii,
Clavariadelphus truncatus, Cerrena unicolor, Trametes versicolor, Ganoderma

lucidum y Schizophyllum commune, degradadores de cianuro.

En varias especies de hongos, el micelio (tejido) seco puede degradar el
cianuro y se vende comercialmente para desintoxicar el cianuro en los desechos

industriales (Ozel et al., 2010).

2.12 Rutas Metabolicas

Las vias a utilizar dependen de varios factores, como la disponibilidad de
oxigeno, el nivel de pH, las concentraciones de cianuro, la biodisponibilidad de
cianuro, la temperatura, fuente de carbono, y su solubilidad en el sistema de agua
del suelo (Aroinstein et al., 1994; Mekuto et al., 2016).

- Ruta hidrolitica.

- Ruta oxidativa.

- Ruta reductiva.

- Ruta de sustitucion / transferencia.

- Ruta sintasa.

Las primeras tres vias son vias de degradacién, en las que las enzimas

catalizan la conversidn de cianuros en moléculas organicas o inorganicas simples y
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se convierten posteriormente en amoniaco, metano, CO3, acido férmico y acido
carboxilico. Las dos ultimas vias son para la asimilacion de cianuro en el microbio

como fuente de nitrogeno y carbono (Baxter et al., 2006).

Todas estas vias dependen del mecanismo de tolerancia del cianuro en los
microbios y del proceso que utiliza para disociar los complejos de cianuro metalico

0 para metales quelantes (Barclay et al., 1998).

2.12.1 Ruta Hidrolitica
La via hidrolitica de degradacion de cianuro es catalizada por cinco enzimas
presentes en el sistema microbiano: (i) cianuro hidratasa, (ii) nitrilo hidratasa, (iii)

vias de carbonilo (tiocianato hidrolasa), (iv) nitrilasa y (v) cianidasa.

Las primeras tres enzimas tienen un sustrato especifico, directamente
hidrolizan y adhieren el triple enlace carbono-nitrégeno para formar formamida, y
las dos ultimas lo convierten en amoniaco y acido carboxilico las cuales se utilizan

en su actividad metabdlica (Ver Tabla 6, 7, 8 y 9) (Gupta et al., 2010).
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Tabla 6

Caracteristicas de cianuro hidratasa de diferentes microorganismos

Propiedades de nitrilo hidratasas

Utiliza CN e
como Especifici
Microorganismos Optimo Km dad del
fuente de
S sustrato
nitrégeno
pH Concentracion T(C)
15-20
Stemphylium loti 7,0-9,0 2mM 25 Nitrégeno NaCN
mM
Stemphylium loti (en
6,5-7,5 100 mM 22-24 Nitrégeno 43 mM NaCN
fase inmovilizada)
Fusarium solani
9-10,7 0.8 mM 30 Nitrégeno - -
IHEM 8026
Fusarium oxysporum 4-7 20 mM 25 Nitrégeno 50 mM KCN
Gloeocercospora 40-70
5,3-5,7 35 Nitrégeno KCN
sorghi mM

Nota. Adaptado de Enzymatic mechanism and biochemistry for cyanide degradation : A
review. (p. 4), por Gupta, N., Balomajumder, C., & Agarwal, V. K., 2019, Journal of

Hazardous Materials, 176.
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Tabla7

Caracteristicas de nitrilo hidratasas de diferentes microorganismos

Especificidad del sustrato

Microorganismos pH Temperatura
Optima optima
Myrothecium 7,7 55 °C Cianamida
Bacillus sp. 7,0 50 °C Alquil nitrilo
Corynebacterium sp. C5 8,5 55°C Dinitrilo alifatico
Brevibacterium imperalis
75 - Acrilonitrilo
CBS489-74
Pseudomonas putida 9,2—
30°C Nitrilo alifatico
NRRL-18668 11,4
Pseudomonas chlororaphis B 23 75 20°C Nitrilo alifatico
Arthrobacter sp. J1 7,2 35°C Nitrilo alifatico
Pseudonocardia thermophila Acrilonitrilo acetonitrilo,
9,0 55°C
JCM3095 Benzontrilo
Rhodococcus sp. N 774 8,5 35°C Nitrilo alifatico

Nota. Adaptado de Enzymatic mechanism and biochemistry for cyanide
degradation : A review. (p.5), por Gupta, N., Balomajumder, C., & Agarwal, V.
K., 2019, Journal of Hazardous Materials, 176.
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Tabla 8

Caracteristicas de cianidasa en diferentes microorganismos.

Propiedades de la cianidasa

Optimo Km Sustrato
Microorganismos
Utiliza CN
pH T(O
como fuente
Bacillus pumilus C1 7,8-8,0 37 Nitrégeno 2,56 mm NaCN
P. stutzeri AK61 6-10 30 Nitrogeno 40-70 mm KCN

Nota. Adaptado de Enzymatic mechanism and biochemistry for cyanide
degradation : A review. (p. 5), por Gupta, N., Balomajumder, C., & Agarwal,
V. K., 2019, Journal of Hazardous Materials, 176.

Tabla 9

Caracteristicas de la nitrilasa en diferentes microorganismos

Optimo Sustrato
Microorganismos
pH T(CC
Nocardia sp. 8 30°C Nitrilo aromaético
Rhodococcus rhodochrous J1 7,5 45°C Benzonitrilo, 2-furanocarbonitrilo
R. rhodochrous K22 55 50°C Crotononitrilo, acrilonitrilo
Rhodococcus rhodochrous PA- Benzonitrilo 100%, acrilonitrilo
75 35°C
34 22AEA4, crotononitrilo 20AE9%
Arthrobacter sp. J1 8,5 40°C Nitrilos aromaticos
Alcaligenes faecalis IM3 75 45°C Mandelonitrilo, p-aminobencil cianuro
Acinetobacter sp. AK226 8,0 50°C Nitrilos alifaticos y aromaticos
Pseudomonas thermophila
9,0 55°C Acrilonitrilo, acetonitrilo, benzonitrilo

JCM3095
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Optimo Sustrato
Microorganismos

pH T(C)
Klebsiella ozaenae 9,2 35°C Bromoxinilo
Fusarium solani 7,8-9,1 Nitrilos aromaticos
Fusarium oxysporum 6,0-11,0 0°C Alifatico y aromético

Nota. Adaptado de Enzymatic mechanism and biochemistry for cyanide
degradation : A review. (p. 6), por Gupta, N., Balomajumder, C., & Agarwal,
V. K., 2019, Journal of Hazardous Materials, 176.

2.12.2 Ruta Oxidativa

La segunda ruta de conversion de cianuro implica la conversion
oxigenolitica en diéxido de carbono y amoniaco. Esta via requiere NADPH para
catalizar esta via de degradacion. Los microorganismos que exhiben esta via
también requieren una fuente de carbono adicional con cianuro (Gupta et al., 2010).
Hay dos tipos de vias oxidativas que involucran tres enzimas diferentes:

A. Cianuro dioxigenasa

El crecimiento en cianuro requiere que este se convierta enzimaticamente

en amoniaco, y luego sea asimilado por vias bien establecidas.

Para Cabuk et al., (2006 citado por Gupta et al., 2010) el cianuro oxigenasa
es una hidroxilasa dependiente de pterina, lo que significa que esta enzima requiere
pterina como cofactor. P. fluorescens NCIMB11764 es uno de esos organismos que

crece a concentraciones de CN equivalentes a 300 ppm, lo que resulta en una
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conversion oxidativa de cianuro en dioxido de carbono y amoniaco, donde el
amoniaco satisface los requisitos de nitrogeno (Kunz et al., 200; citado por Gupta

et al.,2010).

B. Via del cianato (cianasa)

La cianasa es una enzima inducible presente en varios microorganismos.
Cataliza la conversién de cianuro en cianato, que a Su vez se convierte en amoniaco
y bicarbonato. La cepa bacteriana P. pseudoalcaligenes contiene esta enzima y

utiliza cianuro como unica fuente de nitrégeno en condiciones alcalinas.

Para Chapatwalal et al. (1998) citado por Gupta et al. (2010), la
biodegradacion del cianuro implica tres procesos: una via de asimilacion del
cianuro, un mecanismo para la tolerancia al cianuro y la produccion de sideréforos,
que son necesarios para descomponer los complejos de cianuro y quelante el hierro

de los medios.

P. putida utiliza cianuro como Unica fuente de carbono y nitrégeno. Los
productos finales de la biodegradacion del cianuro se identificaron como amoniaco
(NH3) y dioxido de carbono (CO2). P. putida degradd cianuros, cianatos y

tiocianatos a NHzy CO» (Luque-Almagro et al., 2005)
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2.12.3 Ruta Reductiva

Generalmente se considera que las vias reductoras de degradacion del
cianuro ocurren en condiciones anaerobicas. Esta via esta mediada por una enzima
nitrogenasa. La enzima utiliza HCN y produce metano y amoniaco como producto

final (Gupta et al., 2010).

A. Nitrogenasa
Para Seefeldt et al. (2004) citado por Gupta et al. (2010) la nitrogenasa une
cada atomo de nitrogeno a tres atomos de hidrégeno para formar amoniaco, y luego

el amoniaco se une al glutamato y se convierte en glutamina.

Sicking et al., (2005) mencionaron que, debido a las propiedades oxidativas
del oxigeno, la mayoria de las nitrogenasas son inhibidas irreversiblemente por el
dioxigeno, las cuales oxidan degradativamente a los cofactores de Fe-S. Esto
requiere mecanismos para que los fijadores de nitrégeno eviten el oxigeno in vivo.
A pesar de este problema, muchos usan oxigeno como aceptor de electrones
terminales para la respiracion. Una nitrogenasa recientemente descubierta de
Streptomyces thermoautotrophicus, no se ve afectada por la presencia de oxigeno.
Las Azotobacteraceae son Unicas en su capacidad para emplear una nitrogenasa

sensible al oxigeno en condiciones aerodbicas.
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2.12.4 Ruta de Sustitucion / Transferencia

La actividad de esta via implica la asimilacion de cianuro y, de manera Util,
esto tiende a aumentar el crecimiento del microorganismo al proporcionar una
fuente de nitrégeno adicional y evitar la toxicidad del cianuro. Hay dos tipos de
enzimas que catalizan la asimilacion del cianuro a través de esta via (Gupta et al.,

2010).

A. Rhodanasa
Thiosulfate + cyanide — sulfite + thiocyanate
Bordo et al.,(2001) mencionaron que las rhodanasas son enzimas muy
conservadas y extendidas, consideradas como uno de los mecanismos mas
desarrollados para la desintoxicacion del cianuro. Las rhodanasas in vitro catalizan
la transferencia irreversible de un atomo de azufre de un donante adecuado (es decir,
tiosulfato) al cianuro, lo que resultara a la formacion de sulfito y tiocianato menos

toxicos.

Bowen et al. (1965), citado por Gupta et al. (2010) mencionaron que la
enzima rhodanasa en todas las cepas de Trichoderma demostraron un pH optimo
amplio generalmente en el rango de 8,5 a 11,5, junto con un éptimo de temperatura
amplio de 35 - 55 °C. La rhodanasa cataliza la conversion de cianuro en un producto

menos tdxico, tiocianato, que se asimila en el citoplasma del microbio en presencia
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de tiosulfato. Alternativamente, el cianuro en presencia de la otra enzima, cianuro
hidratasa, se hidroliza para formar formamida que eventualmente se convierte en
diéxido de carbono y amoniaco. Se encontr6 que la enzima rhodanasa se presenta

predominantemente en la pared extracelular de todas las cepas de hongos.

2.12.5 Ruta Sintasa

Esta via también es una via de asimilacion de cianuro. Implica la sintesis de
aminoacidos, B-cianoalanina y acido Q-ciano-a-aminobutirico mediante el uso de
residuos de aminoacidos como precursores que reaccionan con compuestos de
cianuro.

Las altas concentraciones de amoniaco pueden resultar toxicas e inhibir a
algunos microorganismos. Algunas cepas evitan este problema de toxicidad
convirtiendo el tiocianato en cianato en lugar de amoniaco. Es poco probable que

el cianato vuelva a convertirse en cianuro libre (Johnson, 2014).
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CAPITULO I

MATERIALES Y METODO

3.1 Material bioldgico

Se obtuvieron 5 muestras entre suelo y fango del pasivo ambiental ubicado
en el distrito de Palca, Tacna-Peri. La ex unidad minera tiene por nombre
Chulluncane, ubicada al Este 0408223 UTM con el Norte 8033116 UTM,
conformada con alrededor de 19 pasivos ambientales, segun el inventario de

pasivos mineros aprobado por la R.M. N° 200-2021-MINEM/DM (Minem, 2021).

3.2 Materiales y Equipos
» Camara de Petroff Hausser
» Incubadora manual
» Autoclave
» Espectrofotdbmetro EPOCH 2
> Incubadora con agitacion
» Centrifugadora
> Sistema de filtracion
» Ultra congeladora
» Horno esterilizador
» Spinner de microtubos

» Microscopio Trinocular
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3.3 Disefio de la investigacion

Los bioensayos consistieron en determinar la actividad degradadora de las
bacterias previamente seleccionadas en base a los criterios desarrollados
correspondientes a la actividad de aislamiento, tolerancia y degradacion.

Para la actividad de degradacion se utilizé el medio Mineral 9M modificado,
ver Anexo 1, que es una solucion formada de sales minerales suplementado con
NaCN a un pH 10,5. Las 37 bacterias aisladas fueron bacilos Gram negativos y
Gram positivos. El periodo de evaluacién fue durante 36 horas a una temperatura
optima de 33°C, cada dia se ajustaba el pH con NaOH 2N y para el andlisis de

cianuro se uso el método titulométrico (APHA, 1992).

3.4 Metodologia

3.4.1 Lugar de Muestreo
El pasivo ambiental ubicado en el distrito de Palca tiene por nombre
CHULLUNCANE vy la posible extraccion principal de este lugar fue el cobre, por
tal motivo las muestras de suelo fueron expuestas a contaminantes toxicos
contenidos en sus residuos, desde bocaminas, tajos abiertos, socavones entre otros.
Para los documentos de consulta se utilizd el informe N° 401-2019-
MINEM-DGM-DTM/PAM, ver Tabla 10. El Software utilizado para la elaboracion

del mapa cartografico fue Google Earth Pro (Figura 7).
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Tabla 10

Puntos de muestreo

Concesion Tipo de UTM
Sitio Muestra Altitud  Zona
Minera residuo E N
PUNTO 1 Efluente Chulluncane Cobre 0408223 8033187 3961,00 19K
PUNTO 2 Efluente Chulluncane Cobre 0408223 8033268 3961,00 19K
PUNTO 3 Efluente Chulluncane Cobre 0408209 8033245 3961,00 19K
PUNTO 4 Suelo Chulluncane Cobre 0408223 8033184 3961,00 19K
PUNTO 5 Suelo Chulluncane Cobre 0408186 8033116  3961,00 19K

Nota. Elaboracion propia.

Figura 7

Pasivo ambiental Chulluncane ubicado en el distrito de Palca

B -
(ot e

Nota. Elaboracion propia.
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Tabla 11

Descripcion de los puntos de muestreo

Sitio Descripcién

La bocamina tiene presencia
de agua y puede producir
infiltraciones en el subsuelo a
través de sus paredes 0
deslizamiento de las mismas
Punto  en épocade lluvia. (Primera
1 capa: arena fina verde
azulado de 1 cm de espesor y
una segunda capa: color ocre
de arena fina de 3 cm de
espesar), se evidencia
presencia de microalgas.

Rio Flora pH
Rio
Caplina, a Si,
7,4

24 mdel  Microalgas
PAM

La bocamina tiene presencia
de agua y puede producir
infiltraciones en el subsuelo a
través de sus paredes.
Punto (Primera capa: arena fina
2 verde azulado de 1 cm de
espesor y una segunda capa:
color ocre de arena fina de 3
cm de espesor), se evidencia

presencia de microalgas.

La bocamina tiene presencia
de agua y puede producir
Punto infiltraciones en el subsuelo a
3 través de sus paredes o
deslizamiento de las mismas

en época de lluvia.

Rio
Capling, a Si,
7,23
36 mdel  Microalgas
PAM
Rio
Caplina, a Si,
8,04

18 mdel  Microalgas
PAM
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Sitio Descripcién Rio Flora pH

Compuesto de tierra fina y
rocas pequefias de color ocre

Rio
amarillento, sin vegetacion .
Punto . y Caplina, a
circundante, de extension No 5,89
. 25 m del
plana dentro de una bocamina
) . PAM
(> 100 m de distancia
aproximadamente).
Mezcla de tierra y rocas
compactadas de color gris
amarillento, sin vegetacion Ri
io
circundante, obtenida de un .
Punto . Caplina, a
desmonte y una bocamina No 4.7
] 6 m del
con tierra seca.
PAM

Indicios de infiltraciones de
agua en temporadas de lluvia

en el interior del socavon.

Nota. Elaboracion propia.

3.4.2 Recoleccion de las Muestras

Las muestras fueron tomadas siguiendo las buenas practicas de muestreo de
suelo, a una profundidad de 0 - 10 cm (Minam, 2014), se recolectaron en bolsas de
polietileno densa y frascos de vidrio estériles, se transportaron al laboratorio

almacenandolos a 4 °C (Araujo et al., 2006).
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3.4.3 Aislamiento de los Microorganismos

Las muestras fueron puestas en agua destilada estéril en una proporcion de
100 g en 200 ml. Cada muestra se agit6 por 1 hora a 150 rpm, se dejé reposar
durante 10 min, seguidamente se tomaron 10 ml de la suspension adicionandola a
90 ml de Infusion Cerebro Corazon (BHI) esterilizado previamente durante 24
horas a 35 °C, (Mirizadeh et al., 2014). Se tom6 0,1 ml de la muestra inoculada con
BHI y se sembro por extension en placas de agar nutritivo con 25 mg/L de cianuro
de sodio (NaCN) esterilizado por filtracion, incubandolas a 35 °C. Las placas se
observaron después de 48 horas y todas las colonias se seleccionaron y purificaron
mediante la técnica de siembra en 4 cuadrantes, para estudios posteriores (V. M.
Luque-Almagro et al., 2005) y diferenciadas por su pared celular con la técnica de
tincion Gram para luego clasificarlas como Gram positivas y Gram negativas

(Karamba et al., 2015; Sankaranarayanan et al., 2015).

3.4.4 Identificacion
Descripcion macroscopica
Se describidé la morfologia de la colonia por superficie, forma, borde,

elevacion y color.
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Descripcion microscopica
Se aplico la técnica de coloracion Gram y verde de malaquita para la
coloracion de endosporas (Black, 2012), se determing el tipo de pared y la

morfologia de las células mediante observacion microscépica a 100 X.

Caracterizacién Bioquimica

Mediante pruebas bioquimicas: catalasa, oxidasa, hidrélisis de almidon,
tincion de endosporas, utilizacion del citrato, RM-VP, reduccidon de nitratos, SIM
para evaluar motilidad y degradacion de triptéfano a indol, Mc Conkey para
fermentacion de lactosa, agar hierro tres azucares (TSI), agar lisina hierro (LIA),
oxido fermentacion (OF) para la arabinosa y el manitol, y crecimiento al 6,5% NaCl

(Garrity, 2005; Mac Faddin et al., 2003).

3.4.5 Preservacion de Cultivos de Cepas Bacterianas

Se criopreservaron las 37 cepas bacterianas en el laboratorio de
Biorremediacion a 1 mL del cultivo bacteriologico en fase exponencial, se
centrifugd el criovial a 8000 rpm por 10 minutos, seguidamente se quedo con el
pellet y se le agregd 1ml de caldo TSA con 30% de glicerol. Se pre congelaron a -
4 °C, luego se pasaron a la ultracongeladora de -80 °C para su almacenamiento a

largo plazo. Ver Anexo 9 (Perry, 1998; Bonavia et al., 2012; Khamar et al., 2015).
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3.4.6 Medio Mineral 9M

El medio utilizado para los siguientes ensayos fue propuesto por Huertas y
colaboradores (Huertas et al., 2010) descrito como medio mineral 9M. En este
trabajo se modificaron las proporciones de algunos componentes, quedando con la

siguiente composicion en 1L de agua destilada:

Na;HPO4.7H20 (6,4 g), KH2PO4 (3 g), NaCl (0,5 g), acetato de sodio 0,4% (w/v)
como fuente de carbono, MgS04.7H.O (0,1 g), CaCI2(0,01 g). EI medio se
esterilizé a 121 °C por 15 minutos, seguidamente se agrego las trazas en 1% (v/v)
(g/L): ZnS04.7H,0 (0,05 g), MnCl..4 H,O (0,05 g), CuCl..2H,O (0,005 g),
NazM004.2H,0 (0,005 g), NazB407.10H,0 (0,002 g), CoCl2.6H20 (0,0003 g)
esterilizado por filtracion. Por Gltimo, se afiadio el NaCN (200 ppm) esterilizado
por filtracion. Para evitar la volatilizacion del cianuro, el medio se mantuvo a pH

9,5 con NaOH 2N (Donato et al., 2008; Karamba et al., 2015).

3.4.7 Curva de Calibracion

Se tomara un cultivo de Bacillus antes de las 24 horas y se obtendrd una
concentracion por medio de pellets bacterianos de una centrifuga para hallar la
curva de calibraciéon entre la lectura obtenida del espectrofotémetro con el recuento
de las células en una camara de Petrohausser, ver tabla 12. El pellet fue agregado a

50 ml de medio 9M con 200ppm NaCN, sin extracto de levadura, la OD inicial fue
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de 0,001 nm llegando a un maximo de 1.576 nm aproximadamente (Luque-
Almagro et al., 2005; Bouari et al., 2013).

Se tomo con una micropipeta 10 pl de muestra y se colocé en la cdmara de
Petroff Hausser; se observé al microscopio por 100 X y se anotaron los resultados
conjuntamente con las del espectrofotometro, hallando de esa manera la curva de

calibracion (ver Anexo 2).

Tabla 12

Conteo de células en la camara de Petroff Hausser vs OD de 600 nm.

X= 0D de 600 nm Y= Petroff Hausser
Abs. (600 nm) cél/mL
0,001 250000
0,003 1500000
0,020 25000000
0,168 220000000
1,576 2200000000

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 8
Curva de calibracion cAmara de Petroff Hausser vs OD de 600nm.
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Nota. Elaboracion propia.

Curva de calibracion para determinar la concentracién microbiana, siguiendo la

férmula de la recta:

Donde: X= absorbancia

Y = 109(X) — 5x10° » i
Y= Concentracion de bacterias

61



3.4.8 Toleranciay Seleccion de los Microorganismos frente al NaCN

Placas de agar nutritivo con NaCN

La biodegradacion de cianuro en los medios simulados se puede lograr
cuando los microbios son capaces de utilizar el NaCN como fuente de carbono y
nitrégeno. Las 37 cepas bacterianas fueron sembradas por estria en agar TSB con
50 y 200 ppm de NaCN, se dejo incubando a 33°C por 24-48 horas (Luque-Almagro

et al., 2005).

Tolerancia al NaCN usando medio mineral 9M

Para el siguiente ensayo cada cepa fue sometida a 3 concentraciones de
cianuro. Si fuese necesario la reactivacion de la cepa, se deberd sembrar una asada
en 2 ml de caldo Soya Tripticasa, luego de las 24 horas se tomara 10 pl del
sedimento y se sembrara en 1 placa con agar nutritivo hasta observar crecimiento.

Para el ensayo de tolerancia, primeramente, se obtuvo la masa microbiana
inicial tomando 2 asadas de cultivo joven en 10 ml de Caldo Soya Tripticasa (TSB)
incubado por 24 h y seguidamente centrifugado a 8000 rpm/20 minutos. Se tomd el
pellet y se agregd 5 ml de medio 9M con aproximadamente 200 ppm NaCN, se
mezclo6 bien y se tomd 1 ml para cada concentracion de cianuro preparado en 300,
400 y 500 ppm, en tubos con 9 ml de medio mineral 9M modificado. Finalmente,

las diferentes concentraciones se incubaron a 33°C con agitacion (150 rpm) durante
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96 horas. Las lecturas (a 48, 72 y 96 horas) se realizaron mediante densidad dptica

(OD) con un espectrofotometro a 600 nm (Guaman & Nieto, 2018).

3.4.9 Parametros para la Biodegradacion del NaCN
La degradacion puede ser predicha con la disminucion de la concentracién
de cianuro y la produccion de amoniaco o aumento de la biomasa microbiana, en
condiciones de aireacion (Parmar et al., 2012).
Los parametros para la degradacion fueron, segun Valentina et al. (2018):
- pH : 10,5 (Constante en todo el proceso)
- Temperatura : 33 °C (Constante en todo el proceso)
- Agitacién : 150 rpm (Constante en todo el proceso)
- Aireacion : 1,5 L/min (Constante en todo el proceso)

- NaCN (ppm) : 200 ppm - 240 ppm (Al inicio del proceso)

3.4.10 Instalacion de los Biorreactores

Se construy6 un mini biorreactor a base de matraces de vidrio con tapa de
jebe de 6 cm de diametro, con dos agujeros en la tapa de 0,5y 0,6 mm por donde
se instalaron dos tubos. Uno de los tubos se conecté mediante una manguera a un
motor de aireacion de 1,5 litros/minuto y el otro tubo funcioné como salida de
aire. Los tubos de vidrio fueron de 15y 5 cm de altura aproximadamente. Para
este trabajo se instalaron 5 biorreactores aireados, tres de ellos para repeticiones y

dos para control, de capacidad de volumen de 250 ml cada uno (Figura 9).
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Figura 9

Biorreactores manuales

Nota. Elaboracion propia.

Se tomo6 una muestra de 10 ml cada 3, 6 y 12 horas para la titulacion de
cianuro y 200 pum para el recuento de células por densidad éptica en el
espectrofotémetro. Fue importante regular el pH en cada medicion con NaOH 2N

para evitar la volatilizacion del cianuro.

3.4.11 Titulacion del NaCN
Se evalud la concentracion de NaCN inicial y final, a través del método
titulométrico con Nitrato de plata (APHA, 1992). Se tom6 10 ml de muestra con

una jeringa estéril y se afiadié 3 gotas de yoduro de potasio al 10%, se homogeniz6
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y titul6 la muestra con nitrato de plata hasta llegar a que la mezcla cambie a un color
verde con transparencia lechosa (Figura 10), la cantidad usada se multiplicé por el

factor de 20, dando como resultado la cantidad de cianuro restante.

Figura 10
Titulacion del cianuro con AgNOs

Nota. Elaboracion propia.

3.4.12 Eficiencia de Degradacion
La eficiencia de degradacion (DE) del cianuro se calculé mediante la

siguiente formula (Kandasamy et al., 2015):

R¢

DE (%) = (IC —

) x 100
Ic

Donde:
Ic= Concentracion inicial de cianuro (mg/L)

Rc = Concentracion residual de cianuro (mg/L)
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3.4.13 Proceso de Biodegradacion de NaCN

Se tomaron dos asadas de la cepa joven seleccionada y se sembrd en 4 placas
con agar nutritivo a 33 °C. Luego de las 24 horas y de manera aséptica se liberd y
lavé la masa bacteriana crecida en la placa con el medio liquido 9M (més extracto
de levadura al 2%) se la regresé al mismo medio ajustando el pH a 9 con NaOH
2N (Huertas et al., 2010). Se dej6é masificar la bacteria en agitacion (130 rpm) a 33°

C por 24 horas, hasta obtener la masa microbiana deseada.

Para la biodegradacion, la cepa debi6 alcanzar una concentracion entre 107
a 108 cél/mL en 150 ml de medio 9M modificado con NaCN a un pH de 10,5
evitando la volatilizacion (Khamar et al., 2015). Para lograr dicha concentracion se
utilizé la formula obtenida con la curva de calibracion. Pasadas las 24 horas de
incubacion, se centrifugd la muestra a 8000 rpm por 20 minutos quedando solo el
pellet bacteriano (Karamba et al., 2015; Sankaranarayanan & Gowthami, 2015).
Para obtener la masa madre, se agregd 30 ml de medio 9M sin extracto de levadura
al pellet resultante, la masa madre fue dividida para tres repeticiones, para cada
biorreactor manual de 150 ml (Bouari et al., 2013; Victor M. Luque-Almagro et al.,
2005). El medio fue incubado y evaluado a 33 °C durante 36 horas sobre una
incubadora manual. Cada 3, 6 y12 horas se tomd una muestra de 10 ml para la
titulacién y 200 ul para la medicion de la concentracion celular por densidad optica.

Se regul6 el pH con NaOH 2N para evitar la volatilizacion del cianuro.

66



3.4.14 Método Colorimétrico para Detectar Amonio

Se realiz6 usando una tarjeta colorimétrica que midié la cantidad de
nitrégeno amonico. El nitrégeno amoénico (NH4") se presentd en forma de iones
amonio y amoniaco.
La concentracion de amonio se determino cualitativamente por comparacion visual
del color de la solucién de medicion con las zonas de color amarillo-verde con la
escala colorimétrica de amoniaco, segun se observa en la Figura 11. Se cogi6 5 ml

del ensayo evaluado y se precedié a seguir la guia descrita por Merck (2003).

Figura 11
Escala colorimétrica de amoniaco

ESCALA  NH,, NH-N
COLORIMETRICA (mg/L) (mg/L)
0 00 0,00
| 02 0,16
2l 04 0,31
3l 06 0,47 g o ‘
4 10 080 o | Sl .
2,0 160 ke
3,0 2,30 b
5,0 3,90

Nota. Kit del Tes de amonio por Merck, 2003.
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3.4.15 Anélisis Estadistico

Todos los resultados se muestran como promedio + (DS) Desviacion
estandar de n=3 6 n=2 muestras. Los graficos se realizaron utilizando el programa
OriginPro 18 y el software estadistico Rstudio version 4.2.1. Para realizar la
comparacién entre tratamientos se utilizdé la prueba de normalidad de Shapiro-
Wilks y un test de igualdad de varianza de Levene. Para las muestras con
distribucién normal se aplico una prueba de Anova de una via, con test a posteriori
de Tukey (p < 0,05). Para las muestras que no presentaron distribucién normal se

aplico una prueba no paramétrica de Kruskall-Wallis.
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CAPITULO IV

RESULTADQOS

4.1 Caracteristicas microbioldgicas de bacterias aisladas

Las caracteristicas macroscopicas se evaluaron en medio TSA tras 24 horas de
incubacion a 35 °C. Para las caracteristicas microscopicas se utilizd la técnica de
coloracion Gram, diferenciando a las 37 cepas aisladas como Gram negativos y Gram
positivos a través del objetivo 100X, se observaron bacilos, estreptobacilos y

cocobacilos (Tabla 13).

Tabla 13

Identificacion macroscopica y microscopica de las cepas

Cédigo Morfologia colonial Tincién gram
Superficie:
brillante, .
. Gram positivo.
esmerilada, ) .
. Diplobacilos
cremosa, lisa y rectangulares
PP-01 superficial s
. con esporas
Elevacidn: elevada .
R terminales y
Forma: irregular centrales
Borde: Ondulado
Color: Crema
Superficie: rugosa,
mate, cremosa y Gram positivo.
superficial Estreptobacilos
PP-02 Elevacion: elevada con esporas
Forma: irregular terminales y
Borde: Ondulado centrales.

Color: Crema
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PP-03

Forma: irregular,
puntiforme
Borde: ondulado
Elevacidn: plana
Superficie: rugosa,
mate, cremosa y
superficial

Color: Crema

Gram positivo.
Empalizada

PP-04

Forma: circular
Borde: entero
Elevacidn:
acuminada
Superficie: lisa,
brillante, cremosay
superficial

Color: blanco

Gram positiva.
Estreptobacilos

PP-05

Forma: circular
Borde: entero
Elevacidn: convexa
Superficie: lisa,
brillante, cremosay
superficial

Color: blanco

Gram positiva.
Estreptobacilos

PP-06

Superficie: rugosa,
mate, cremosa y
superficial
Elevacion: elevada
Forma: irregular
Borde: Ondulado
Color: Crema

Gram positivo.
Estreptobacilos
rectangulares
con esporas
centrales y
terminales.

PP-07

Forma: irregular
Borde: ondulado
Elevacion: elevada
Superficie: rugosa,
mate, cremosa y
superficial

Color: Crema

Gram positiva.
Filamentosa

70



PP-08

Forma: puntiforme
Borde: entero
Elevacién: elevada

Superficie: lisa,
mate, cremosa y
superficial

Color: Crema

Gram positivo.
Empalizada

PP-09

Forma: rizoide
Borde: lobulado
Elevacidn: plana
Superficie: rugosa,
mate, cremosa e
invasiva

Color: Crema

Gram positivo.
Estreptobacilos
rectangulares.

PP-10

Superficie: rugosa,
mate, cremosa y
superficial
Elevacion: elevada
Forma: irregular
Borde: Ondulado
Color: Crema

Gram positivo.
Estreptobacilos
rectangulares
con esporas
centrales.

PP-11

Forma: rizoide
Borde: lobulado
Elevacién: convexo
Superficie: rugosa,
brillante, chiclosa e
invasiva

Color: blanco

Gram positivo.
Bacilos con
membrana

PP-12

.

s Bt #

Forma: irregular
Borde: ondulado
Elevacion: elevada
Superficie: rugosa,
mate, cremosa y
superficial

Color: Crema

Gram positivo
Filamentosa

PP-13

Forma: puntiforme
Borde: entero
Elevacidn: elevada

Superficie: lisa,
mate, cremosa e
invasiva

Color: crema

[ 43 PAIE=
P;f@’@l?\;

4" ;j’/&z’g\ﬁ 7

M

Gram negativo.
Empalizadas
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PP-14

Forma: puntiforme
Borde: entero
Elevacién: elevada
Superficie: lisa,
brillante, cremosay
superficial

Color: crema

Gram positivo.
Empalizadas

PP-15

Superficie:
brillante,
esmerilada,
cremosa, lisa y
superficial
Elevacién: convexa
Forma: circular
Borde: entero
Color: Crema

Gram positivo.
Estreptobacilos

PP-16

Superficie:
brillante,
esmerilada,
cremosa, lisa y
superficial
Elevacidn: convexa
Forma: circular
Borde: entero
Color: crema

Bacteria
negativo Bacillos
muy delgados
pequefios

PP-17

Forma: puntiforme
Borde: entero
Elevacion: elevada
Superficie: lisa,
mate, cremosa y
superficial

Color: crema

Gram negativo.
Empalizadas

PP-18

Superficie: rugosa,
mate, cremosa y
superficial
Elevacion: elevada
Forma: irregular
Borde: ondulado
Color: crema

Gram positivo.
Estreptobacilos
rectangulares
con esporas
centrales y
terminales

PP-19

Forma: circular
Borde: entero
Elevacién: convexa
Superficie: lisa,
brillante, cremosay
superficial

Color: crema

Gram Negativa.
Empalizadas

72



ey ‘(}'\?5
itk 2

Forma: puntiforme A (y{,
i\ S 4
Borde: entero Wéﬁ‘l‘.g&;ﬁz& P2
Elevacién: elevada ; i ‘.—%/) 2 Gram neeativo
PP-20 Superficie: lisa, j""‘( =¥y °8 '
Z ;ﬂ Empalizadas
mate, cremosa y \ ]
. Y7
superficial N7 S
Color: crema “Q‘
Superficie: rugosa, -
P s Gram positivo.
mate, cremosa y )
- Estreptobacilos
superficial rectangulares
PP-21 Elevacidn: elevada g
. con esporas
Forma: irregular terminales
Borde: Ondulado 4
centrales.
Color: Crema
Forma: puntiforme w
Borde: entero ’
Elevacion: elevada / ‘a Gram negativo
PP-22 Superficie: lisa, X ’
P / I Empalizadas
mate, cremosa y
superficial ,/
Color: crema
Superficie: rugosa,
mate, cremosa e Gram positivo.
invasiva Estreptobacilos
PP-23 Elevacidn: elevada con esporas
Forma: irregular terminales y
Borde: lobulado centrales.
Color: Crema
T
. R P ;;;}'“\"
Superficie: rugosa, ‘ / ! - .
\,\ / ) Gram positivo.
mate, cremosa vy | R N VS e :
- / A/ W Estreptobacilos
superficial I, ey | ¥ rectangulares
PP-24 Elevacion: elevada H Sl A &
; \ A & \ con esporas
Forma: irregular P

Borde: lobulado
Color: Crema

centrales y
terminales.
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Superficie: rugosa,
mate, cremosa y
superficial

Gram positivo.

PP-25 Elevacidn: elevada I . o g Estreptobacilos
Forma: irregular / ( ‘ Q rectangulares
Borde: Ondulado S < WUNG
Color: Crema : ; N
B e -
Superficie: lisa, P
mate, cremosa y  #0.717 pm ’} 0.658 pm
superficial ?” .
” Gram negativo.
PP-26 Elevacion: plana K
X - .- Empalizadas
Forma: circular z - = r
Borde: entero 1.14 pm
Color: crema
Superficie: rugosa,
mate, cremosa y Gram positivo.
superficial Estreptobacilos
PP-27 Elevacidn: elevada con esporas
Forma: irregular terminales y
Borde: ondulado centrales
Color: crema
: o
Forma: puntiforme
Borde: entero 0.987 pm '}
Elevacion: elevada -
PP-28 Superficie: lisa, 0.991 pm Gram negatwo.
. . Sarcina
brillante, chiclosa y 0.940 um
superficial :
Color: crema i
Superficie: rugosa,
mate, cremosa vy Gram positivo.
superficial Estreptobacilos
PP-29 Elevacion: elevada rectangulares

Forma: irregular
Borde: lobulado
Color: Crema

con esporas
centrales.
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Superficie: rugosa,
mate, cremosa y
superficial
Elevacion: elevada
Forma: irregular
Borde: lobulado
Color: Crema

Gram positivo.
Estreptobacilos
rectangulares
con esporas
centrales.

Forma: puntiforme
Borde: entero
Elevacidn: elevada

Superficie: lisa,
brillante, chiclosa y
superficial

Color: amarillo

Gram positivo.
Estreptococo

Forma: puntiforme
Borde: entero
Elevacidn: elevada

Superficie: lisa,
brillante, chiclosa y
superficial

Color: amarillo

Gram negativo.
Empalizadas

Forma: puntiforme
Borde: entero
Elevacidn: elevada

Superficie: lisa,
brillante, chiclosa y
superficial

Color: amarillo

Gram negativo.
Empalizadas

Forma: puntiforme
Borde: entero
Elevacidn: elevada

Superficie: lisa,
mate, cremosa y
superficial

Color: amarillo

Gram positivo.
Estreptobacilos
con esporas
terminales y
centrales.
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Superficie: rugosa,
mate, cremosa y
superficial
Elevacidn: plana
Forma: irregular
Borde: ondulado
Color: Crema

Gram positivo.
Estreptobacilos
rectangulares
con esporas
centrales.

PP_35

Forma: puntiforme
Borde: entero
Elevacidn: elevada
Superficie: lisa,
mate, cremosa y
superficial

Color: crema

Gram negativo.

PP_36 Empalizadas

Forma: puntiforme
Borde: entero
Elevacién: elevada
Superficie: lisa,
brillante, chiclosa y
superficial

Color: verde

Gram negativo.

PP_37 A
= empalizado

Nota. Elaboracién propia.

4.2 ldentificacion de las cepas aisladas por pruebas bioquimicas
Se identificaron 37 cepas bacterianas segin las pruebas bioquimicas
descritas en Mac Faddin (2003) y el manual bacterioldgico de Brenner etal., (2007).

Ver Tabla 14.
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Tabla 14

Identificacidn de cepas seleccionadas por pruebas bioguimicas

PRUEBAS BIOQUIMICAS

Posible género

Cédigo de ylo especie
la cepa . Hidrolisis . cél  Agar .
Catala  Oxid del Citrato  RM vp N 0% A Tsi 51 Mac Motilidad  Indol O pedar
sa asa Almidén ato al um Conkey endosporas seu

PP 01 + + + - + - + + KIA KA + - + - + NR Género Bacillus
PP_06 + + + - + + + - KIA KIA + - + - + NR Género Bacillus
PP_10
PP_23 + - + - + - + NR KIA KA + - + - + NR Género Bacillus
PP_30 + - + - + + + NR K/A KA + - + - + NR Género Bacillus
PP 02
PP_27 + + + - + - + + KIA KIA + - + - + NR Género Bacillus
PP 35
EE:%Z + + + - + + + + KIA KA + - - - + NR Género Bacillus
PP_03 + - - + -+ +  KIA KIA - + - NR Ejrﬁ'i'l'lﬂz
PP_04 :

- Bacillus
PP_05 + - +V - - + - + NR NR + - - - - NR o
PP 07 frigoritolerans
PP _12 + - +v - - + - + NR NR + . _ } ) NR Bacillus

frigoritolerans
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PRUEBAS BIOQUIMICAS

Posible género

Cddigo de ylo especie
la cepa . Hidrolisis . cél  Agar o
Catala  Oxid del Citato  RM  vp MU YA 75 51 Mac Motilidad  Indol O eidar
sa asa Almidén ato al pum COnkey endosporas seuaomona
PP_08 + - + - - - + - KIK KIA + - + - - NR Género Bacillus
EE—gg + + + + + - NR NR K/A KA + - + - - NR Género Bacillus
PP 11 + - + - -+ +  KIA KIA + - - c;pcs%rl]a NR Género Bacillus
PP_13 + + - - - + + + NR NR + aﬁ;fﬁ'lo + - - Género Bacillus
PP_14 + - + - + - + - AIA AIA  + + - - NR Género Bacillus
PP_15 + - - - - - + + KIK KK + - - - NR Género Bacillus
PP 21
PP_24 + + + - + + + NR KIA KA + + - + NR Género Bacillus
PP_29
PP_19 + - + - + - + NR K/K A/A + - - - NR Género Bacillus
PP_17 Género
PP_20 + - + - + - NR NR A/K AA + + - - NR Corynebacteriu
PP_22 m
PP_26 s + ¥ - - -+ KA KA v Sy . . Pi Psilt"ft‘;g‘r‘i’”a
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PRUEBAS BIOQUIMICAS

Posible género

Cddigo de ylo especie
la cepa . Hidrolisis . cél  Agar o
Catala  Oxid del Citato  RM  vp MU 9% A Tsi 51 Mac Motilidad Indol LNOON o Ager
Almidén pm Conkey P
+ Crec. Género
PP_28 - - - + - NR NR NR NR - amarillo - - - - Acinetobacter
PP_31 + - - - NR NR NR NR NR NR - ; - ; NR Micr%g;i{gﬁum
P32t v -+ NR -+ - KK KA+ S - hacerum
c Género
PP_33 + + + + - - + + NR NR v -0 +V - - Fl Pseudomo
nas
PP_36 + - + - + - - NR KIK AK + + - NR - Género Bacillus
PP_16 Crec. Género
PP 37 + + - + - - + - ) B Vo amarillo + ) ) Fi Pseudomona

Nota. + = resultado positivo, - = resultado negativo, K/A=4cido/alcalino, K/K=sin reaccion, K=Alcalino (sin reaccion), v= variable,

Pi=presencia de piocianina, Fl=presencia de fluoresceina NR=No realizada. Cada experimento fue realizado por duplicado.
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4.3 Tolerancia y seleccion de las bacterias frente al NaCN

En la tabla 15, las 37 cepas aisladas y sembradas en medio s6lido mostraron

crecimiento rapido a 50 ppm de NaCN tras 24 horas de incubacion. Las cepas

sembradas en medio sélido con 200 ppm de NaCN mostraron crecimiento lento a

moderado entre las 24 a 48 horas de incubacion. En medio liquido mineral 9M

modificado las 37 cepas mostraron crecimiento a 300ppm, 30 cepas a 400ppm y 13

cepas a 500ppm de NaCN; todo el ensayo fue determinado a un total de 96 horas

de incubacion. Fueron seleccionadas 10 cepas de acuerdo al siguiente criterio:

a) Mayor tolerancia frente a 500 ppm NaCN.

b) Cepas con diferentes caracteristicas microscopicas y macroscopicas.

Tabla 15

Cepas bacterianas preseleccionadas en Medio Mineral 9M con NaCN

Placa con Agar

Criterios de seleccion

Cédigo nutritivo Tubos con 9M + NaCN (ppm) Seleccion
48 horas Concentracion inicial Concentracion final (96 horas)
50ppm 200ppm 300, 400 y 500 ppm 300 ppm 400 ppm 500 ppm
PP_01 ++++ +++ 2,1E+7 2,95E+7 2,9E+7 2,5E+7
PP_02 ++++ ++++ 2,1E+7 2,25E+7 2,65E+7 3,05E+7 *
PP_03 ++ ++ 15E+7 2,1E+7 2,35E+7 2,2E+7
PP_04 ++++ ++++ 1,35E+7 1,6E+7 2,35E+7 3,05E+7 *
PP_05 ++++ ++++ 2,5E+7 34E+7 2,75E+7 2,1E+7
PP_06 ++ + 1.1E+7 1,75E+7 2,3E+7 5E+6
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Criterios de seleccion

Placa con Agar

Cédigo nutritivo Tubos con 9M + NaCN (ppm) Seleccion
48 horas Concentracion inicial Concentracion final (96 horas)
50ppm 200ppm 300, 400 y 500 ppm 300 ppm 400 ppm 500 ppm
PP_07 ++ ++++ 4.7E+7 8,25E+7 6,3E+7 3,1E+7
PP_08 ++ + 2E+7 2,45E+7 2,5E+7 2,1E+7
PP_09 ++ + 2.6E+7 4,25E+7 3,65E+7 1,35E+7
PP_10 +++ +++ 3.1E+7 3,25E+7 3,6E+7 3,68E+7
PP_11 +++ ++ 3.4E+7 3,51E+7 3,2E+7 3,53E+7 *
PP_12 ++ + 2,5E+7 2,56E+7 2,58E+7 9,5E+6
PP_13 ++ + 1,55E+7 2,75E+7 2,TE+7 2,4E+7 *
PP_14 ++ + 2,55E+7 3,7E+7 3E+7 2,33E+7
PP_15 ++ + 1.75E+7 3,15E+7 1,43+7 1,32E+7
PP_16 ++ + 8E+7 8,2E+7 7,5E+7 1E+7
PP_17 ++ ++ 3E+7 3,2E+7 2,65E+7 2E+7
PP_18 ++ + 4,75E+7 6,5E+7 6,65E+7 4,55E+7
PP_19 ++ + 59E+7 9,8E+7 9,45E+7 5,5E+7
PP_20 ++ + 2,3E+7 49E+7 4,05E+7 3,3E+7 *
PP 21 ++ ++ 3,95E+7 4,7E+7 415B+7 2 75E+7
PP_22 + ++ 1,5E+6 1,85+7 2,TE+7 1,48E+6
PP_23 +++ +++ 2,05E+7 3E+7 3,95E+7 4 7E+7
PP_24 ++ +++ 3,25E+7 4,45E+7 3,9E+7 2,8E+7
PP_25 +++ ++ 4,65E+7 4,68E+7 47E+7 4,9E+7
PP_26 +++ ++ 1,55E+7 3,85E+7 2,2E+7 1,6E+7 *
PP_27 + + 55E+7 54E+7 5,15E+7 2,95E+7
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Placa con Agar

Criterios de seleccion

Tubos con 9M + NaCN (ppm)

Cadigo Seleccion
Concentracion inicial Concentracion final (96 horas)
50ppm 200ppm 300, 400 y 500 ppm 300 ppm 400 ppm 500 ppm
PP_28 +++ ++ 9E+7 9,2E+7 9E+7 7,5E+7
PP_29 ++ +++ 2,05E+7 2,8E+7 2,5E+7 2,32E+7
PP_30 ++ ++ 4,05E+7 4,45E+7 4,25E+7 4 2E+7
PP_31 ++ + 3,5E+7 3,55E+7 2,55E+7 2,1E+7
PP_32 ++ + 2,55E+7 2,85E+7 3,6E+7 2,6E+7
PP_33 +++ +++ 2,1E+7 2,2E+7 3,1E+7 3,15E+7 *
PP_34 +++ +++ 2.1E+7 2,2E+7 2,45E+7 2,5E+7 *
PP_35 ++ + 41E+7 4 9E+7 4,85E+7 3,7TE+7
PP_36 +++ +++ 9.2E+6 4,55E+7 4, 7E+7 4,9E+7 *
PP_37 +++ +++ 3.45E+7 S5E+7 4,45E+7 451E+7 *
TOTAL 37 37 37 36 30 13

Nota. +++=mayor crecimiento, ++= moderado crecimiento, + poco crecimiento, *=cepa

seleccionada.

4.4 Evaluacion de la degradacién de las cepas seleccionadas

En las siguientes figuras se visualizarad el comportamiento de la bacteria

frente al cianuro de sodio partiendo de una concentracion inicial de 200 y/o 240

ppm con una temperatura de 33°C y a un pH de 10,5 para evitar la volatilizacion

del HCN. Todo el proceso se hizo en un biorreactor armado manualmente a base de

mangueras y con aireacion. La concentracion microbiana fue convertida a escala
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logaritmica, los resultados se muestran como medias * error estandar. PP_26 (n=3),
PP_33 (n=2), PP_20 (n=2), PP_04 (n=2), PP_37 (n=2), PP_36 (n=2), PP_02 (n=2),

PP_34 (n=3), PP_11(n=2), PP_13 (n=13).

Tabla 16

Concentracion microbiana, cianuro y eficiencia de la cepa PP_26

Concentracion

Cddigo Horas ConcNe:::rl\alcwn Control Micrgbiana %digilazr;c(::s:e
(In cél/ml)
PP_26 0 200 202 19,15 0
PP_26 3 135,33 200 19,1 33
PP_26 6 86 187 19,31 57
PP_26 12 55,33 185 19,33 73
PP_26 18 20,67 182 19,35 90
PP_26 24 16 179 19,36 92
PP_26 30 14 174 19,36 93

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 12

Remocion de cianuro frente a la cepa PP_26

—m— Degradacion Cianuro de sodio (ppm)

---%--- Control

PP_26 —m— Concentracién Microbiana (Ln cél/ml)
T T T T T T T T T T T T T 19.40

-

150 %
" L 19.30

100 + \

N
o
o
1
»
*

' -19.25 :

i . u
50 . ~19.20

Degradacion Cianuro de sodio (ppm)
Concentracion Microbiana (Ln cél/ml)

04 u -19.15

Nota. Elaboracion propia.

Interpretacion

En la Figura 12, la cepa PP_26 identificada bioguimicamente como Pseudomona
stutzeri, mostré desde la hora inicial una fase exponencial por un total de 30 horas,
quedando en estacionaria, culminé el ensayo con 14 ppm de cianuro residual
logrando un 93 % de eficiencia de degradacidn convirtiendo a la bacteria en la mas
idonea de todas. Al final del proceso se evalud su posible ruta metabdlica con la
produccion del amoniaco mediante un test colorimétrico, el resultado fue un color
verde limén (NH.* = 0,4 mg/L), mediante informacion bibliografica, la posible

enzima presente en esta bacteria es la cianidasa por medio de la ruta hidrolitica.
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Tabla 17

Concentracion microbiana, cianuro y eficiencia de la cepa PP_33

., Concentracion % Eficiencia
Concentracion

Cadigo Horas NaCN Control Micrcl\biana de 3
(In cél/ml) degradacion
PP_33 0 200 200 16,93 0
PP_33 3 163 195,5 17,26 19
PP_33 6 127 192,5 17,51 37
PP_33 12 55,3 188 17,88 73
PP_33 18 47 183,5 18,01 77
PP_33 24 40,2 180 18,13 80
PP_33 30 32 177 18,17 84
PP_33 36 23 174,5 18,20 89

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 13

Remocion de cianuro frente a la cepa PP_33

—m— Degradacién Cianuro de sodio (ppm)
---%--- Control
PP—33 —m— Concentracién Microbiana (Ln cél/ml)
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= 40 / TR 5]
Q 204 s 1700
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Horas

Nota. Elaboracion propia.

Interpretacion

La cepa PP_33 identificada bioquimicamente dentro del Género Pseudomonas
estuvo en fase de crecimiento por un total de 36 horas, quedando finalmente con 23
ppm de cianuro residual, logrando un 89 % de eficiencia de degradacion. Al final del
proceso se evalud la posible ruta metabdlica de la bacteria con la produccién del
amoniaco mediante un test colorimétrico, resultando un color verde limén (NH,* =
0,4 mg/L), la posible enzima presente en esta bacteria es el nitrilo hidratasa por

medio de la ruta hidrolitica.
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Tabla 18

Concentracion microbiana, cianuro y eficiencia de la cepa PP_20

., Concentracion % Eficiencia
Concentracion

Cddigo Horas NaCN Micrc?biana de 5 Control
(In cél/ml) degradacién

PP_20 0 210 19,16 0 210
PP_20 3 200 19,24 5 205,5
PP_20 6 185 19,32 12 193
PP_20 12 166 19,33 21 187
PP_20 18 148 19,35 30 181,5
PP_20 24 32 19,44 85 178
PP_20 30 28 19,4 87 174
PP_20 36 24 19,36 89 168,5

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 14

Remocion de cianuro frente a la cepa PP_20

—m— Degradacion Cianuro de sodio (ppm)
—%— Control
PP—20 —m— Concentracion Microbiana (Ln/ml)
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Nota. Elaboracion propia.

Interpretacion

En la Figura 14 la cepa PP_20, identificada bioguimicamente dentro del Género
Corynebacterium, inicio el proceso con 210 ppm de cianuro, su fase de crecimiento fue
de 24 horas terminando el ensayo con 24 ppm de cianuro, se logré un 89 % de
eficiencia de degradacion. La posible ruta metabdlica de la bacteria con la
produccion del amoniaco mediante un test colorimétrico, resulté a un color verde
limén (NH.* = 0,4 mg/L), la posible enzima presente en esta bacteria es el nitrilo

hidratasa por medio de la ruta hidrolitica.
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Tabla 19

Concentracion microbiana, cianuro y eficiencia de la cepa PP_04

., Concentracion % Eficiencia
Concentracion

Codigo Horas NaCN Control Micrt?biana de 3
(In cél/ml) degradacién
PP_04 0 240 240 18,683 0
PP_04 3 207,33 232,5 18,809 14
PP_04 6 174,67 231 18,920 27
PP_04 12 126,67 226,5 19,087 47
PP_04 18 100 212 19,049 58
PP_04 24 80 207,5 18,907 67
PP_04 30 62 201 18,826 74
PP_04 36 48 198 18,744 80

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 15

Remocidn de cianuro frente a la cepa PP_04

--M-- Degradacion Cianuro de sodio (ppm)
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Nota. Elaboracion propia.

Interpretacion

La cepa PP_04, identificada biogquimicamente como Bacillus frigoritolerans, inici6
el proceso con 240 ppm de cianuro, su fase de crecimiento fue relativamente corto, un
total de 12 horas, terminando el ensayo con 48 ppm de cianuro residual logrando un
80 % de eficiencia de degradacion. Al final del proceso se evalud la posible ruta
metabdlica de la bacteria con la produccién del amoniaco mediante un test
colorimétrico, resultando un color rosado el cual no hubo evidencia de ese color, se

puede deber a que presenta otra ruta metabolica. La bacteria es muy eficiente

durante las primeras 12 horas de evaluacion.
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Tabla 20

Concentracion microbiana, cianuro y eficiencia de la cepa PP_37

., Concentracion % Eficiencia
Concentracion

Codigo Horas NaCN Control Micrgbiana de 3
(In cél/ml) degradacién
PP_37 0 200 200 18,79 0
PP_37 3 171 196 18,72 15
PP_37 6 142 192,5 18,64 29
PP_37 12 84 190 18,45 58
PP_37 18 68 187 18,49 66
PP_37 24 54 182,5 18,52 73
PP_37 30 48 177 18,53 76
PP_37 36 44 174 18,54 78

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 16

Remocidn de cianuro frente a la cepa PP_37
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Nota. Elaboracion propia.

Interpretacion

La cepa PP_37, identificada bioquimicamente dentro del género Pseudomonas, tuvo
12 horas como tiempo de adaptacion, su fase de crecimiento duré un total de 24 horas
y termind el ensayo con 44 ppm logrando un 78 % de eficiencia de degradacion. Al
final del proceso se evalu6 la posible ruta metabdlica de la bacteria con la
produccion del amoniaco mediante un test colorimétrico, resultando un color verde
limén (NH.* = 0,4 mg/L), la posible enzima presente en esta bacteria es el nitrilo

hidratasa por medio de la ruta hidrolitica.
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Tabla 21

Concentracion microbiana, cianuro y eficiencia de la cepa PP_13

., Concentracion % Eficiencia
Concentracion Control

ce T een ween TR gegradacion
PP_13 0 200 200 18,79 0
PP_13 3 170 195 18,76 15
PP_13 6 140 186 18,72 30
PP_13 12 80,67 182,5 18,64 60
PP_13 18 74,67 177 18,68 63
PP_13 24 68,67 173,5 18,73 66
PP_13 30 57,33 166,5 18,71 71
PP_13 36 44 164 18,65 78

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 17

Remocion de cianuro frente a la cepa PP_13
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Nota. Elaboracién propia.

Interpretacion

La cepa PP_13, identificada bioquimicamente dentro del género Bacillus, tuvo una
fase de adaptacion de 12 horas seguida por una fase exponencial de 12 horas
comenzando el ensayo con 200 ppm Yy finalizando con 44 ppm de cianuro residual
logrando un 78 % de eficiencia de degradacion. Al final del proceso la posible ruta
metabdlica de la bacteria, con la produccion del amoniaco mediante un test

colorimétrico (NH4" = 0,4 mg/L), es la cianidasa o nitrilo hidratasa por medio de la

ruta hidrolitica.
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Tabla 22

Concentracion microbiana, cianuro y eficiencia de la cepa PP_36

., Concentracion % Eficiencia
Concentracion

Codigo Horas NaCN Control Micrgbiana de 3
(In cél/ml) degradacién
PP_36 0 200 200 18,42 0
PP_36 3 146 197 18,11 26
PP_36 6 120 193,5 18,02 40
PP_36 12 100 191 18,13 50
PP_36 18 80 185,5 18,2 60
PP_36 24 67 181 18,21 67
PP_36 30 56 176 18,21 72
PP_36 36 46 173 18,2 77

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 18

Remocidn de cianuro frente a la cepa PP_36
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Nota. Elaboracién propia.

Interpretacion

La cepa PP_36, identificada bioguimicamente dentro del género Bacillus, tuvo una
fase de adaptacion de 6 horas, su fase exponencial fue un total de 30 horas,
terminando el proceso con 46 ppm de cianuro residual logrando un 77 % de
eficiencia de degradacion. Al final del proceso se evalud la posible ruta metabélica
de la bacteria con la produccion del amoniaco mediante un test colorimétrico,
resultando un color verde limén (NH4" = 0,4 mg/L), la posible enzima presente en

esta bacteria es la cianidasa o nitrilo hidratasa por medio de la ruta hidrolitica.
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Tabla 23

Concentracion microbiana, cianuro y eficiencia de la cepa PP_02

.. Concentracion % Eficiencia
Concentracion

Cadigo Horas NaCN Control Micrgbiana de 3
(In cél/ml) degradacion
PP_02 0 200 214 18,81 0
PP_02 3 180 206 18,94 16
PP_02 6 148 197,5 19,06 31
PP_02 12 129 193,5 19,1 41
PP_02 18 118 187 18,91 46
PP_02 24 108 180,5 18,67 50
PP_02 30 103 175,5 18,48 52
PP_02 36 90 172 18,48 59

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 19

Remocidn de cianuro frente a la cepa PP_02
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Nota. Elaboracion propia.

Interpretacion

La cepa PP_02, identificada bioquimicamente dentro del género Bacillus, tuvo una
fase exponencial de 12 horas comenzando el ensayo con 200 ppm y finalizando con 90
ppm de cianuro residual, quedando gran parte de ella, la eficiencia de degradacion fue
del 59%. Al final del proceso se evalud la posible ruta metabolica de la bacteria con
la produccién del amoniaco mediante un test colorimétrico, resultando un color

verde limon (NHs* = 0,4 mg/L), la posible enzima presente en esta bacteria es la

cianidasa o nitrilo hidratasa por medio de la ruta hidrolitica.
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Tabla 24

Concentracion microbiana, cianuro y eficiencia de la cepa PP_34

., Concentracion % Eficiencia
Concentracion

Codigo Horas NaCN Control NaCN Micrgbiana de 3
(In cél/ml) degradacién
PP_34 0 200 200 19,53 0
PP_34 3 186 194,5 19,37 7
PP_34 6 173 194,5 19,19 14
PP_34 12 154 183,5 18,95 23
PP_34 18 131 178 19,01 35
PP_34 24 128 175 19,07 36
PP_34 30 125 173,5 19,14 38
PP_34 36 119 170,5 19,17 41

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 20

Remocion de cianuro frente a la cepa PP_34
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Nota. Elaboracion propia.

Interpretacion

En la Figura 20, la cepa PP_34 identificada bioquimicamente dentro del género
Bacillus, tuvo una fase de adaptacion por 12 horas, su fase exponencial fue de 24 horas;
inicié con 200 ppm de cianuro y termino el proceso con 119 ppm de cianuro residual,
quedando como la cepa menos degradativa, el porcentaje de degradacion fue de 41%.
Al final del proceso se evaluo la posible ruta metabolica de la bacteria con la
produccion del amoniaco mediante un test colorimétrico, resultando un color verde
limén (NHa" = 0,4 mg/L), la posible enzima presente en esta bacteria es la cianidasa

o nitrilo hidratasa por medio de la ruta hidrolitica.
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Tabla 25

Concentracion microbiana, cianuro y eficiencia de la cepa PP_11

., Concentracion % Eficiencia
Concentracion

Codigo Horas NaCN Control NaCN Micrgbiana de 3
(In cél/ml) degradacién
PP_11 0 200 200 18.8 0
PP_11 3 194 200 18.2 4
PP_11 6 183 199 18.2 10
PP_11 12 162 187 18.2 20
PP_11 18 155 184 18.23 23
PP_11 24 148 183 18.42 27
PP_11 30 141 181 18.43 30
PP_11 36 134 178 18.2 34

Nota. Elaboracion propia.
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Figura 21

Remocidn de cianuro frente a la cepa PP_11
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Nota. Elaboracion propia.

Interpretacion

La cepa PP_11, identificada bioquimicamente dentro del género Bacillus, tuvo una
fase de adaptacion de 12 horas y una fase exponencial de 18 horas comenzando el
ensayo con 200 ppm y finalizando con 134 ppm de cianuro residual, quedando una
gran parte de ella. Al final del proceso se evaluo la posible ruta metabolica de la
bacteria con la produccién del amoniaco mediante un test colorimétrico, resultando
un color verde limon (NH4" = 0,4 mg/L), mediante informacion bibliografica, la
posible enzima presente en esta bacteria es la cianidasa o nitrilo hidratasa por medio

de la ruta hidrolitica.
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4.5 Eficiencia de degradacion

La Figura 22 muestra el porcentaje de eficiencia de degradacion de las cepas
en estudio durante un periodo de 36 horas de evaluacion. Las cepas, PP_04, PP_33,
PP_26, PP_20, PP_37, PP_13 y PP_36 mostraron el mayor porcentaje de
degradacién: 80, 89, 93, 89, 78, 78y 77% respectivamente. Mientras tanto las cepas,
PP_02, PP_34y PP_11, presentaron los menores porcentajes de remocion, con 59,
41y 34%, respectivamente.

Figura 22

Eficiencia de biodegradacidon de cianuro por cada cepa
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Figura 23

Eficiencia de degradacion - valores no paramétricos
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Nota. Los resultados se muestran como medias + desviacion estandar. Existen

diferencias significativas en % de remocién segun Kruskall-Wallis (p<0,05).

El porcentaje de eficiencia de degradacion de la cepa PP_26 fue del
93%, la mejor de todas las cepas, seguida por la cepa PP_20 y PP_33, ambas
sobre el 80% de eficiencia. También apreciamos las cepas con menor tasa de
remocion la cepa PP_11, PP_34 y la cepa PP_02. En la figura se visualiza la
diferencia de medias que hay entre cada tratamiento, concluyendo por medio
de la prueba Kruskall-Wallis concluyendo que las 7 cepas degradan el cianuro
de manera diferente, posiblemente se deba al metabolismo de la bacteria, su
ruta metabdlica o a la intoxicacién de la misma por el cianuro, siendo necesario

agregar un azlcar para potenciar su capacidad degradadora.
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Figura 24

Eficiencia de degradacion - valores paramétricos
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Nota. Efecto del bioensayo con diferentes cepas bacterianas sobre la
remocion del NaCN. Los resultados se muestran como medias *
desviacion estandar. A= No existen diferencias significativas en % de
remocién seguin Anova de una via y test a posteriori de Tukey, p=0.878
(p<0,05).

La figura 24 nos muestra que no hubo diferencias significativas en cuanto al %
de eficiencia de degradacion por las cepas, las medias reflejan similitud en sus
tratamientos. Las 3 cepas bacterianas muestran buenos indices de degradacién

sobrepasando el 75% de eficiencia.
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CAPITULOV
DISCUSION

Los pasivos ambientales mineros son lugares que han sido abandonados
durante muchos afios; contribuyendo a la existencia de compuestos toxicos en el
suelo, creando un ambiente hostil donde los microorganismos nativos deben
biotransformarse por diferentes mecanismos de adaptacion y persistencia a tales
compuestos toxicos (A Akcil et al., 2003). Mediante este trabajo se han aislado
microorganismos provenientes de muestras de suelo y fuentes lodosas del pasivo
ambiental Chulluncane, donde se lograron aislar un total de 37 bacterias. Diversos
autores mencionan la importancia de trabajar con bacterias provenientes de suelos
mineros, por su alta capacidad de adaptacion a los contaminantes existentes en esos
sitios (A Akcil et al., 2003; Araujo et al., 2006; Bartha & Atlas, 1977; Igefio et al.,
2007; Khamar et al., 2015; Kumar et al., 2016).

La exposicién al cianuro es perjudicial para los seres humanos, pero algunos
microorganismos son tolerantes a sus efectos toxicos, convirtiéndolos a materiales
menos toxicos (Khamar et al., 2015). En este estudio, 13 cepas, de un total de 37
evaluadas, mostraron mayor tolerancia al cianuro de sodio a una concentracion de
500 ppm, sin embargo, algunas demoraron 48 horas en crecer en este medio.

El medio mineral 9M modificado fue la clave para todos los ensayos
realizados. V. M. Luque - Almagro et al. (2005); Oudjehani et al. (2002) sefialaron
que este medio es necesario para que la bacteria solo use el cianuro como unica

fuente de carbono y nitrégeno. Se seleccionaron 10 bacterias por sus caracteristicas
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macromorfolégicas, micromorfoldgicas, y por la tolerancia frente al cianuro en
condiciones altamente alcalinas (pH>9).

Los resultados de degradacion mostraron el diferente comportamiento de
cada cepa bacteriana frente al cianuro; algunas cepas tuvieron una etapa de
adaptacion de alrededor de 12 horas, posiblemente debido a la toxicidad del cianuro,
tal como lo menciona Bouari et al. (2013), mientras que otras cepas mostraron una
fase rapida de crecimiento exponencial.

Respecto a este punto, Gupta et al. (2010) mencionan que la degradacion
microbiana involucra rutas enzimaticas y condiciones especificas como el pH,
temperatura y concentracién de cianuro, que dependen del mecanismo de tolerancia
del cianuro en los microbios.

Mediante la identificacion por pruebas bioguimicas se pudo mostrar la
presencia de 6 géneros de bacterias, Pseudomonas, Bacillus, Corynebacterium,
Acinetobacter, Microbacterium y Chromobacterium, las cuales solo el género
Pseudomonas alcanzé un 93% de eficiencia de degradacion.

Mekuto et al. (2013) reportaron mediante un consorcio de Bacillus safensis,
B. lichenifomris y B. tequilensis, capaces de degradar cianuro con una eficiencia de
65.5% para una concentracion inicial de 200 ppm de [CN7] y de 44.3 % para 400
ppm de [CN]. Wu et al. (2014) también informaron que una cepa de Bacillus sp.
[lamada CN-22, logré disminuir de 200 a 6,62 mg la concentracion de cianuro en
aguas residuales tratadas bajo pH inicial 10.3 y a 31 °C con inoculos al 2,38 %

durante 72 h, mostrando una degradabilidad del 96,7%.
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Recientemente Moradkhani et al. (2018) describi6 una cepa de
Pseudomonas parafulva como la mas eficiente en la remocion de cianuro, con un
registro de 93,5% de degradacion a una concentracion de 200 ppm después de 13
dias; esta cepa tolerd hasta 500 ppm NaCN, lo que la convirtié en la opcién mas
razonable para la biodegradacion de desechos contaminados con cianuro.

Del mismo modo Akcil et al. (2003), reportaron que Pseudomonas sp.
redujo la concentracion de cianuro de 200 mg/L a 1 mg/L en 70 horas con una
eficiencia del 86%.

Tiong et al. (2015), identificaron a Pseudomonas pseudoalcaligenes, el cual
tolerd una concentracion de cianuro inicial de 260 mg/L a 30°C por 200 rpm,
quedando como cianuro residual 52 mg/L, logrando una degradacidon de hasta el 60
%.

Victor M. Luque-Almagro et al. (2005), también reportaron la degradacion
de Pseudomonas CECT5344 bajo condiciones alcalinas en 50 Mm NaCN a 30°C
por un periodo de 2 semanas, haciendo hincapié que Pseudomonas es capaz de
tolerar a los metales pesados, pudiendo utilizar cianuro libre como sus complejos
metalicos, bajo condiciones alcalinas; haciéndola superior a otros microorganismos
que son sensibles a la presencia de estos metales.

En este trabajo hemos obtenido las cepas PP_26 y la PP_33 pertenecientes
al género Pseudomonas los cuales tuvieron una alta eficiencia degradativa, 93 y 89
% similar a los reportados por los autores mencionados anteriormente. Las especies

pertenecientes al género Pseudomonas son las mas estudiadas, esto se debe a que
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la bacteria soporta niveles de pH elevados (alcaléfilos) para evitar la volatilizacion
del cianuro y a su vez biodegradar el tiocianato y cianuro (Dumestre et al., 1997,

Victor M. Luque-Almagro et al., 2005; Tuya, 2014).

Usar microorganismos alcaléfilos en procesos de biodegradacién de cianuro
bajo condiciones alcalinas (pH > 10.5) son de vital importancia para evitar la
emision de HCN al ambiente (A Akcil et al., 2003; Dumestre et al., 1997; Jandhyala
etal., 2003; Victor M. Luque-Almagro et al., 2005). Valentina et al. (2018) sostuvo
que cuando el pH es inferior a 9.3, la mayor parte del cianuro total existird como
moléculas de HCN. Por el contrario, cuando el pH es superior a 10.2, el cianuro
total existird como anion cianuro, siendo un factor importante a considerar para la
disociacion del cianuro en un medio acuoso. En el presente trabajo se mantuvieron
las cepas seleccionadas a un pH constante de 10.5 evitando asi la volatilizacion,
como también lo sefial6 la investigacion reportada por Khamar et al. (2015), donde
la eliminacion de cianuro bioldgico fue de 38%, 48% 30% y 2% a pH 8.5, 9.5, 10.5
y 11.5, respectivamente, concluyendo que la eliminacion de (HCN) se puede evitar
mediante el uso de un medio alcalino (Huertas et al., 2010; Igefio et al., 2007).

La concentracion inicial de cianuro usada en este experimento fue de 200 a
240 ppm NaCN, con la intencion de no sobresaturar a la cepa, tal como lo
mencionan Akcil et al. (2003) y Dumestre et al. (1997) quienes reportaron que la
concentracion de 300 ppm y 400 ppm de cianuro libre inhiben y son téxicas para

los microorganismos y/o bacterias de ensayo.
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Bouari et al. (2013); Victor M. Luque-Almagro et al. (2005) mencionaron
que agregar una fuente externa de carbono permiten un apropiado crecimiento a las
células bacterianas porque pueden utilizar al cianuro como fuente de nitrégeno,
pero no como unica fuente de carbono. Por lo tanto, las altas concentraciones de
cianuro pueden interferir con las tasas de crecimiento bacteriano y provocar su
inhibicidn. En la presente investigacion no se hizo uso de fuente externa de carbono
para los ensayos descritos, y los resultados obtenidos evidencian la eficiente
degradacién de cianuro bajo condiciones alcalinas a las que fueron estimuladas las

cepas aisladas en este estudio.
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CONCLUSIONES

1. En el presente estudio de investigacion, se aislo e identificO bacterias
provenientes de un pasivo ambiental, y evaluamos su eficiencia de
biodegradacion de cianuro.

2. Diez cepas bacterianas provenientes de los géneros Pseudomonas, Bacillus
y Corynebacterium, fueron las mas eficientes en la degradacién del cianuro,
con una remocion en el rango de 78 a 93% en 36 horas, mostrando un
crecimiento exponencial. Esto sugiere que estas bacterias utilizan el cianuro
como fuente de energia.

3. Lascepas aisladas, al provenir de ambientes contaminados, desarrollaron un
mecanismo de adaptacion, las cuales las hacen ideales para ser usadas como
una alternativa de saneamiento en un tipo de tratamiento tecnologico como
la biorremediacion, siendo alternativas mas limpias y economicas para la

descontaminacion de los suelos.
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RECOMENDACIONES

1. Estudios posteriores deben considerar las enzimas de degradacion, los
aspectos bioquimicos y genéticos para una mejor aplicacion en la
biorremediacion a escala de campo. Los microorganismos deben
seleccionarse no solo por su capacidad para degradar los compuestos de
cianuro, sino también por tolerar las tensiones al competir con las
poblaciones microbianas dentro del entorno en el que se encuentran.

2. Debido a que solo se conoce el 10% de todos los microorganismos, se
sugiere recurrir a técnicas sélidas y confiables como la secuenciacion y la
metanogendmica para la identificacion precisa de poblaciones microbianas
y sus funciones metabdlicas dentro del proceso.

3. Cada microorganismo puede tener requerimientos fastidiosos para su
crecimiento, como lo son el requerir nutrientes especificos, condiciones
especificas de pH, temperaturas de incubacién, ciertos niveles de oxigeno
en la atmosfera o necesitar de las interacciones con otros microbios, se
sugiere encontrar las condiciones 6ptimas y evaluar la degradacion de

cianuro bajo las mismas.
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Anexo 1

ANEXOS

Medio Mineral 9M modificado

Medio 9M

Compuestos Medio 9M (g/L) modificado (/L)
Na,HPO,.7H,0 12,8 6,4
KH,PO, 3 3
NaCl 0,5 0,5
MgS0O,.7H,0O 0,5 0,1
CaCl, 0,1 0,01
Acetato de sodio 0,2% (p/ V) 0,4% (p/v)
TRAZAS 1% (v / V) g/L g/L
ZnS0,4.7H,0 0,05 0,05
MnCl,.4H,0 0,05 0,05
CuCl,.2H,0 0,005 0,005
Na,Mo00,.2H,0 0,005 0,005
Na,B,0;.10H,0 0,002 0,002
CoCl,.6H0 0,0003 0,0003
Cianuro de Sodio
(mg/L) 200 200
pH 10,5+0,5 10,5+0,5

Nota. Elaboracion propia.
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Anexo 2

Recuento de bacterias en camara Petroff Hausser

T
| — N\
| N\
2 \
: )
Sl [ =

2wy 2dnIis = 52 X 10, Cuwi.
roide 20nNILe = ¢ X 10+

rowde zdnuie = | @ 2ws)| adngLes

10931 Bug F1es: (S2 X je 20nMMez) = § X J0sCl

N s — ®

HeoLceweus —j

coastL 2ub

rap dug 2hzjean {exs0de1955q)
2nuxeu besiony O'COS Cws gsbpy

Nota. El recuento se realiz6 en 5 cuadrados (la de los extremos y la central), y
con las formulas correspondientes.

N = (X5) (25) (50) (103) bacterias/ml

Donde: Xs =promedio del recuento

133



Anexo 3

Pasivos ambientales en la Ex Unidad Minera Chulluncane
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Anexo 4

Etapa de pre enriquecimiento de las muestras de suelo

Nota. Elaboracion propia.
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Anexo 5

Aislamiento microbiano de muestras de suelo y fango

PROTOCOLO DE AISLAMIENTO

A

100gr. de tierra, lodo &
200mi de agua

Agitar por Lhr en 150rpm en shaker

100ml de agua destilada esténl Dejar reposar por 10 hasta
observar dos fases

Extraer 10ml de sobrenadante
Agregar 0,1ml. de muestra y con
una asa drigalsky usar el método
de siembra en superficie por diseminacion

)

90ml de BHI Placas con A N. mas 25ppm NaCN
pH: 7 Incubar a 35°C x 24hr
incubar a 35°C x 24hr. Revisar el crecimiento bacteriano
a partir de las 18hr.

Repicar en AN. hasta obtener cultivo puro,
realizar tncion gram para confirmar

Conservar la cepa en vial con ATS
suplementado con 25ppm de CN

Nota. Elaboracion propia.
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Anexo 6

Protocolo para tolerancia al cianuro por la bacteria

PROTOCOLO PARA TOLERANCIA AL CIANURO

Tomar 2 asadas de cepa joven {

«

L

Incubar con agitacion a  centrifugar la muestra a 8000 rpm

33° C por 24 horas por 20 minutos quedando
10 ml de caldo TSB solo el pellet bacteriano
Agregar 1ml
1 ml
g M T

500 ppm

Agregar 5 ml de medio mineral 9IM 400 ppm NaCN Incubar por 33° C con
(¢/ 200 ppm NaCN) 300ppm  NaCN agitacion a 150 rpm
al pelett juntado NaCN 96 h
por oras
para formar la MASA MADRE

Nota. Elaboracién propia.
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Anexo 7

Protocolo de biodegradacion

PROTOCOLO DE BIODEGRADACION

Tomar 2 asadas de cepa joven

oy

Sembrar en 4 placas con
agar nutntivo a 33°C
lavar con el medio la
% masa bacteriana

4 crecida :
\ J en la placa
) = -
— 0 ———
< - ) @ ) Dejar masificar 1a bactenaen  centnfugar la muestra a $000 rpm
) : agitacion (130 rpuy or 20 nunutos quedando
Medio liquido 9M = 0.2% extracto de levadura 233°C Pé, 342::,3; psélo el pellet b:ctmam

ajustar el pH a 9 con NaOH 2N

agregar 10 ml de MASA MADRE
a 3 biorreactores

Vacear el pellet bacteriano a 30 ml Preparar 5 brorreactores
de medio mmeral 9M con medio 9M, 150 ml c/n
(¢’ cianuro) 3 repeticiones. 2 control
vertexear bien para formar la
MASA MADRE

Incubar los 5 biorreactores con 1.5 L/'min
de areacion
a 33° C por 96 horas

Nota. Elaboracion propia.
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Anexo 8
Medicién de amonio con reactivo

0 02 04 0.6 | 1 z a 5 mg/l NH,:

0 016 031 047 | 3¢ g1 NH.AN

/\/\/\/\|/ \/\)/‘\/\
\/K/\ /\/l\/\ /[\ A

..
= (AT

aml 12 MM -1

' aﬁ-'

& min 4 NH,-3

Nota. Elaboracion propia.
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Anexo 9

Tolerancia al cianuro 50 y 200ppm en Agar Nutritivo

Nota. Elaboracion propia.

Anexo 10

Lectura en el Espectrofotometro

WA

Nota. Elaboracion propia.
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Anexo 11

Pruebas bioquimicas

. i
| th v 1|
| b= ecpap | hedd]

WO 0

S b m——

Nota. Elaboracion propia.
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Anexo 12
Protocolo para la criopreservacion de las cepas bacterianas

CRIOPRESERVACION DE CEPAS
BACTERIANAS

1

=
>

1

Sembrar en Medio LB

-
2ml de
caldo TSB
Coger 1 6 2 asadas de cepa joven -Dejar incubando a 30°C con 350 rpm por

del Medio LB 14 a 18 horas

*NOTA: Se requiere que la bacteria se
encuentre en fase de crecimiento

~ "
e _ .

-

-Leer absorvancia
-Verificar el crecimiento bacteriano
con el espectrofotometro a una D.O.

Centrifugar a 8000 rpm por 10 minutos

de 1.0a2.0 %
< . - -
Guardar el - Agregar al pellet Vaciar el
criovial a la Agitar hasta obtener bac.terlano Iml de sobrenadante y
ultracongeladora una mezcla glicerol al 30% quedarse con el
_80°C homogénea con caldo TSB pellet

Nota. Elaboracion propia.
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Anexo 13

Formato para el llenado del proceso de degradacion

CN
Gasto de (Titulacion ~ Remocién de [ ] microbiana
Temperatu Repetici Titulacion / AgNOs) cianuro
Tiempo pH inicial —
ra°C ones con AgNOs DE (%) = [(lc-
Abs. (600 (y = 1E+09x -
(mi) Fin (ppm) Rc)/Ic]*100
nm) 5E+06)
R1 10.5 10.1 202 0 0.2126 207600000
R2 10.5 10.1 202 0 0.2126 207600000
0 30°C R3 10.5 10.1 202 0 0.2126 207600000
Control 1 10.5 10.1 202 0
Control 2 10.5 10.1 202 0
R1 10.5 6.9 138 31.7 0.2227 217700000
R2 10.5 6.7 134 33.6 0.2264 221400000
3 30°C R3 10.5 6.7 134 33.6 0.2248 219800000
Control 1 10.5 8.2 200 18.8
Control 2 10.5 8.5 200 15.8
R1 10.5 4.5 90 55.4 0.2433 238300000
R2 10.5 4.2 84 58.4 0.2541 249100000
6 30°C R3 4.2 84 58.4 0.2505 245500000
Control 1 10.5 6.8 190 32.7
Control 2 10.5 7.2 185 28.7
R1 10.5 3 60 70.3 0.245 240000000
R2 10.5 2.9 58 71.3 0.255 250000000
12 30°C R3 10.5 24 48 76.2 0.26 255000000
Control 1 10.5 5.6 187 44.5
Control 2 10.5 5.9 183 41.6
R1 10.5 13 26 87.1 0.2505 245500000
R2 10.5 1 20 90.1 0.2572 252200000
18 30°C R3 10.5 0.8 16 92.1 0.2682 263200000
Control 1 10.5 4.7 184 534
Control 2 10.5 4.9 181 51.5
R1 10.5 1 20 90.1 0.2539 248900000
R2 10.5 0.8 16 921 0.2585 253500000
24 30°C
R3 10.5 0.6 12 94.1 0.2695 264500000
Control 1 10.5 4 181 60.4
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Control 2 10.5 3.5 177 65.3

R1 10.5 0.9 18 91.1 0.255 250000000

R2 10.5 0.7 14 93.1 0.259 254000000

30 30°C R3 10.5 0.5 10 95 0.27 265000000
Control 1 10.5 3.8 175 62.4
Control 2 10.5 3 174 70.3

Nota. Elaboracion propia.
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