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RESUMEN

La generacion de relaves con contenido de cianuro esta en aumento; por ello, la bisqueda de metodologias y microorganismos para contrarrestar
su impacto negativo en el medio ambiente es constante. En este estudio se utilizaron cepas de Pseudomonas pseudoalcaligenes aisladas de
efluentes del proceso de cianuracion de minerales auriferos. Inicialmente, se llevaron a cabo ensayos de tolerancia en soluciones con 250 ppm de
cianuro de sodio a diferentes valores de pH, empleando una poblacion inicial de 4.00 x 107 UFC/mL y con agitacién durante 54 horas. Se observd
una degradacion del 39,2 % de cianuro libre (CN") a un pH de 9,8. Posteriormente, se evalu6 la degradacion del CN™ durante 144 horas en medios
constituidos por soluciones de efluentes del proceso de cianuracion con pH de 10,5, una poblacién bacteriana inicial de 9.94 x 108 UFC/mL y
concentraciones de 80 a 700 ppm de CN". Los resultados mostraron reducciones de cianuro en un rango del 55,89 al 84,79 %, representadas por
las ecuaciones: y,, = -0,2393x + 73,05y y,,, = -3,6439x + 617,98, respectivamente. Por lo tanto, se determiné que la degradacion del cianuro tiene
relacion directa con su concentracion en la solucion; es decir, a mayor concentracion de cianuro, mayor es el porcentaje de abatimiento.

Palabras claves: biorremediacion, cianuracion, degradacion de cianuro, minerales auriferos, Pseudomonas pseudoalcaligenes.

ABSTRACT

The generation of cyanide-containing tailings is increasing; therefore, the search for methodologies and microorganisms to counteract their negative
impact on the environment is constant. In this study, Pseudomonas pseudoalcaligenes strains isolated from gold ore cyanidation effluents were used.
Initially, tolerance tests were carried out in solutions containing 250 ppm sodium cyanide at different pH values, using an initial population of 4.00 x
10” CFU/mL and agitation for 54 hours. A degradation of 39.2 % free cyanide (CN") was observed at pH 9.8. Subsequently, CN" degradation was
evaluated for 144 hours in media consisting of cyanidation process effluent solutions at pH 10.5, an initial bacterial population of 9.94 x 108 CFU/mL
and concentrations of 80 to 700 ppm CN". The results showed cyanide reductions ranging from 55.89 to 84.79 %, represented by the equations: y,,
=-0.2393x + 73.05 and y,,, = -3.6439x + 617.98, respectively. Therefore, it was determined that the degradation of cyanide is directly related to its
concentration in the solution, the higher the concentration of cyanide, the higher the percentage of abatement.

Keywords: Bioremediation, cyanidation, cyanide degradation, gold ores, P. pseudoalcaligenes.

Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Facultad de Ingenieria Geoldgica, Minera, Metalurgica y Geografica, Departamento de Ingenieria Metallrgica. Lima, Perd.
Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Facultad de Biologia, Departamento de Microbiologia y Parasitologia. Lima, Peru.

Autor para correspondencia: variasa@unmsm.edu.pe - ORCID: https://orcid.org/0000-0002-7053-9656

E-mail: dloverad@umsm.edu.pe — ORCID: https://orcid.org/0000-0003-2815-0716

E-mail:_ismael.molina@unmsm.edu.pe — ORCID: https://orcid.org/0009-0001-8608-2291
E-mail: tlibior@unmsm.edu.pe - ORCID: https://orcid.org/0000-0003-3853-2128

o o T ® N

© Los autores. Este articulo es publicado por la Revista del Instituto de investigacion de la Facultad de minas, metalurgia y ciencia
geograficas de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Este es un articulo de acceso abierto, distribuido bajo los términos de Ia|

licencia Creative Commons Atribucién 4.0 Internacional (CC BY 4.0) [https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.es] que permite
el uso, distribucion y reproduccion en cualquier medio, siempre que la obra original sea debidamente citada de su fuente original. Para|
mas informacion, por favor péngase en contacto con iigeo@unmsm.edu.pe



mailto:variasa%40unmsm.edu.pe?subject=
https://orcid.org/0000-0002-7053-9656
mailto:dloverad%40umsm.edu.pe?subject=
https://orcid.org/0000-0003-2815-0716
mailto:ismael.molina%40unmsm.edu.pe?subject=
https://orcid.org/0009-0001-8608-2291
mailto:tlibior%40unmsm.edu.pe?subject=
https://orcid.org/0000-0003-3853-2128

REv. INST. INVESTIG. FAC. MINAS METAL. CIENC. GEOGR. 27(54) 2024

I. INTRODUCCION

Cadaafio se generan y descargan en presas de relaves cientos
de millones de toneladas de residuos que contienen cianuro
(compuesto altamente téxico), junto con otros elementos
valiosos (Dong et al., 2021). Asimismo, se forman diversas
comunidades bacterianas, tanto cultivables como no
cultivables, de las cuales es posible aislar y caracterizar
cepas de distintos géneros, como Pseudomonas, Bacillus,
Acinetobacter, entre otros (Sernaque et al., 2019). Con el
fin de preservar el ecosistema de los efectos contaminantes,
en la naturaleza se encuentran diversos microorganismos
tolerantes a condiciones extremas, capaces de biodegradar
metales toxicos y otros contaminantes, como el cianuro
(Begum et al., 2022).

El cianuro de sodio (NaCN) es un compuesto quimico
ampliamente utilizado en las plantas de procesamiento de
minerales auriferos; en consecuencia, se generan abundantes
efluentes solidos y liquidos que contienen cianuro en
diversas formas y compuestos, los cuales producen
impactos negativos en el medio ambiente (Anning et al.,
2019; Anand & Pandey, 2022). Entre los microorganismos
destacados en la biodegradacion del cianuro se encuentran
Streptococcus sp. C33 y Bacillus sp. A74 (Marin, Ochoa
& Prado, 2010), Pseudomonas parafulva NBRC 16636
(Moradkhani et al., 2018), Escherichia coli y Pseudomonas
Sfluorescens (Martinez & Hernandez, 2022). Con el uso de
la cepa Bacillus subtilis se ha logrado degradar el 100 %
del cianuro libre en solucion sintética con 500 mg/L de
concentracion (Rosario et al., 2023).

La biorremediacion o biodegradacion involucra
reacciones que convierten el radical cianuro en moléculas
organicas o inorganicas mas simples, las cuales pueden ser
facilmente metabolizadas a amonio y diéxido de carbono o
metano (Saez et al., 2019). Muchas especies microbianas
(bacterias, hongos y algas), asi como las plantas, pueden
catalizar la degradacion del cianuro y/o facilitar la
formacion de subproductos menos daiiinos, hasta alcanzar
limites aceptables (Gurbuz et al., 2004). Existen diversas
enzimas producidas por microorganismos que emplean
el cianuro como sustrato (Gupta et al., 2010; Tuya, 2014;
Tiong et al., 2015). Todas estas opciones se presentan como
tecnologias limpias y alternativas para la proteccion del
medio ambiente (Del Carpio et al., 2007).

Varias especies microbianas pueden degradar
compuestos de cianuro en productos menos toxicos a
través de diferentes rutas metabdlicas, cuyas enzimas son
producidas por microorganismos que usan el cianuro como
sustrato. Los métodos biologicos para el tratamiento del
cianuro, ademas de ser rentables, no generan contaminacion
ambiental (Dwivedi et al., 2018). Las Pseudomonas
alcaldfilas estan siendo muy estudiadas para su aplicacion
en la remediacion de diversos efluentes, especialmente
aquellos de la mineria aurifera, donde el NaCN es utilizado
ampliamente. Por ello, es esencial definir su tolerancia a
diversas concentraciones de cianuro y a factores como el pH,
la temperatura y el tamafio del in6culo (Luque-Almagro,
2004; Khamar & Mahmudy, 2015). La identificacion
de las reacciones de oxidacion y reduccion, asi como de
microorganismos aerobios y anaerobios, ha permitido
evaluar las ventajas y desventajas de la biorremediacion de

cianuro en suelos y aguas (Gordillo, 2018). La degradacion
microbioldgica del cianuro se ha planteado frecuentemente
como una alternativa a los métodos convencionales, con
beneficios econdmicos y ambientales (Mosher & Figueroa,
1996). Alvarez et al. (2023) evaluaron el potencial de
biodegradacion del cianuro en condiciones alcalinas
utilizando una cepa nativa de Bacillus subtilis aislada de
una mina de oro. De igual forma, Alvarado et al. (2022)
identificaron varios géneros de bacterias capaces de
degradar cianuro en condiciones alcalinas.

Para contrarrestar los efectos negativos del cianuro,
existen varias metodologias y microorganismos cuya
eficacia depende de diversos factores ambientales
(Agurto & Arzapalo, 2021). Con la bacteria Klebsiella
sp. ART1 en reactores aireados se logrdé degradar hasta
el 98 % de cianuro a productos menos toxicos (Copari et
al., 2020). Mekuto et al. (2014) afirmaron que todos los
microorganismos aislados de aguas residuales con cianuro
pertenecian al género Bacillus. Asimismo, describen
la capacidad de estos microorganismos para tolerar y
degradar altas concentraciones de CN-, convirtiéndolo
parcialmente en amonio. Sin embargo, también sefialan el
efecto inhibidor sobre la degradacion del cianuro, ya que
los microorganismos prefieren utilizar el amonio sobre el
cianuro, lo cual reduce la eficacia en la biodegradacion
(Panay et al., 2020). En el estudio realizado por Cotrina
y Mamani (2022), se lograron altas tasas de degradacion
de cianuro en efluentes cianurados mediante Pseudomonas
fluorescens.

Las Pseudomonas pseudoalcaligenes puede utilizar
el cianuro y sus derivados como fuente de nitrogeno para
su crecimiento, permitiendo la biodegradacion de residuos
industriales cianurados (Luque-Almagro et al., 2016; Ibafiez
et al., 2017) y el abatimiento de cianuro en aguas residuales
de la industria joyera (Cabello et al., 2018; Ibafiez, 2019).

Il. MATERIALES Y METODO

El estudio se realiz6 con soluciones acuosas remanentes de
los procesos de cianuracion de minerales de oro y plata,
depositadas en la relavera de la Compaiiia Minera Aurifera
Cuatro de Enero S.A., ubicada en Caraveli, Arequipa, Pert
(Arias et al., 2023).

2.1. Procedencia del efluente y toma de muestra

Se extrajeron 10 muestras: 4 en puntos de alimentacion y
6 en diferentes puntos de la relavera, con un volumen total
aproximado de 30 litros. Las muestras se transportaron
siguiendo las recomendaciones de Ashbolt (2015). La
determinacion del contenido de cianuro libre se realizd
mediante titulacion volumétrica, utilizando una solucién
de nitrato de plata y yoduro de potasio.

2.2.Tolerancia de la Pseudomonas

pseudoalcaligenes activada

cepa

La evaluacion de la tolerancia se realizd en un medio
minimo M9 (Luque-Almagro, 2004), utilizado en varios
estudios previos. Khamar et al. (2015) aislaron diversos
microorganismos a partir de residuos del tratamiento
de minerales auriferos y determinaron su tolerancia en
soluciones de hasta 350 ppm de cianuro. En el presente
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estudio, se evalta la tolerancia sometiendo la cepa a un
medio minimo compuesto por 0.005 % de KoHPOa, 0.2 %
de Na>SO4, 0.003 % de NaCl y 0.1 % de MgSO+ (Morillo
y Guevara, 2015), complementado con cianuro de sodio
hasta alcanzar 250 ppm de CN™ y con valores de pH de 9.8,
10.0,10.5, 11.0 y 11.3.

Los ensayos se realizaron en matraces agitados sobre
una plataforma (Orbit Shaker) a 150 rpm durante 54 horas,
en un medio compuesto por 100 mL de M9C y 10 mL de
cepa activa, con una poblacion bacteriana inicial de 4.00 x
107 UFC/mL. Se evaluo el crecimiento de la poblacién y la
degradacion del cianuro.

2.3. Degradacion de cianuro en el efluente de
cianuracion

El conocimiento y manejo de las variables determinan en
gran medida el grado de destruccion del radical cianuro
en medios acuosos. En estudios realizados por Morillo y
Guevara (2015), se menciona que la degradacion del CN™ a
altas concentraciones es influenciada por la temperatura y
el pH, siendo muy favorable a 36 °C y a un pH de 9.5.

Los ensayos de degradacion se realizaron en matraces de
500 mL sobre agitadores de plataforma a 150 rpm, afiadiendo
200 mL de solucién de proceso de cianuracion con diferentes
concentraciones de CN™ y 20 mL de cepa activa con una
poblacion de 9.94 x 108 UFC/mL. Las concentraciones de
cianuro utilizadas fueron: 80, 235, 390, 545 y 700 ppm.

III. RESULTADOS

3.1.Tolerancia con 250 ppm de CN-

Durante los ensayos de tolerancia de la bacteria al cianuro, se
observaron incrementos en la poblacion durante las primeras
horas de contacto bacteriano, pasando de 4.00 x 107 a 2.52
x 10* UFC/mL a pH 9.8 en aproximadamente 18 horas.
Posteriormente, la poblacion se redujo progresivamente.
Este comportamiento fue similar a mayores valores de pH. A
pH 11.3 la poblacién se redujo a 6.50 x 106 UFC/mL después
de 54 horas de procesamiento. Las fases de latencia y
crecimiento estuvieron unificadas, mostrando una tendencia
al crecimiento; no se aprecio la fase estacionaria, pero si la
fase de muerte o disminucion (ver Figura 1).

La cinética de la degradacion del cianuro, por accion
de las P. seudoalcaligenes, en un medio minimo de sales,
complementado con solucién de NaCN (250 ppm), se evaluod
a pH de: 9.8, 10.0, 10.5, 11.0 y 11.3, durante el periodo de
54 horas, reduciéndose a: 152, 162, 170, 171 y a 183 ppm de
CN-, respectivamente. El control negativo (sin inoculacion de
cepa) para la misma concentracion de CN™ se llevo a cabo
a pH 10.5, observandose la degradacion del cianuro de 250
a 230 o sea una reduccion de 8 % en el mismo periodo de
tiempo.

Bajo las condiciones evaluadas, la degradacion del
CN- en el periodo de tiempo ensayado fueron de: 39.22,
35.21, 32.02, 34.07 y 27.03%, a partir de soluciones con
pH de: 9.8, 10.0, 10.5, 11.0 y 11.3, respectivamente.

Figura 1 Figura 2
Variacion de la poblacion de P. pseudoalcaligenes en un medio minimo Degradacion del CN™ por las bacterias P. seudoalcaligenes
de sales, complementado con 250 ppm de CN”
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Degradacion del CN™ por las P. seudoalcaligenes a partir de un contenido
inicial de 250 ppm, a diferentes valores de pH y durante 54 horas
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3.2. Degradacion del CN™ en efluente de proceso de
cianuracion

Para la degradacion de cianuro, inicialmente se cultivaron
las cepas en un medio minimo de sales durante 48 horas,
con la finalidad de preparar las soluciones liquidas. Las que
estaban compuestas por efluente del proceso de lixiviacion
de minerales con distintas concentraciones de cianuro,
la cepa bacteriana Pseudomonas pseudoalcaligenes 'y
ajustadas a un pH de 10.5.

En todos los casos, se observd un rapido descenso
de la poblacion bacteriana. Durante las primeras 48 horas
de tratamiento, aproximadamente el 80 % de la poblacion
inicial se perdid, alcanzando concentraciones de 2.68 x
10° y 5.40 x 10° UFC/mL en los medios que contenian
inicialmente 80 y 700 ppm de CN, respectivamente.

La cinética de biodegradacion del cianuro estd
directamente relacionada con su concentracion inicial en la

Figura 4

solucion. En la Figura 5 se observa una reduccion de 700 a
106.5 ppm, lo que corresponde a un abatimiento del 84.79
%. En el otro extremo, la concentracion disminuy6 de 80 a
35.3 ppm, con una reduccion del 55.89 %. Estos resultados
se representan mediante las ecuaciones lineales (1) y (2),
ambas con pendientes negativas.

Vg™ -3.6439x + 617.98 )

yy,= -0.2393x + 73.05 @)

En el control negativo, realizado sin la inoculacion de
la cepa bacteriana, bajo los mismos parametros, se observo
la reduccion de 700 a 614 ppm de CN™ equivalente a 12.28
% de reduccion.

La degradacion del cianuro durante 144 horas fue
de: 55.89, 76.43, 79.07, 82.36 y 84.79%, ensayados a
concentraciones iniciales de: 80, 235, 390, 545 y 700 ppm
de CN-, respectivamente.

Disminucion de la poblacion de P. pseudoalcaligenes en solucién residual de

procesos de cianuracion
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Representacion lineal del abatimiento de cianuro en efluentes residuales de
lixiviacion que contienen distintas concentraciones de CN-
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Figura 6

Degradacion del CN- en efluentes a pH 10.5

Cinética de degradacion de Cianuro Libre vs tiempo (h)
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IV. DISCUSION

Losprocesos de tratamiento fisicoquimicos permiten degradar
el radical cianuro a sus formas simples a costos relativamente
bajos; sin embargo, los métodos microbioldgicos ofrecen
alternativas altamente viables y respetuosas con el medio
ambiente (Akcil et al., 2003; Cabello et al., 2018; Alvillo
et al.,, 2021). En los residuos generados por la actividad
industrial, resulta de interés identificar nitrilasas capaces
de degradar el cianuro, ya que estas no requieren sustratos
secundarios ni cofactores para la hidrolisis de los derivados
organicos del cianuro (Park et al., 2017). Sin embargo, este
mecanismo no ha sido ampliamente abordado.

Se ha observado que la cinética mas favorable para
la degradacion del CN~ ocurre en las primeras horas de
procesamiento, como se evidencia en el estudio de Marin
et al. (2010). Este proceso, sin embargo, conlleva una
reduccion significativa de la poblacion bacteriana, que
disminuye con el tiempo, por lo que es necesario identificar
las causas de esta disminucién y buscar optimizar el
proceso. La capacidad de las bacterias para tolerar altas
concentraciones de cianuro aun no estd completamente
definida, pero se sabe que esta directamente relacionada
con el contenido de este compuesto en la solucion. Entre
las variables de interés destacan la temperatura, el pH
(Morillo & Guevara, 2015) y la concentracion de nutrientes
organicos (Moradkhani et al., 2018).

En el caso de Pseudomonas pseudoalcaligenes, la
unica fuente de nitrogeno para su actividad metabdlica
es el radical cianuro o cianato. Su degradacion implica la
identificaciéon de una enzima que facilite su hidrolizacién
y/o conversion a amonio y didéxido de carbono (Saez et
al., 2019). Los enfoques 6micos, como la gendmica, la
transcriptomica, la metabolémica y la protedomica, estan
permitiendo una mejor regulacion y optimizacion de los
procesos de remediacion (Kaur et al., 2021).

V. CONCLUSIONES

Bajo los parametros evaluados, durante el ensayo de
tolerancia de la bacteria Pseudomonas pseudoalcaligenes,
se observd que la mayor degradacion del cianuro ocurrié

a un pH de 9.8, alcanzando un 39.2 %, lo que representd
una reduccion de 250 a 152 ppm. A un pH de 11.3, la
degradacion fue del 27.0 %, reduciéndose de 250 a 183
ppm de CN~. Esto evidencia que, a valores de pH mas
alcalinos, la degradacion del cianuro libre se ve afectada.

En las distintas concentraciones de cianuro evaluadas,
el descenso de la poblacion bacteriana fue muy rapido
durante las primeras 48 horas, alcanzando valores de 2.68
x 10°y 5.40 x 10° UFC/mL en soluciones que contenian
inicialmente 80 y 700 ppm de CN-, respectivamente.
Se determind una relacion directa entre la poblacion
bacteriana y el cianuro libre, lo que sugiere una posible
autodestruccion debido al agotamiento de nutrientes
organicos en el medio.

El abatimiento del cianuro libre mostré una relacion
directa con su concentracion inicial en la solucién. En
medios con una concentracion inicial de 700 ppm, se
redujo a 106.5 ppm (84.79 % de reduccion), mientras que
en soluciones con 80 ppm iniciales, la concentracion final
fue de 35.3 ppm (55.89 % de reduccion). Representadas
por las siguientes ecuaciones: y,, = -3.6439x+617.98 y y,
=-0.2393x+73.05, respectivamente.

Por otro lado, los ensayos de control negativo
realizados a diferentes concentraciones de cianuro libre y a
un pH de 10.5 revelaron la degradacion natural del CN™. En
este caso, se registro una reduccion del 8 % en un periodo
de 54 horas y del 12.28 % en 144 horas, con una clara
tendencia a incrementarse en periodos mas prolongados y
bajo condiciones extremas.
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