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RESUMEN

En el presente trabajo se describe el aislamiento y seleccion de cepas bacterianas del género Pseudomonas en medios cetrimida, acetamida y
agar king B, a partir del efluente del proceso de cianuracion y del depésito de relaves de la Planta de Procesamiento de Mineral Aurifero, Caraveli —
Arequipa. Posteriormente, se realiz la adaptacion en medio minimo mineral modificado (M9M), a diferentes concentraciones de cianuro de sodio,
para evaluar la tolerancia y la degradacion del radical CN-.

Los resultados de las siembras en distintos medios nutritivos permitieron observar cambios en la coloracion con viraje de transparente claro a rojo
intenso en medio acetamida y de transparente a verde fluorescente en medio agar king B, revelando la presencia de la bacteria P. pseudoalcaligenes.
De manera similar, durante el proceso de adaptacion de una cepa cuya poblacién celular inicial fue de 2.0E+06 UFC/mL, en medios suplementados
a 50, 100, 150, 200 y 250 ppm de cianuro libre, a las siguientes condiciones: temperatura de 30°C, pH de 10.5, agitacién a 150 rpm y en un periodo
de 72 horas; se observaron, que las cepas presentes en los medios de 50 y 100 ppm de cianuro libre, presentan resistencia y muestran crecimiento
y, contrariamente las cepas en mayor concentracion de cianuro, muestran limitada accion de crecimiento y adaptacion.

Palabras claves: Adaptacion, aislamiento, efluentes de cianuro, mineral aurifero, P. pseudoalcaligenes

ABSTRACT

This work describes the isolation and selection of bacterial strains of the genus Pseudomonas in Cetrimide, Acetamide and King B Agar media, from
effluents of the leaching process and from the tailings deposit of the gold ore processing plant, Caraveli - Arequipa. Subsequently, the adaptation was
made in Modified Mineral Medium (M9M), to different concentrations of sodium cyanide, to evaluate the tolerance and degradation of the CN- radical.

The results of sowing in different nutrient media allowed us to observe changes in coloration with a change from clear to intense red in Acetamide
Medium and from clear to fluorescent green in King B Agar Medium, revealing the presence of P. pseudoalcaligenes bacteria. Similarly, during the
adaptation process of a strain whose initial cell population was 2.0Ex06 CFU/mL, in media supplemented with 50, 100, 150, 200 and 250 ppm of Free
Cyanide, at the following conditions: temperature of 30°C, pH of 10. 5, stirring at 150 rpm and in a period of 72 hours; it was observed that the strains
present in the media of 50 and 100 ppm of Free Cyanide present resistance and show growth, and on the contrary, the strains in higher concentration
of cyanide show limited growth and adaptation action.

Keywords: Adaptation, isolation, cyanide effluents, gold mineral, P pseudoalcaligenes
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I. INTRODUCCION

La accion metabolica de las bacterias del género
Pseudomonas son consideradas un paradigma clave en el
reciclado de materia organica de diversos ecosistemas;
por tanto, juega un papel importante en la mejora
y mantenimiento de la calidad del medio ambiente
(Escribano, 2016; Panay et al., 2020). Teniendo en cuenta
que la extraccion del oro y la plata se realiza generalmente
mediante procesos de cianuracion, generandose grandes
volimenes de efluentes con cianuro de forma iodnica
simple y complejo; los que al no ser tratados impactan
negativamente al medio ambiente, afectando el suelo y el
agua proximos al proceso de tratamiento y a la atmosfera,
por la emanacion de gases cianhidricos (Gordillo,
2018); requiriéndose su tratamiento en la etapa final del
procesamiento, hasta conseguir la conversion en productos
no contaminantes y que la concentracion final esté por
debajo de los limites permitidos para el vertido al medio
ambiente (Johnson, 2014; Alvillo et al., 2021).

Existen diversas técnicas para el tratamiento
de residuos que contienen cianuro, los métodos mas
abundantes son los fisicos y quimicos. Estos métodos
incluyen los procesos: clorinacion alcalino, SO2 /aire
(INCO), oxidacion con perdxido de hidrogeno, con el
acido de caro y la descomposicion biologica natural (Akcil
et al., 2003). La degradaciéon microbiana del cianuro
implica el uso de bacterias aerobicas capaces de degradar
el cianuro (Martinez & Hernandez, 2022); obteniéndose
como subproductos tipicos: diéxido de carbono, nitrégeno
gaseoso y amoniaco como subproductos tipicos (Conrado,
2014).

Los estudios en biomineria revelan que se tienen
multiples poblaciones y consorcios microbianos aislados de
diversos lugares, demostrandose la capacidad para tolerar
concentraciones relativamente altas de cianuro (hasta 300
mg/L) y también pueden degradar el cianuro contenido en
efluentes de procesos mineros (Maniatis et al., 2004). El ion
cianuro como fuente de carbono y nitrégeno es utilizado en
el metabolismo de diversos organismos tales como hongos
y bacterias. Asi, el Bacillus ipeeaterium transforma cianuro
de potasio en acido aspartico, asparagina y el didxido
de carbono libre o unido a compuestos cianurados, la P.
pseudoalcaligenes CECT534, bajo condiciones alcalinas,
consumen el cianuro y lo transforma en amoniaco y la
Fusarium solani THEM 8026 degrada el cianuro de potasio
a acido formico (Garcés et al., 2006). En el tratamiento
de soluciones cianuradas, mediante las Pseudomonas
Sfluorescens, aisladas de residuos de mineral cianurado,
se identifico un gran potencial de degradacion (Cotrina &
Mamani, 2022).

Con cepas obtenidas a partir de solucion almacenada
en un estanque de relaves de proceso de tratamiento
de mineral aurifero y sometidas a tolerancias en
Medio Minimo (M9), suplementado con diferentes
concentraciones de cianuro, se mostrd un crecimiento a
350 ppm y, en proceso de remediacion, con 50 ppm de
cianuro, se elimina alrededor del 66% al cabo de cinco
dias (Khamar et al., 2015). De otra parte, el contenido
de cianuro en aguas residuales o contaminadas con

valores de pH cercanos a 10 y principalmente inferiores,
el cianuro tiende a volatilizarse como acido cianhidrico.
El tratamiento de purificacion de aguas residuales que
contienen escaso contenido de cianuro o complejos de
ciano-metal, con cepas de P. pseudoalcaligenes constituye
una alternativa efectiva en comparacion a los métodos
fisicoquimicos disponibles (Huertas et al., 2010). Sin
embargo, la detoxificacion de cianuro también puede ser
conseguida con cepas de Rhodococcus a pH de 7 (Maniyam
etal., 2011). Igualmente, mediante cepas de Klebsiella sp.
ART]1 se logra degradar el cianuro contenido en productos
de baja concentracion, recomendandose su uso como
alternativa en el tratamiento de remediacion (Mamani et
al., 2020).

Para la degradacion de altas concentraciones de
cianuro contenido en los efluentes de procesos industriales
de pH alcalino, se tiene como alternativa el empleo de
la bacteria identificada como P. pseudoalcaligenes, este
microorganismo utiliza el cianuro libre como fuente de
carbono y energia para su crecimiento aerdbico, teniendo
como ruta de degradacion a través de cianhidrinas, sintetiza
sider6foros utilizando complejos cianurados (Sanchez,
2013; Cabello et al., 2018). El control del pH en el medio
es importante durante las etapas de aislamiento, cultivo y
adaptacion de las bacterias, teniendo en cuenta la pérdida
de cianuro por volatilizacion mediante la formacion de
cianuro de hidrégeno, que ocurre por la disminucion del
pH del medio, ello es necesario controlar para garantizar la
degradacion (Huertas et al., 2010).

El crecimiento bacteriano en medios alcalinos
cianurados, muestra la capacidad de asimilar complejos
cianuro-metalicos, nitrilos y otros derivados como el
cianato, evitando la transformacion y volatilizacion como
acido cianhidrico y haciendo que el P. pseudoalcaligenes,
tenga la posibilidad de uso en el tratamiento de residuos
industriales conteniendo cianuro (Escribano, 2016). Otro
estudio de evaluacion de la capacidad biodegradativa de
cianuro por bacterias alcaldfilas en medio minimo mineral
suplementada con distintas concentraciones de cianuro,
logra degradar eficientemente un maximo de 100 mg/L de
cianuro libre, con bacterias nativas aisladas de relaves de
procesamiento de minerales (Tuya Salas, 2014; Agurto &
Arzapalo, 2021).

Los vertidos de aguas residuales con altos contenidos
de cianuro son atribuidos a la actividad minera y a la
joyeria. La industria minera genera ingentes cantidades
de aguas residuales que ademas de cianuro contienen
arsénico, plomo, mercurio, cadmio, entre otros elementos y
compuestos toxicos. En los ultimos afos, el conocimiento
de una vasta informacion sobre la gendémica y proteica de
muchos microorganismos ha permitido la posibilidad de
disefiar mapas metabolicos y trazar las estrategias para
utilizar microorganismos en la biorremediacion (Luque-
Almagro et al., 2016). La secuenciacion del genoma de
P pseudoalcaligenes, asi como el estudio del analisis
filogenético y evolutivo y comparativo de la cepa, han
sido abordados en el desarrollo de tesis doctorales, donde
se hallaron semejanzas y diferencias en la distribucion
genética funcional y en la asimilacion de cianuro y
compuestos cianurados (Estepa, 2016).
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II. METODOS

2.1 Obtencion de muestras cianuradas

Las muestras fueron extraidas de la Planta de Procesamiento
de Mineral Aurifero que se encuentra ubicada en el poblado
de Caraveli, Arequipa, Pert, se extrajeron diez muestras
liquidas; seis, provinieron de la etapa final del proceso
de lixiviacion de mineral aurifero y cuatro, de la fosa
de almacenamiento de solucién tratada, conocida como
relavera (Figuras 1Ay 1B, respectivamente). Las muestras
fueron refrigeradas y transportadas al laboratorio (en la
ciudad de Lima), teniendo en cuenta las recomendaciones
de Ashbolth (2015). El registro de las variables; como el
pH, la temperatura y otros factores permiten predecir e
identificar el género y la clasificacion de los microrganismos
presentes (Madigan et al., 2010).

2.2 Aislamiento y enriquecimiento de las bacterias
alcalofilas

Las muestras son llevadas a un medio liquido selectivo
rico en nutrientes y luego a otro medio selectivo sélido,
proveyendo de la dilucion necesaria (Rodallega, 2015). Los
efluentes obtenidos en el muestreo fueron sembrados en
placas con medio selectivo de agar cetrimida e incubados
a 30°C durante 4 dias, para favorecer el crecimiento de
las bacterias del género Pseudomonas. El medio contiene
peptona como fuente de nitrogeno, y glicerol como fuente
de carbono y energia; ademas, contiene compuesto de
amonio cuaternario, cetrimida (bromuro de cetil trimetil
amonio) que inhibe el crecimiento de una amplia variedad
de microorganismos. Luego las colonias de bacterias se
trasladan a tubos de ensayo que contienen medio liquido de
agar cetrimida y son agitados por 24 horas y a temperatura
ambiente. El medio, que contiene cloruro de magnesio
y sulfato de potasio, también es utilizado para estimular
la expresion fenotipica de la Pseudomonas aeruginosa e
inhibir selectivamente la generacion y crecimiento de otros
microorganismos (Pretendida et al., 2013).

Figura 1

2.3. Adaptacion en medio minimo mineral
modificado (M9M)

Usando la metodologia de Tiago et al. (2004), se evaluaron
los cultivos enriquecidos, adicionando 1 mL de cultivo
en 9 mL de medio minimo liquido (M9), compuesto por
sales y extracto de levadura, esterilizados por filtracion
utilizando millipore de 0.22 pum de abertura de poro;
ademas, tamponada con buffer de carbonato-bicarbonato
0.2 molar a pH 10.5 y solucion traza de sales minerales
(Luque-Almagro et al., 2005). La cepa seleccionada cuya
concentracion celular fue 2.0x106 UFC/mL, se inoculd en
medio minimo mineral suplementado a 50, 100, 150, 200 y
250 ppm de cianuro libre (determinado por titulacion con
nitrato de plata), luego es agitada en plataforma a 150 rpm,
temperatura de 30 °C, pH 10.5 y por un periodo de 72 horas.

2.2. Aislamiento y enriquecimiento de las bacterias
alcaléfilas

Las muestras son llevadas a un medio liquido selectivo
rico en nutrientes y luego a otro medio selectivo sélido,
proveyendo de la dilucion necesaria (Rodallega, 2015). Los
efluentes obtenidos en el muestreo fueron sembrados en
placas con medio selectivo de agar cetrimida e incubados
a 30°C durante 4 dias, para favorecer el crecimiento de
las bacterias del género Pseudomonas. El medio contiene
peptona como fuente de nitrogeno, y glicerol como fuente
de carbono y energia; ademas, contiene compuesto de
amonio cuaternario, cetrimida (bromuro de cetil trimetil
amonio) que inhibe el crecimiento de una amplia variedad
de microorganismos. Luego las colonias de bacterias se
trasladan a tubos de ensayo que contienen medio liquido de
agar cetrimida y son agitados por 24 horas y a temperatura
ambiente. El medio, que contiene cloruro de magnesio
y sulfato de potasio, también es utilizado para estimular
la expresion fenotipica de la Pseudomonas aeruginosa e
inhibir selectivamente la generacion y crecimiento de otros
microorganismos (Pretendida et al., 2013).

Recoleccion de muestras en planta de procesamiento de minerales. (A) Tanque de etapa final de lixiviacion y (B) Estanque de
almacenamiento de residuo (relavera) postprocesamiento de mineral

A
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2.3. Adaptacion en medio minimo mineral
modificado (M9M)

Usando la metodologia de Tiago et al. (2004), se evaluaron
los cultivos enriquecidos, adicionando 1 mL de cultivo
en 9 mL de medio minimo liquido (M9), compuesto por
sales y extracto de levadura, esterilizados por filtracion
utilizando millipore de 0.22 pum de abertura de poro;
ademas, tamponada con buffer de carbonato-bicarbonato
0.2 molar a pH 10.5 y solucion traza de sales minerales
(Luque-Almagro et al., 2005). La cepa seleccionada cuya
concentracion celular fue 2.0x10° UFC/mL, se inoculd en
medio minimo mineral suplementado a 50, 100, 150, 200
y 250 ppm de cianuro libre (determinado por titulacion con
nitrato de plata), luego es agitada en plataforma a 150 rpm,
temperatura de 30 °C, pH 10.5 y por un periodo de 72 horas.

III. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Caracteristicas de las muestras

Serealiz6 lamedicion de algunos parametros fisicoquimicos
como pH, temperatura y concentracion de cianuro libre, los
que se presentan en la siguiente Tabla 1:

Tabla 1
Caracteristicas fisicoquimicas de los efluentes de cianuro muestreados
Tipo de Temperatura Cianuro libre
Muestra muestra PH (°C) (ppm)
1 Planta 10.5 30 560
2 Planta 10.6 30 580
3 Planta 10.5 30 560
4 Planta 10.6 30 565
5 Planta 10.6 30 560
6 Planta 10.5 30 570
7 Relave 10.3 30 530
8 Relave 10.2 30 510
9 Relave 10.4 30 560
10 Relave 10.2 30 520

Las muestras extraidas de la planta de procesamiento
presentan valores de pH y concentracion de cianuro libre
ligeramente superior en comparacion a las muestras
extraidas de la fosa de almacenamiento de efluentes
tratados, pero ambos grupos de muestras avizoran
condiciones favorables como habitat de microorganismos
alcaldfilas y entre ellas la bacteria P. pseudoalcaligenes.

3.2. Aislamiento y
pseudoalcaligenes

enriquecimiento de P.

A partir de las muestras extraidas, los ensayos se realizaron
en medio liquido de agar cetrimida en tubos de ensayo por
duplicado se obtuvieron cepas, las que se caracterizaron
macroscopica y microscopicamente y se observaron
colonias redondas, lisas, de bordes regulares y coloracion

de tonalidad verdosa o verde que indican la presencia de
cepas de P. seudoalcaligenes, y luego previa dilucion y
tincidon, se efectia el conteo mediante un microscopio
optico. Ver Figura 2. Muestra similitud en la identificacion
Gram realizada por Ortiz J.C. (2017), en la activacion de
cepa liofilizada para demostrar su actividad biodegradativa
de medio liquido cianurado.

Las muestras fueron llevadas a medio acetamida y
medio minimo mineral y en particular las muestras 5 y 6
se ensayaron en ambos medios, teniendo finalmente 12
muestras y el mismo numero de cepas bacterianas y; como
resultado, ocho correspondieron a bacilos Gram negativos;
uno a cocos Gram positivo; uno a cocos Gram negativo
y dos a bacilos Gram positivos. Tan solo en una muestra
de relavera se encuentran bacilos Gram negativas, como se
puede apreciar en la Tabla 2.

La presencia de P. pseudoalcaligenes, fue confirmada
por la siembra en agar king B y se observo la adopcion de
una coloracion verde fluorescente después de 24 horas de
incubacion a 30°C que se presenta en la Figura 3.

Con la nueva sepa de la muestra N.° 7 se evalu6 el
crecimiento en medio minimo mineral con agitacion, a
pH 10 y en un periodo de 20 horas; realizando el conteo
cada 2 horas se determind que la fase de crecimiento
exponencial ocurre entre las 8 y 14 horas aproximadamente,
incrementandose de 6.0x107 a 3.5x10® UFC/mL durante las
seis horas. El cultivo se inicia con una poblacién bacteriana
de 1.0x10* UFC/mL. La cinética de crecimiento se muestra
en la Figura 4.

Bajo las condiciones mencionadas, se revela el
ciclo de crecimiento bacteriano, observandose periodos
aproximados; la fase de adaptacion con crecimiento lento
(del dia 2 al dia 10), la fase de crecimiento exponencial (del
dia 10 al dia 14) y finalmente, un periodo de disminucion
de la poblacion a partir del dia 14.

Existen diversas técnicas clasicas de identificacion
y cultivo, hasta la obtencion de cepas puras, a nivel
morfoldgico y a nivel molecular (Sernaque et al., 2019).
La morfoldgica es una metodologia para la identificacion
de comunidades bacterianas presentes en suelos y aguas
procedentes de los procesos tecnoldgicos utilizados para la
extraccion de oro a partir de minerales.

3.3. Adaptacion en medio minimo mineral
modificado

El medio fue suplementado con soluciéon de cianuro de
sodio hasta obtener concentraciones de 50, 100, 150, 200 y
250 ppm de cianuro libre.

Se observa que las cepas vertidas en medios con 50
y 100 ppm de cianuro libre poseen resistencia y muestran
crecimiento, contrariamente a las cepas con mayor
concentracion de cianuro. En la Tabla 3, se representan
los resultados de la prueba tolerancia a diferentes
concentraciones de cianuro.

Para determinar la poblacion se efectuo la dilucion y
conteo en camara de Neubauer y también por dilucion y
sembrado en placa en medio agar nutritivo,
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Figura 2
Colonias y bacilos en la muestra 7 (efluente de fosa de relaves). (A) Aislamiento primario en agar medio cetrimida, donde se observa
colonias de coloracion verdosa. (B) Observacion microscdpica a 1000X, bacilos Gram Negativos

B
Tabla 2
Caracteristicas fisicoquimicas de los efluentes de cianuro muestreados
Muestra Codigo pH Medio Tipo de muestra Medio de cultivo Morfologia Gram
1 C1 10.5 Planta Acetamida Bacilos -
2 C2 10.5 Planta Medio mineral Bacilos +
3 C3 10.5 Planta Medio mineral Bacilos +
4 C4 10.5 Planta Acetamida Bacilos -
5 C5 10.5 Planta Acetamida Bacilos -
C5.1 Medio mineral Bacilos -
6 C6 10.5 Planta Acetamida Bacilos -
C6.1 Medio mineral Bacilos -
7 Cc7 10.5 Relave Acetamida Bacilos -
8 C8 10.5 Relave Acetamida Cocos +
9 C9 10.5 Relave Acetamida Cocos -
10 C10 10.5 Relave Acetamida Bacilos +

Nota: Las muestras del relave y el medio acetamina, permiten identificar la presencia de bacilos y cocos.

Figura 3

Cultivo de la muestra 7 en agar king B a 30°C. Crecimiento
de colonias fluorescentes confirmando la presencia de P.
pseudoalcaligenes

Arias & Sanchez & Castillo & Vega 5
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Figura 4

Cinética de crecimiento (conteo en UFC/mL mediante camara Neubauer) de P. seudoalcaligenes
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Tabla 3
Caracteristicas fisicoquimicas de los efluentes de cianuro muestreados
CN ‘mglL)
Muestra
Enriquecida 50 100 150 200 250
(Cepa)
+++ ++ + + -

Nota: - : Sin crecimiento, +: Crecimiento lento, ++: Crecimiento moderado, +++: Crecimiento rapido

IV. CONCLUSIONES

Elaislamiento y adaptacion de bacteria P. pseudoalcaligenes
se realiz6 exitosamente a partir de varias muestras de
efluente, cuyas -caracteristicas en pH, temperatura y
concentracion de cianuro fueron similares y favorables
para el desarrollo de microorganismos alcaléfilos.

El crecimiento de la bacteria en medio minimo mineral
se logra agitando a 150 rpm, a pH 10 y en un periodo de
20 horas. El conteo se realizo cada 2 horas, observandose
crecimiento exponencial en el periodo de las 8 a 14
horas aproximadamente, con incremento de la poblacion
bacteriana de 6.0x107 a 3.5x10® UFC/mL.

La cepa seleccionada cuya concentracion celular fue
2.0x10° UFC/mL, se inoculd en medio minimo mineral
suplementado a 50, 100, 150, 200 y 250 ppm de cianuro
libre, a las siguientes condiciones: temperatura de 30°C,
pH de 10.5, en agitacion a 150 rpm y por un tiempo de
72 horas; se observa que las cepas de 50 y 100 ppm de
cianuro libre poseen resistencia y muestran crecimiento;
contrariamente, las cepas con mayor concentracion de
cianuro no muestran crecimiento.

Para identificar la evolucion favorable de la bacteria
P. pseudoalcaligenes y simultdneamente, la degradacion
del cianuro libre contenido en el efluente sometido a
remediacion, se recomienda estudiar el metabolismo
bacteriano influenciado por el radical CN-, siendo este
el principal contaminante del efluente de los procesos de
extraccion de oro y plata utilizando cianuro de sodio.

La cinética de crecimiento bacteriano durante el ciclo
de vida fue dada en el periodo de 4 dias aproximadamente
(del dia 10 al dia 14); seguido del periodo o etapa de
disminucion de la poblacion; esto, atribuida a la disminucion
del pH y de los elementos nutrientes, parametros que deben
estudiarse.
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