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RESUMEN

La industria minera genera diferentes productos ya sea de manera directa o indirecta.
En donde los productos mineros son los concentrados obtenidos de la extraccién y
minerales obtenidos luego del proceso de refinacién. Ademas esta actividad antrépica
genera cambios en los ecosistemas y puede afectar las fuentes de agua naturales. En
el Perq, poco se sabe de los microorganismos que existen en los yacimientos mineros,

los cuales podria traer multiples beneficios en el campo cientifico como industrial.

La finalidad de este proyecto fue saber qué microorganismos acidoéfilos ferrooxidantes
existen en las muestra de mineral magnetita de Toquepala, concentrado de pirita de
Poracota y agua de mina de Quiruvilca a diferentes temperaturas (4°C, 14-20°C, 28°C).
Se utilizé técnicas aplicativas para la adaptacion e identificacion de bacterias que
habitan en ambientes similares a las muestras. Entre los 17 microorganismos
preservados se encuentran del género Acidithiobacillus spp., la especie Acidithiobacillus

ferrooxidans y levaduras.
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Acidithiobacillus ferrooxidans



ABSTRACT

The mining industry generates different products directly or indirectly. This are
concentrates obtained from the extraction, and minerals obtained after the refinery
process. In addition, this anthropic activity generates changes in ecosystems and can
affect natural water sources. In Peru, little is known of the microorganisms that exist in
the mining deposits, which could bring multiple benefits in the scientific and industrial
fields.

The purpose of this project was to know which ferrooxidans acidophilic microorganisms
exist in Toquepala magnetite ore samples, Poracota pyrite concentrate and Quiruvilca
acid mine water at different temperatures (4° C, 14-20° C, 28° C). The techniques were
used for the adaptation and identification of bacteria that have similar media to the
samples. Among the 17 microorganisms preserved are the species of the genus

Acidithiobacillus spp., Acidithiobacillus ferrooxidans specie and yeasts.
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Acidithiobacillus ferrooxidans
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l. INTRODUCCION
1.1 Antecedentes histéricos de la mineria

El Pert esta ubicado geograficamente entre la Cordillera de los Andes y el Océano
Pacifico y es reconocido a través de todo el mundo por ser un pais muy diverso en flora
y fauna, por su infinidad de recursos y materia prima, por su diversidad climatica y esto
es debido a diferentes eventos geoldgicos y geograficos que han permitido al pais
poseer una gran variedad de recursos minerales que son una gran fuente de materias

prima.

Los recursos minerales han sido aprovechados desde épocas pre-hispanicas segun
evidencia histérica, donde la metalurgia ha estado vinculada a los habitantes del antiguo
Perl. Segun Daniel Lovera (1) en el pais existe una tradicion vinculada a la metalurgia
desde hace mas de 10 mil afios, cuya finalidad era el desarrollo de herramientas para
la recoleccién, la caza y la pesca asi como para fines religiosos y artisticos. Entre las
técnicas que llegaron a desarrollar para procesar los minerales y obtener objetos se
encuentran: la fundicion, aleacién, laminacién, soldadura. Esta ultima técnica se aprecia
en la creacion de joyas e instrumentos mediante el uso de oro, cobre y plata encontrados

en los restos arqueoldgicos del sefior de Sipan, cultura Moche (2).

Durante el periodo colonial, la explotacién minera entra en apogeo porque se descubren
mas yacimientos y se convierte en la actividad econdémica principal, siendo la plata el
mineral mas explotado (2). Esto dio lugar a la sobre explotacion de los yacimientos
mineros y, lamentablemente, de los pobladores indigenas que fueron obligados a
realizar trabajos forzados en condiciones deplorables, que llevé a una drastica reduccion
de la poblacién nativa (3). Durante la época colonial se empieza a experimentar con la
hidrometalurgia, que es una técnica para extraer metales como el cobre mediante el uso
de soluciones liquidas provenientes de la mina y a fines de siglo XIX, se empieza a
realizar los primeros ensayos en lixiviacibn empleando cianuro para el tratamiento del
oro (1).

1.2 Etapas de la actividad minera
En la actualidad, la actividad minera se desarrolla en las siguientes etapas:

1) Cateo, consiste en el estudio e identificacion del posible yacimiento pero de

manera muy superficial.

2) Exploracion, que radica en un estudio mas profundo de la zona y del futuro

impacto ambiental mediante el uso de herramientas mas avanzadas.



3)

4)

5)

6)

Estudio técnico econdémico y de factibilidad, que consiste en hacer una
aproximacion del presupuesto de los futuros gastos y ganancias. A partir de esta
etapa, ya se entra en contacto con el yacimiento minero por lo que el siguiente

paso a dar es la explotacion.

La explotacion consiste en la extraccion del mineral y depende del tipo de mina;
gue puede ser mina subterranea o superficial (3). Las rocas obtenidas pasan por
un par de procesos de reduccion de volumen que son el chancado y la molienda.
La primera, reduce las rocas de manera uniforme a casi media pulgada y la otra

fase reduce ain mas las rocas mediante el uso de molinos especiales.

La flotacion es una técnica de concentracion que permite la separacion de los
minerales valiosos del resto mediante el uso de reactivos y espumantes. Los
minerales hidr6fobos se adhieren a las burbujas y los hidrofilicos al agua y se
mantienen en el fondo. Esto permite que se recupere de una 80-90% del mineral
objetivo. El limitante en este proceso es gran uso de agua, asi que en la

actualidad se trata de reciclar el agua usada.

Procesamiento o concentracion, la cual se da al mineral obtenido para producir
una mayor concentracion de los elementos valiosos y se da principalmente

aplicando la pirometalurgia o la hidrometalurgia (4):

a) La pirometalurgia es el método mas usado histéricamente y se caracteriza por
el gran uso de energia ya que necesita altas temperaturas para purificar al
mineral. El proceso generales el siguiente: secado de concentrado, tostacion,
fusién para separar fases, conversion de la fase sulfurada y pirorrefinacion de la
fase metdlica (5).Esta técnica es muy usada para la obtencion de hierro, niquel,
estafio, oro y plata. Aunque es una técnica muy contaminante ya que genera

gases toxicos como SO,y CO..

b) La hidrometalurgia es un método que consiste en emplear agentes
solubilizantes en los metales, que permiten la posterior recuperacion del mineral
deseado. Se emplea principalmente para la obtencién de sulfuros y
concentracién de oro y zinc. El procesamiento principalmente es mediante la
lixiviacion. Proceso por el cual el mineral luego de pasar por la molienda o
flotacién, es puesto en pilas donde se le agrega agua acida por aspersion y asi
empiece el mineral a disolverse. La finalidad de la lixiviacién es solubilizar los
metales y separar el de interés del resto. La ventaja es que necesita menos
energia pero se utiliza medios muy acidos que sin un buen manejo pueden ser

desechados al medio ambiente. En el mercado existen varios agentes

5



solubilizantes quimicos de diferente composicion pero también se puede
emplear bacterias y denominar el proceso como lixiviacion bacteriana.
Finalmente el metal obtenido es purificado mediante el uso de electricidad

usando un catodo, aumentando la pureza del metal.

1.3 Derivados de la actividad minera

La mineria y el proceso metallrgico generan elementos directos e indirectos durante de

los cuales mencionaremos a tres que son: Mineral, concentrados y agua de mina.

a)

b)

El mineral, es un elemento homogéneo y se caracteriza por su composicion
guimica y sus propiedades fisicas definidas debido a un agrupamiento a nivel
atomico. Sus propiedades son predecibles y constantes. Bajo buenas
condiciones posee una estructura cristalina definida (6). De manera natural se
encuentra disperso en la corteza terrestre y es por el proceso metallirgico donde
esta mayor contraccion y pureza.

El concentrado, es un producto a nivel intermedio del proceso metallrgico, que

se caracteriza por ser fino y heterogéneo que depende de sus componentes

minerales. Es resultado del proceso de concentracién de minerales (molienda).

Dentro de este producto existe el concentrado “bulk” que es un concentrado que

se caracteriza por tener mas de un metal con valor comercial, debido a procesos

de separacion y concentracién. Luego estos metales son extraidos de los
concentrados mediante procesos pirometallrgicos e hidrometallrgicos en las
fundiciones y refinerias.

El agua acida puede tener dos origenes:

1) De manera natural llamado Drenaje de Roca Acida (DRA) donde el acido
sulfurico se produce cuando los sulfatos de las rocas son expuestos al aire o
agua por ejemplo un rio subterraneo o filtraciones. Se caracteriza por tener
un pH menor a 7, lo cual es nocivo para la mayoria de seres vivos
multicelulares (7). Estas soluciones son calientes por las reacciones
exotérmicas de oxidacion de los sulfuros metélicos. el metal predominante
en este tipo de rocas es la pirita (FeS>) (21).

2) El Drenaje Acido de Mina (DAM) que posee similares caracteristicas al DRA
pero con intervencién del hombre, como la mineria, que magnifica el area de
exposicion. La formacién de este también se da por entrar en contacto con
minerales sulfurosos, y a la vez por la accién catalizadora de bacterias. Este
tipo de solucién, es mucho més acida y toxica de lo que se puede generar

de manera natural, y es debido a la disolucién de minerales sulfurosos como



la pirita, arsenopirita, calcopirita, esfalerita y marcasita (8) que se encuentran

en los yacimientos mineros. Ademas se encuentra una gran diversidad de

microorganismos que habitan estos ambientes, incrementando la formacion

del DAM, el cual puede convertirse en un problema medioambiental (21).
1.4 Metabolismo de las bacterias quimiolitétrofas

Las bacterias quimiolitétrofas son aquellos organismos autétrofos que obtienen energia
a partir de la oxidacién de compuestos inorganicos y utilizan el CO, como fuente de
carbono por el ciclo de Calvin. Por ejemplo para la oxidacion de hierro, las bacterias
como el Acidithiobacillus ferrooxidans usan el hierro ferroso como donador de
electrones, a pH 2, ya que a esta acidez el hierro es mas estable y no tiende a la
oxidacion espontanea y como aceptor de electrones al oxigeno. La oxidaciéon comienza
en el periplasma celular donde la proteina rusticianina oxida el hierro ferroso (+2) a
hierro férrico (+3). Para la fijacion de CO- se necesita NADH el cual se obtiene mediante
las reacciones de transporte inverso de electrones pero el consumo de energia es muy
elevado. Pero se genera poca energia y materia celular por lo tanto se debe oxidar

grandes cantidades de hierro para obtencion de mayor biomasa.

Para la oxidacion de compuestos reducidos del azufre, los donadores de electrones
son: sulfuro de hidrégeno, azufre elemental o tiosulfato. Esta oxidacion se da por etapas,
siendo el producto final el Sulfato (SO2,) y se genera H*, lo cual reduce el pH, como por

ejemplo ante la presencia del microorganismo Acidithiobacillus thiooxidans (72).
15 Lixiviacion Bacteriana en Peru

Existen bacterias que de manera natural oxidan y lixivian minerales sulfurados. Al utilizar
a estos microorganismos en la metalurgia, se implementa la biolixiviacion como medida
de biorremediacién (11). Esta tecnologia pertenece a la rama de biomineria, que
consiste en una serie de reacciones quimicas y biolégicas (sintesis de ATP) para
disolver y hacer mas solubles a minerales de mayor valor mediante microorganismos
bacterianos que oxidan minerales sulfurados como fuente de energia. Esta tecnologia
fue aplicada como una alternativa de solucién a la problematica ocasionada a partir de
los relaves que deja la lixiviacién tradicional y que contamina seriamente la tierra y agua
de rios o lagos. La ventaja es que se requiere poca inversion y energia (12). Porque los
microorganismos son capaces de sintetizar sus componentes celulares a partir del CO;
(13). La desventaja es el largo tiempo que demora el proceso. La aplicacion de esta
tecnologia en el Perld se viene aplicando desde los noventa aproximadamente. Por
ejemplo, en Tamboraque para tratar los minerales arsenopirita y pirita aurifera contenido

en los depositos de relaves, también es aplicada de manera combinada con la lixiviacién



guimica en Toquepala por la minera Southern Peri Copper Corporation y en Cerro
Verde en Arequipa (14).

1.6 Biodiversidad

La biodiversidad consiste en la variabilidad y variedad de todas las formas de vida que
puede ser a nivel multicelular como también unicelular. En esta categoria se encuentran
no solo las bacterias sino también hongos, protistas y virus. Estos microorganismos
tienen una larga historia evolutiva, y fueron las primeras formas de vida en la Tierra de
las que se tiene reporte. Las cianobacterias aparecieron hace mas de 3.5 mil millones
de afios y son los seres vivos mas abundantes y este tipo de microorganismos son los
gue han permanecido por mas tiempo en el planeta. Esta longevidad y permanencia es
debido a su larga historia evolutiva y rapida adaptabilidad que se demuestra en su gran
diversidad genética, metabdlica y morfolégica (15). En la actualidad, muchos
medicamentos y enzimas son elaborados por microorganismos y estos no solo han
salvado vidas sino han traido muchos beneficios econémicos.

A pesar de este interés, poco se sabe de la gran diversidad de las especies microbianas,
y el rol del que forman parte en el ecosistema. Segun Locey y Lennon (16), quienes
realizaron una prediccion matematica para saber la cantidad de especies microbianas,
lograron estimar que existen de 10! a 10'? especies microbianas total, de las cuales
solo 10* han logrado ser cultivadas y de las que se logran catalogar, muchas veces han

sido detectadas solo dos veces.

La comprensién actual de la ecologia y de la diversidad microbiana es muy limitada.
Incrementar las investigaciones en diversidad permitiria por ejemplo, la rehabilitacion de
las zonas deforestadas o0 mejora de un campo de cultivo, ya que al tener un
conocimiento de las bacterias del suelo podriamos entender la simbiosis entre una
bacteria y una planta, y el aporte nutricional que le proporciona y mejorar las
caracteristicas del cultivo (17); también en la biorremediacion como alternativa de
limpieza del medio contaminado usando bacterias. Otra aplicacién seria la biolixiviacién
para la obtencion de minerales en un estado mas concentrado pero sin el uso de
elementos quimicos téxicos que contaminan al medio ambiente y para un pais como el
Perud, aun hay mucho camino por recorrer pero se puede empezar por la investigacion
de la diversidad de la vida microbiana y asi establecer colecciones de los

microorganismos sacando provecho de nuestra diversidad geogréfica.

1.7 Bacterias presentes en los minerales
Los procariotas son los seres mas abundantes en la Tierra y han logrado establecerse

en cada rincon de ella, sin importar las condiciones extremas que pueda presentar el



ambiente. Por eso se destaca la gran diversidad de arqueobacterias y bacterias y el
importante aporte que realizan a los ecosistemas asi como también a la humanidad.

En el ambiente donde se encuentra el hierro y por ende sus variantes oxidadas, se
encuentran las bacterias oxidantes del hierro que son litétrofas que se caracterizan por
obtener su energia a partir de la oxidacion del hierro. Por lo tanto es muy comun
encontrar este tipo de bacterias en minas donde se extrae minerales sulfurados (8).Entre
los géneros mas comunes de bacterias tenemos Acidithiobacillus spp, Leptospirillum
spp, Acidimicrobium spp. , Sulfobacillus spp.,Ferrimicrobium spp. y Thiomonas spp.

El género Acidithiobacillus spp. Incluye a las proteobacterias quimiolitétrofas ya que
usa compuestos inorganicos como donadores de electrones pero también son
autotréficos porque transforman el CO, en material celular mediante las reacciones del
ciclo de Calvin. Dentro de los Acidithiobacillus tenemos entre otros 4 especies
ferrooxidantes: Acidithiobacillus ferrooxidans, A. ferrivorans, A. ferridurans, A. ferriphilus

A. Thiooxidans (oxidante de azufre) y A. caldus (crecimiento a 50°C).

La especie mas estudiada es Acidithiobacillus ferrooxidans proveniente de drenajes
acidos, del cual se tiene registro de su aislamiento en 1950, aunque su estudio data
desde 1920. Los investigadores Colmery Temple (18) describieron que esta bacteria se
caracteriza por ser un bacilo recto Gram negativo, perteneciente al grupo filogenético
gamma. Se desarrolla en un medio acido y posee la capacidad quimiosintética de oxidar
compuestos de azufre a 4cido sulftrico y de hierro a ion férrico. Siendo el oxigeno el
aceptor de la mayor parte de los electrones, por lo que otra caracteristica por la que
destaca es por ser aerbbica. Los factores que influyen en la respuesta de los
microorganismos encargados de la biolixiviacién segun Pradhan et al. son: pH (1.5),
oxigeno y diéxido de carbono, nutrientes, fuente de energia, luz, temperatura (25-35°C),
presencia de inhibidores, potencial redox (Eh) y tamafio de particula; pero pueden variar
segun el tipo de microorganismo (19). Por su actividad metabdlica el Acidithiobacillus
ferrooxidans genera acidificacion del medio en el que se encuentra, asi como también
se caracteriza por un largo tiempo de crecimiento (Tiempo generacional: 52 horas
aproximadamente). Crece en medios sélidos como Feo y FeSo(20). Las colonias en
medio Feo se caracterizan en ser pequefias o grandes de color bronce (Oxido naranja
marrén), su forma es variable ya que puede ser de borde entero, irregular: estrellada o
anillos concéntricos (21). Mientras que las colonias que crecen en el medio FeSo,
mantienen una caracteristica menos variable porque son muy pequefias (0.5-1.0mm) y
son de color anaranjado marrén. Asimismo se han descrito recientemente otras

Acidithiobacillus ferrooxidantes.



La especie Acidithiobacillus ferrivorans se caracteriza por tener bacilos Gram
negativo moviles, pero sin formar endosporas. Su pH éptimo es de 2.5 y no es muy
tolerante a pH mas bajos, su temperatura ideal de crecimiento es de 30°C. Es un
anaerobio facultativo. Las colonias crecen mejor con hierro que con sulfuro. Estas
colonias crecen tanto en medio Feo como en FeSo, se caracterizan por ser largas
(>1mm) con apariencia de un huevo frito. Poseen un color anaranjado al principio pero
al madurar estas se ponen opacas y de color crema. Su tiempo de duplicacion es de 32
horas y tienen una fase lag muy larga antes de crecer con tetrationato. Puede tolerar a
minerales como zinc y cobre. Una caracteristica también importante es que es
psicrotolerante (4-10°C) (23).

La especie Acidithiobacillus ferridurans, fue aislado el 2013 mediante pruebas
genéticas. Se caracteriza por su tolerancia al &cido por lo que su crecimiento se da con
el hidrégeno como Unico donador. Tolera altas concentraciones de hierro y a otros
elementos como aluminio, cobre, niquel, zinc y molibdeno. Es un quimiolitétrofo
obligado, mesofilo, crece con oxigeno y extracto de levadura (24).

La especie Acidithiobacillus ferriphillus fue aislado el 2016, se caracteriza por ser un
bacilo mévil Gram negativo que no forma esporas. Es un quimilitotrétofo obligado,
anaerobio facultativo y mesofilo, siendo su temperatura 6ptima 30°C. Es un acidéfilo
extremo, siendo su pH oOptimo 2.0. Podria ser psicrotolerante (5°C). Crece con hierro
ferroso y sulfuros reducidos o tetrationato de potasio. Sus colonias crecen en medios
sélidos como Feo y FeSo, estas son pequefas y anaranjadas (25).

La especie Acidithiobacillus thiooxidans es otra bacteria aciddfila y aerobia que fue
aislada en 1949 (22). Es un bacilo mévil Gram negativo, cuya temperatura 6ptima va
entre 28-30°C pero puede crecer a menor 0 mayor temperatura. Crece en medios
sélidos como FeSo y en medios liquidos con tiosulfato porque puede oxidar azufre. Sus
colonias son de menor tamarfio (0.8 mm de diametro) y son de color blanco o amarillo
muy claro. Una caracteristica es que puede reducir el pH del medio a 0.5-0.8. La

La especie Acidithiobacillus caldus, es un bacilo Gram negativo. Crece con tiosulfato,
tetrationato, azufre, sulfuro e hidrégeno molecular. Crecimiento mixotréfico con
tetrationato y glucosa o extracto de levadura. Las colonias en agar con tetrationato son
pequenfias, circulares y convexas, lisas y transparentes con precipitado de sulfuro en su

centro. Su crecimiento es 6ptimo entre las temperaturas de 32-52°C y pH: 1-3.5 (26).

El género Leptospirillum spp. representa a una parte de la poblacion hierro ferroso
oxidantes y se caracteriza por ser un quimiolitétrofo que solo metaboliza hierro ferroso

y pirita. Su mayor caracteristica es la forma de vibrio o espirilo muy movil (20). Ademas
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tiene un pH optimo de 1.5 y es Gram negativo .Pueden crecer tanto en medio sélido Feo
como en FeSo.

La especie Leptospirillum ferrooxidans en medios sélidos como Feo se caracteriza
por su definido color naranja, borde entero y pequefio tamafio (20). Es un mesodfilo ya
gue su crecimiento es abundante a temperaturas mayores a 20°C

La especie Leptospirillum ferriphilum se caracteriza porque sus colonias son
redondas, de color amarillo y superficie suave. Su pH éptimo va de 1.4-1.8. Es un
termdfilo moderado, siendo 40°C la temperatura optima de su crecimiento pero puede
crecer hasta los 60°C (27).

La especie Acidimicrobium ferrooxidans que es una bacteria aciddéfila Gram positivo
y terméfila moderada cuya temperatura optima es 45-50°C y pH 2. Su crecimiento se
puede dar en cultivos mixtos y también es autotréfico con hierro ferroso o tener un
crecimiento heterétrofo con extracto de levadura(28).

El género Sulfobacillus spp. se caracteriza por los bacilos Gram positivos con poca o
ninguna motilidad y poseen esporas. Pueden ser mesdfilos o terméfilos con un rango
40-60°C y un pH entre 1.2-2.4 y también son quimiolitétrofos oxidadores de hierro.
Puede crecer en medio solido FeSo y se caracterizan por requerir de material organico.

Ademads sus colonias en medio solido tienen forma de huevo frito (21).

El género Acidiphilium spp. Es un bacilo aerobio, quimioorganotréfico, acidéfilo y Gram
negativo, ademas es mesdfilo, ya que puede crecer de manera lenta a 20°C y mas
rapido entre 35-41°C. Su crecimiento 6ptimo va de un pH de 1.9 a 5.9. No forma
endosporas. Reduce, hierro ferroso, requiere pocos sustratos organicos y el acetato de
sodio inhibe su crecimiento. Sus células tienen apariencia de bastén. (31) (32). Es

posible encontrarlas y aislarlas de cultivos de Acidithiobacillus ferrooxidans(19).

La especie Acidiferrobacter thiooxydans son bacilos Gram negativo, que forma
células Unicas sin esporas y nho tiene movilidad. Es termotolerante, siendo 38°C su
temperatura éptima. Puede crecer en medios sélidos como Feo y FeSo pero se
desarrolla mejor en medio liquido porque es autotréfica por la oxidacién de hierro ferroso
y por la oxidacion de azufre elemental, sulfuro y tetrationato. Sus colonias son de color

anaranjado muy pequefias y de borde entero (33).

La especie Ferrimicrobium acidiphilum es una actinobacteria aislada el 2009 y sus
células son bacilos en cadena. Es un heterétrofo cuyo pH 6ptimo oscila entre 1.4-2.0 y
su temperatura 6ptima es de 35°C .Posee la capacidad de oxidacion para hierro ferroso
y necesita de glicerol, acido citrico y acido glutamico. Oxida hierro y pirita. Crece con

extracto de levadura y su morfologia es de un huevo frito de 1-3mm de diametro con
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depdsito de Fe en el centro, de apariencia gelatinosa en medio solido de Feo. Esta
especie ha podido ser aislada en USA, Reino Unido, Espafia y China (34).

El género Thiomonas spp que se caracteriza por ser un bacilo corto Gram negativo
gque no forma esporas pero posee un flagelo polar. Es una beta proteobacteria
mixotréfica que crece en azufre y sulfuros pero no oxida hierro. Tienen un buen
crecimiento en medios s6lidos como FeSo. Su temperatura 6ptima es entre 30-36°C
pero puede crecer a 50°C y pH esté en el rango de 3-6 (35).

1.8 Identificacion y descripcion del problema

A pesar de la gran diversidad en flora y fauna por la cual se reconoce al Perq, el
conocimiento de los microrganismos y sus interacciones con el ambiente, es decir la
ecologia microbiana, es aun limitado. Por lo tanto, es importante conocer la actividad
microbiana, mediante los procesos metabdlicos que los microorganismos desarrollan y
también la diversidad microbiana, la cual se desarrolla mediante la identificacion y
cuantificacién de los microrganismos. Para poder llevar a cabo estudios de ecologia
microbiana en ambientes mineros, es importante utilizar métodos de cultivo para

aislamiento selectivo y de identificacion de los microorganismos deseados (36).
1.9 Antecedentes existentes

Las bacterias aciddfilas ferrooxidantes han sido estudiadas desde hace mas de un siglo
y cuando se pudo aislar al Thiobacillus thiooxidans en 1921 (37) y al Thiobacillus
ferrooxidans en 1950 (38), se cred un gran interés cientifico ya que esto evidenciaba la
existencia de microorganismos en ambientes tan extremos como la acidez del suelo o
el agua, trayendo asi nuevas posibilidades en el desarrollo de la biotecnologia. También
porque se trataba de lugares donde el hombre esta presente como es el caso de las
minas, lo que hizo que esta industria muestre un cierto interés econémico ya que se
trataba de microrganismos que podrian hacer procesos, como lixiviacion, con poca
demanda de nutrientes. Todas estas razones y posiblemente el hecho que con el tiempo
se aislaron mas bacterias como Thiobacillus albertis (39, 40) o Leptospirillum
ferrooxidans (41), hicieron que el interés en las bacterias acidéfilas se incremente. Pero
para poder identificar y conocer la variedad a este tipo de microrganismos, primero se

debid ingeniar medios de cultivos que puedan realizarse en un laboratorio.

En principio, la mayoria de los microorganismos fueron identificados y mantenidos en
medios liquidos con partes pequefias de sulfato de amonio, sulfato de magnesio, fosfato

de potasio y/o cloruro de calcio (42).

12



Entre los primeros medios de cultivos exitosos para el estudio de bacterias
ferrooxidantes fue el medio utilizado por Olli H. Tuovinen y Donovan P. Kelly (1973) o
también llamado “medio TK”, cuya finalidad fue evaluar el crecimiento del
(acidi)thiobacillus ferrooxidans. Este medio fue usado en dos versiones, la primera fue
una version liquida para adaptar y mantener las cepas. Mientras que la segunda version
fue el medio sdélido agregando agarosa pero esta no dio resultado porque hubo una
inhibicién de la cepa por el agar debido a que la D-galactosa puede ser téxica para la
bacteria o por la hidrélisis del agar (54). Otro medio de cultivo es el de Manning quien
preparé el medio ISP (hierro-sales-agar purificado) - por sus siglas en inglés- con agar
L28 purificado pero aparecieron puntos oscuros en agar luego de inocular la cepa
aunque permite el crecimiento de ferrooxidantes y heterotrofas. Otro medio de cultivo
es el de Visca et al (73), llamado: TSMI, el cual contiene sulfato ferroso y un minimo de
sales y solo permite el crecimiento de At. Ferrooxidans y su eficiencia cambiaba con la

concentracion del fosfato (20).

A partir de esto, Johnson y su equipo se dedicaron por varios afos a crear un medio
gue pueda estar compuesto de minerales, mantener un pH bajo y tener componentes
organicos a bajos niveles (20). Lograndose asi preparar los medios de cultivo sélidos
con Caldo de Triptona de Soya junto con hierro ferroso y agarosa (FeTSB) y que llevd
a llamarse “Feo” cuando esta fue realizada en doble capa (overlay en inglés). Existe
también la variante mixta la cual tenia tetrationato de potasio (FeSo) de doble capa, ya
gue la primera capa tenia un inéculo de un heterétrofo (Acidiphilum SJH), y por dltimo
el medio con agarosa lavada (WAYE). Estos medios demostraron un buen crecimiento
de bacterias acidofilas y su adaptabilidad para el crecimiento de aciddfilas sulfuro-

oxidantes en diferentes temperaturas.

1.10 Situacién legal y actual
En las dltimas décadas, la mineria se ha dividido en dos grupos de acuerdo a su
legalidad.

a) Esta puede ser formal, por la obtencion de permisos legales para la exploracion
y explotacién de minerales.

b) Mientras la mineria ilegal o artesanal, no posee los permisos, ni derechos para
realizar actividad minera. Esta se realiza en areas abandonadas, tiene como
objetivo la obtencién de mercurio y oro. Lamentablemente esta actividad, es muy
riesgosa y ha ocasionado la muerte de miles personas, sobre todo en zonas
como Madre de Dios, Puno, Ica, Arequipa y Ayacucho (3).

En general, la mineria siempre ha estado en conflicto con la sociedad, ya sea por la

sobreexplotacion a los obreros y sus pagos injustos; o también con el medio ambiente,
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por la generacion de pasivos ambientales. Esta confrontacién, estd generando un
aumento en riesgo a invertir en nuestro pais (9). Esto se videncia en las estadisticas del
MINEM! (10) del afio 2016, donde evidencia que desde el 2013 la inversién minera ha
disminuido. La solucién debe darse en varios aspectos, empezando por la busqueda de
nuevas tecnologias que reduzcan los efectos nocivos de la mineria, asi como politicas

mas a favor de la poblacién y el medio ambiente.

En la actualidad la industria minera estd muy interesada en la investigacion de
microorganismos aciddfilos nativos ya que estos podrian contribuir a la recuperacion de
metales. Porque podrian ser la alternativa mas econdémica a las usadas actualmente y
sobre todo porque al ser elementos bioldgicos su impacto ambiental seria menor. Por
ejemplo, la extraccién del oro permite la investigacion de mas microorganismos; ya que
muchas veces este mineral tan apreciado, se encuentra asociado a minerales en base
a sulfuros como la pirita y la arsenopirita; y como alternativa se necesita de
microorganismos que de manera eficiente y rentable oxiden y/o lixivien al mineral en
base a sulfuros y permitan la obtencion del oro. Solucionando los problemas de impacto
ambiental que tanto afectan a las minas, asi como la mayor recuperacion de oro.

En la actualidad la mineria sigue siendo una industria que aporta mucho a la economia
del pais, porque tiene una gran demanda en industrias como la joyeria, construccion y
tecnologia. Genera divisas, inversiones, empleo directa e indirectamente (43). Segun de
NMIC?, en sus Ultimos reportes de produccion de minerales, el Pert a nivel mundial se
encuentra entre los primeros productores de cobre, plata, zinc, plomo y molibdeno (44).
Siendo el cobre el mineral mas producido en el pais (MINEM?®) y tercero en el mundo,
después de Chile y China (COMEX?).

1.11 Proposito del estudio
Es estudiar la diversidad de bacterias hierro-oxidantes acidéfilas en tres muestras de

diferentes zonas mineras del Peru.

a) Magnetita de Toquepala: Es la primera muestra en analizar, su composicién se
basa en 6xido ferroso-diférrico (FesO4). Es un mineral de color negro con cierto
brillo metalico. Es conocido por sus propiedades magnéticas, ya que puede
atraer el hierro y al acero; y su estabilidad a altas temperaturas. De manera
natural se puede encontrar este mineral de forma masiva granular o cristalizada

y €s muy importante porgue es el mineral con mas contenido de hierro (50). El

IMINEM: Ministerio de Energias y Minas del Peru
2 National Minerals Information Center
3Ministerio de Energia 'y Minas

4Camara de Comercio Exterior del Peru.
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b)

origen de esta muestra es del Yacimiento de Toquepala, ubicado en la provincia
de Jorge Basadre, Distrito de llabaya en el departamento de Tacna, Perd a 3352
m.s.n.m. Se caracteriza por ser un lugar desierto, frio y seco. Este yacimiento se
caracteriza por la presencia de cobre y oro pero también de minerales como la
magnetita.

La magnetita, un mineral muy abundante en la tierra, esta presencia importante
de hierro genero la interrogante si la presencia de bacterias ferrooxidantes era
similar o mayor a las encontradas a las muestras con pirita. La magnetita ha sido
una muestra donde se han encontrado bacterias magnetotacticas, de amplio
estudio en la actualidad; aunque en su mayoria a estas se las han hallado en
muestras con cierto grado de humedad (45). En la actualidad ha sido demostrada
la presencia de Acidithiobacillus ferrooxidans en este tipo de muestras, y ha
surgido un gran interés en diferentes campos de la ciencia, sobre su actividad
magnetotactica (46).

Concentrado de pirita de Poracota: Es la segunda muestra a analizar. Su
composicion de hierro y azufre ya nos prevé la presencia de este tipo de
bacterias. Aunque no hay un registro oficial de las bacterias que hay en los
suelos mineros peruanos. La muestra proviene de un yacimiento minero de pirita
y plata ubicado en el distrito de Cayarani, provincia de Condesuyos,
departamento de Arequipa entre 4,200 y 4,800 m.s.n.m. Ubicado en la parte
superior de la cuenca del rio Majes y en los parajes de Poracota, Quellococha y
Perseverancia. Se caracteriza por ser una zona arida. El suelo de esta zona se
caracteriza por ser de poca profundidad, generalmente neutro y de fertilidad
media, porque hay presencia de plantas como ichu y tola. La regién donde esta
establecido el yacimiento minero se han identificado 5 unidades geoldgicas:
rocas sedimentarias del Mesozoico, rocas volcanicas del Terciario, rocas
intrusivas del Terciario, rocas volcanicas del cuaternario y depdésitos aluviales

(gravas y bolones) (53).

Agua de Mina de Cobre de Quiruvilca: es la tercera muestra en analizar
porque es uno de los contaminantes mas importantes que se genera por la
excavacion minera y el hallazgo de rios subterraneos. El agua al entrar en
contacto con los minerales como sulfuros o hierro y el oxigeno genera un cambio
en su pH, convirtiendo a esta masa de agua mas acida. El tratamiento de este
tipo de aguas es de muy alto costo y siempre es dejado de lado. El cual lo

convierte en un medio de contaminacion y puede arruinar no solo rios con los
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cuales convergen, sino también suelos y sus cultivos (47). Por lo que la
identificacion de la poblacion bacteriana de esta muestra seria de alto interés.

La muestra de agua provino de un yacimiento minero de cobre, ubicado en el
distrito de Quiruvilca, en la provincia de Santiago de Chuco, a 4008 m.s.n.m., en
la region de La Libertad, Perd. Por la zona se encuentran dos lagunas: San
Lorenzo y Callacuyan de ellas se da el inicio de los rios Moche y Chicama que
desembocan por el océano Pacifico. Quiruvilca limita por el norte con un
yacimiento de cuarzo llamado Tres Rios, limite con Huamachuco. Por el este
limita con Mundonuevo lugar también de cuarcitas y arcilla. Y por el oeste con
Callacuyan donde hay carbon. Se encuentra aproximadamente a mas de 35
kilbmetros al noroeste de Santiago de Chuco y otros pueblos, asi como esta

rodeado por los cerros de San Lorenzo, La Soledad, Chimborazo y mas (51).

El clima es frio y seco con poca diversidad en plantas y animales. Segun los
registros antiguos de la zona de Santiago de Chuco, se le provee el nombre de
Quiruvilca a esta zona minera por las palabras “quiru” diente y “vilca” sagrado
porque los afloramientos que aparecieron tenian la forma de una dentadura y
también la existencia del metal plata. La formacién de minerales de esta zona

es de origen mesotermal y epitermal sur, con presencia de oro-diseminado (52).

Con todo lo anteriormente dicho, se desea demostrar la diversidad de bacterias que hay
en estos tipos de muestras, usando el medio de cultivo mas versatil, que serian Feo y
FeSo creados por Johnson et al 1995. También determinar los parametros de la
temperatura 6ptima para el crecimiento y capacidad oxidativa de estos microorganismos
ya que existe la evidencia que a mas temperatura, mayor sera la tolerancia hacia los

metales pesados. (48).

Las bacterias lixiviantes permiten obtener metales en solucién a partir de sulfuros. Hay
mucha diversidad microbiana en las minas que permitirian implementar procesos
innovadores y queda en nosotros investigar y buscar nuevas alternativas
biotecnoldgicas. Pero antes se debe conocer, estudiar e identificar las bacterias que

forman parte de estos ambientes mineros.
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I. HIPOTESIS

Las muestras de mineral magnetita de Toquepala, concentrado de pirita de Poracota y
agua de mina de cobre de Quiruvilca poseen diversidad de bacterias aciddfilas

ferrooxidantes presentes en ellas.
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II. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Identificar la diversidad de las bacterias presentes en mineral de magnetita de

Toguepala, concentrado de pirita de Poracota y agua de mina de cobre de Quiruvilca

provistos por el Laboratorio de Biotecnologia Ambiental - UPCH.

3.2 Objetivos especificos

Aislar microorganismos acidoéfilos de las muestras.

Evaluar la capacidad de oxidacion de hierro de los microorganismos
de mineral Magnetita de Toquepala, concentrado de Pirita de
Poracota y Agua de Mina de Cobre de Quiruvilca para poder
identificarlos.

Evaluar la capacidad de oxidacion de tiosulfato de los
microorganismos de mineral Magnetita de Toquepala, concentrado
de Pirita de Poracota y Agua de Mina de Cobre de Quiruvilca para
poder identificarlos.

Evaluar el crecimiento heterétrofo de las colonias aisladas de mineral
Magnetita de Toquepala, concentrado de Pirita de Poracota y Agua
de Mina de Cobre de Quiruvilca para poder identificarlos.

Preservar las bacterias aisladas.
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\YA MATERIALES Y METODOS
4.1 Materiales
Equipos

- Balanza (AR3130 Adventurer OHAUS)

- Agitador magnético (PC 351-Corning)

- pH metro (HI 2213 - Hanna Instruments).
- Autoclave (YX-280D )

- Congeladora (Ultra Guard Freezer- BINDER)
- Membrana de papel a 0.2 pm(Whatman)

- Agitador (C76 New Brunswick Scientific)

- Microscopio (Primo Star- ZEIZZ).

4.2 Caracteristicas de las muestras

Se emplearon tres muestras diferentes: Mineral de Magnetita de Toquepala, se
caracterizo por ser una muestra solida homogénea, polvorienta y de color plomo. El
concentrado de Pirita de Poracota se caracteriz6 por ser una muestra solida
heterogénea, granulada y de color plomo verdoso. La composicién de esta muestra
dada fue de 48.0 g/t Ag, 51.39 g/t Au, 0.19 % Cu, 14.1% Fe, 15.1% S, 14.6% S.
Finalmente, se utiliz6 una muestra liquida de agua acida de una mina de cobre de
Quiruvilca, esta era incolora e inodora proporcionadas por el laboratorio de

Biotecnologia Ambiental.
4.3 Determinacién del pH inicial

El pH inicial para las muestras sélidas de Magnetita y Pirita fue determinando colocando
30g de la muestra en 100 mL de agua destilada (76). Luego, se dej6é sedimentar y se
midi6 el pH en la solucién. Para la muestra de Agua de mina de Quiruvilca, la medicién

de pH fue directo a la solucién acuosa proporcionada.
4.4 Preparacion de los Medios para adaptacion

El medio liquido para la adaptacién de las bacterias es el medio TK (54), la preparacién
fue la siguiente: Primero, se preparé la solucién A que consiste en disolver en 800ml
agua destilada, 0.5g fosfato de potasio, 0.4 g sulfato de amonio y 0.4g sulfato de
magnesio. Esta preparacién se acidifica a pH de 1.8 utilizando H,SOs 1IN vy
homogenizando con agitador magnético y un pH metro. La solucion A se esterilizé por

15 minutos a 121°C. Para la preparacion de la solucion B se mezcl6 33.4 g de sulfato
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de hierro heptahidratado con 50ml de agua &cida estéril a pH 1.8 en un matraz limpio.
A continuacion, esta mezcla fue esterilizada usando un filtro con una membrana de
papel a 0.2 ym (Whatman)-esterilizados previamente en la autoclave por 15 minutos a
121°C- con la ayuda de una jeringa hacia otro matraz estéril. Este filtrado se completo
con 150ml de agua acida estéril y cuando la solucion A estuvo a temperatura 14-20°C
se procedio a mezclar con la solucién B. Finalmente, se procedio a la distribucion en

matraces o tubos respectivamente.
4.4.1 Procedimiento de Adaptacion

Se coloc6 en un matraz 10g de la muestra de magnetita de Toquepala con 100 mL de
medio TK y 5g/L FeSos,7H,O y 5g/L tiosulfato, se procedié de igual manera con la
muestra de pirita de Poracota. Para la muestra de Quiruvilca, se agreg6 a un matraz 10

mL de agua de mina con 100 mL de medio TK'y 5g/L FeSo4-7H.0 y 5g/L tiosulfato.

Los 3 matraces se prepararon por triplicado y se coloc6é un matraz a las temperaturas
de 28°C, 4°C y ambiente (entre 14 - 20°C) y se mantuvieron en agitacion por 4 semanas.
Durante este periodo de tiempo se observo si habia coloracién anaranjada y formacion
de biofilm en las paredes de las botellas producido por la oxidacion del medio
TK).También se realizo6 tincion Gram para confirmar el crecimiento microbiano usando.
A estos matraces se les consideré como “muestra original”. Posteriormente se hizo un

repigue en los mismos medios.
4.5 Preparacion de Medios para conteo

Los medios sélidos empleados son los medios Feo y FeSo basados en la publicaciéon
de Johnson 1995 para aislar acidéfilas y ferrooxidantes. Sirven para la obtencién de
bacterias hierro y azufre oxidantes. Se hizo la siembra por triplicado y en las

temperaturas de 28°C, 4°C y a temperatura 14-20°C respectivamente.

La preparacion del medio sélido Feo (20)fue la siguiente: Primero se preparé la solucion
A, gue consistié en disolver en un matraz y la ayuda de un agitador 40ml de solucion
basal 10x (Anexo 1), 0.1 g de TSB, 0.4ml de elementos traza (Anexo 1) y 250 ml de
agua 4cida y ajustada a 2.5-2.8 pH con H.SO.. Fue esterilizado a 121°C por 15 minutos.
La solucién B, consistié agregar 2g de agar Oxoid (Tipo I) y alcohol 96° en un matraz y
se dejo estable por media hora, luego fue lavado tres veces con agua destilada hasta
gue dej6 de oler a alcohol. De esa manera se eliminaron los componentes organicos.
Luego se agreg6 100ml de agua destilada, y se procedio a esterilizar en la autoclave a
121 ° C por 15 minutos. La ultima preparacion fue la solucion C, que consistio en disolver

2.78 g de Sulfato ferroso heptahidratado con 10ml de agua acida estéril a pH 1.8 en un
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matraz. A continuacion, esta mezcla fue esterilizada usando un filtro con una membrana
de papel a 0.2 ym (Whatman) —esterilizados previamente en la autoclave por 15 minutos
a 121°C- con la ayuda de una jeringa hacia otro matraz estéril. Finalmente cuando las
dos primeras soluciones salieron de la autoclave, se dejaron enfriar un poco y se
mezclaron con la solucion C y rapidamente se plaqued. Cuando estas solidificaron, se
dejaron 24 horas para control y asi evitar posibles contaminantes.

La preparacion del medio FeSo (20) consistid, en preparar de manera semejante al
medio Feo las soluciones A, B y C y adicionalmente se agrego la solucion D. La solucién
D consistié en mezclar 0.2419 g de Tetrationato de Potasio en 10 ml de agua destilada
estéril a pH neutro y al igual que con el sulfato ferroso, se filtré6 con la membrana de 0.2

KMm en esterilidad.
45.1 Procedimiento de Conteo

Las muestras de la adaptacion fueron usadas para determinar el nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC). Para esto se emple6 el método de dilucion. Se colocaron
0.5 ml de la “Muestra original” y en 4.5 ml de caldo (1/10) Feo y FeSo y se homogenizé
en el vortex y se sembro la dilucion de 100ul por el método de dispersion en placa

correspondiente por triplicado con ayuda de una asa Driglasky.

Luego fueron incubadas en la estufa en su temperatura correspondiente y revisadas
cada semanay se contaron el nUmero de colonias presentes en cada una de las placas
cada 15, 30, 45 y 60 dias. Se procedid a revisar con ayuda de un estereoscopio y a

anotar las colonias diferentes. El nUmero de UFC se calcul6 usando la siguiente férmula:

UEC N =Vt
Vi
N: namero de colonias
Vt: Volumen de dilucion
Vi: volumen de inoculacion
4.6 Preparacion de los Medios para purificacion

La preparaciéon del medio para la purificacion es el medio Feo liquido, que consistié en
una variacion del medio sélido Feo (12) ya que no se usé un agente gelante. Para este
medio se prepararon dos soluciones. La primera, solucion A, consistié en mezclar de
40ml de solucién basal 10X (Anexo 1), 0.1g de TSB, 0.4ml de elementos traza y 250 ml

de agua destilada. Todos estos elementos fueron homogenizados en un agitador
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magnético y ajustado a 2.5-2.8 pH con H>SO4 en un matraz. Luego se esteriliza en una
autoclave a 120 ° C por 15 minutos. La solucién B en preparar fue disolver 2.78g de
Sulfato ferroso heptahidratado con 110ml de agua acida estéril a pH 1.8 en un matraz
limpio. A continuacion, esta mezcla fue esterilizada usando un filtro con una membrana
de papel a 0.2 ym—esterilizados previamente en la autoclave por 15 minutos a 121°C-
con la ayuda de una jeringa hacia otro matraz estéril. Finalmente, ambas soluciones se

mezclaron obteniendo un volumen final de 400ml y se distribuyeron a los tubos.

La preparacién de FeSo liqguido también fue una variacién del medio sélido FeSo
elaborada por Johnson 1995 (20). La solucién A consisti6 en mezclar de 40ml de
solucion basal 10X (anexo 1), 0.1g de TSB, 0.4ml de elementos traza y 240 ml de agua
destilada. Todos estos elementos fueron homogenizados en un agitador magnético y
fue ajustado a 2.5-2.8 pH con H.SO.4 en un matraz. Luego se esteriliz6 en una autoclave
a 120 ° C por 15 minutos. Ademas, se prepar0 la solucién C, que consistio en 0.2419¢g
de Tetrationato de Potasio en 10 ml de agua destilada a pH neutro. A continuacion, esta
mezcla fue esterilizada usando un filtro con una membrana de papel a 0.2 pm-—
esterilizados previamente en la autoclave por 15 minutos a 121°C- con la ayuda de una
jeringa hacia otro matraz estéril. Finalmente, las tres soluciones se mezclaron y se

distribuyeron a los tubos.
4.6.1 Procedimiento de Purificacion

En paralelo al proceso de conteo se procedio a purificar a las colonias que aparecian.
Esta técnica consiste en escoger a la colonia mejor aislada y sembrarla en esterilidad
directamente a otra placa con el mismo medio del que provenia. En algunos casos la
muestra era de consistencia muy seca y se realiz6 un paso intermedio, el cual consistia
en poner a la colonia en un tubo estéril con medio de Feo o FeSo liquido y llevarlo al
vortex para que asi este se descomponga en partes mas pequefias y se liberen los
microorganismos. Luego se sembré por estria. Pero a veces la muestra era muy
pequefia entonces se procedia a dejarlo crecer en el tubo por unos dias en su
temperatura correspondiente. Y cuando se producia cambio de color u oxidacion se

procedia a repicar la placa correspondiente.

Algunas colonias presentaron poblaciones mixtas y que no podian ser separadas por

repiques, en ese caso se utilizé el medio “H”.

Los procesos de purificacién tomaron varias etapas dependiendo de la cepa. (Ejemplo

esquema en Anexo 2).
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4.7 Preparacion de los Medios de identificacién

Se prepararon tres medios para la identificacion de las colonias puras. El primer medio

fue una modificacion del medio TK y se llamo “TK- Fe”.

a)

b)

Se preparoé la solucién A consistié en disolver en 800ml agua destilada, 0.5g
fosfato de potasio, 0.4 g sulfato de amonio y 0.4g sulfato de magnesio. Todo esto
debi6 estar a un pH de 1.8 acidificado con H»,SO4 1N mediante un agitador
magnético. La solucion A se esterilizd por 15 minutos a 121°C. La solucion B,
fue de 15g/L de sulfato ferroso heptahidratado disuelto en agua acida a pH 2 y
luego fue esterilizado en un filtro con membrana a 0.2 ym. Finalmente se
mezclaron y luego se procedio a distribuir a los tubos estériles, listos para ser
sembrados con las colonias seleccionadas.

El segundo medio fue “TK-Tio”, también estuvo basado en el medio TK. La
solucién A consistié en disolver en 800ml agua destilada, 0.5g fosfato de potasio,
0.4g sulfato de amonio y 0.4g sulfato de magnesio. La solucion A debi6 estar a
un pH de 1.8 acidificado con H.SO. 1N mediante un agitador magnético. La
solucion A se esterilizé por 15 minutos a 121°C. En esta preparacion la Solucién
B, consistid en 5g/L de Tiosulfato de sodio y fue disuelto en agua destilada a pH
4. Su esterilizacion fue mediante el uso de un filtro con membrana de 0.2 um,
previamente esterilizados en la autoclave a 121°C por 15 minutos — con la ayuda
de una jeringa hacia otro matraz estéril. Luego ambas soluciones fueron
mezcladas en el matraz mas grande y finalmente se agregé el indicador
Anaranjado de metilo (Anexo 1) y luego se procedié a distribuir a los tubos
estériles, listos para ser sembrados con las colonias seleccionadas.

El tercer y ultimo medio en ser preparado fue el medio “TK- H”. La solucién A
consistié en disolver en 800ml agua destilada, 0.5g fosfato de potasio, 0.4g
sulfato de amonio y 0.4g sulfato de magnesio. La solucion A debi6 estar a un pH
de 1.8 acidificado con H,SO4 1N mediante un agitador magnético. La solucién A
se esterilizé por 15 minutos a 121°C. Luego, la solucién B consistié en agregar
Extracto de levadura al 0.02% -cuya preparaciéon se encuentra en el anexo.
Finalmente se esterilizaron las soluciones Ay B en la autoclave a 121°C por 15
minutos y luego se procedi6é a distribuir a los tubos estériles, listos para ser

sembrados con las colonias seleccionadas.
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47.1 Procedimiento de Identificacién
47.11 Observacion

Como ya se menciond, en aproximadamente dos semanas ya se pueden observar a
simple vista las primeras colonias. Entonces el paso siguiente, es observar de manera

mas detallada la colonia, identificarlas y clasificarlas.
4.7.1.2 Macroscépica

Con un estereoscopio se procede a identificarlas por medio del estereoscopio (Beltec
Scientific) por tamafio, color y caracteristicas macro-morfoldgicas: forma (puntiforme,
circular, rizoide, irregular o filamentosa); borde (entero, ondulado, o lobulado); elevacién
(plana, elevada, convexa, crateriforme o acuminada) y superficie (lisa o rugosa, mate o
brillante, invasiva o superficial). Pero si esta no era una placa con colonias puras, se

procedia a repicarlas en nuevas placas de Feo, FeSo o H que les correspondia.
4.7.1.3 MicroscoOpica

Tiene la finalidad de distinguir a las células que conforman la colonia, es decir su forma
bacteriana y si esta compuesta de endosporas o0 capsulas. Para observar las
caracteristicas estos organismos se procedio a realizar tincibn Gram a las colonias y a

observarlas mediante el microscopio.
- Tincion Gram

Durante todo el procedimiento y las colonias seleccionadas se les hizo un frotis con una
gota de solucion salina usando un asa de siembra estéril. A continuacién fueron fijadas
con calor en las laminas correspondientes. Luego que el frotis estaba listo se procedié
a realizar la coloracién Gram. Esta consiste en cubrir la muestra con cristal violeta por
un minuto y se procede a lavarla con agua corriente. Luego cubrir la muestra con lugol,
dejandolo actuar por un minuto y se procede a lavar con agua; y se decolora con alcohol
acetonay se lava con agua corriente nuevamente. Para finalizar se cubre con safranina
por 10 minutos, se procede a lavar y luego a secar con el mechero. Con la lamina ya
lista se procede a observar la muestra en el microscopio e identificar la morfologia y la

coloracion.
4.7.1.4 Pruebas bioquimicas

Las pruebas bioquimicas permiten ayudar a la identificacién de las cepas purificadas.
Se emplearon tres medios: TK, TK con Tiosulfato (TK-TIO) (74) y TK con componentes

orgéanicos (TK-H) (41) y asi identificar su inclinacion metabdlica.
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Se les llamo “TK- Fe” a la férmula original que contiene FeSO47H,0 y permitié saber si
la colonia oxidaba hierro mediante la coloracién naranja del medio a las 2 - 4 semanas
de haber estado en incubacion en su temperatura determinada. El segundo tubo fue
“TK-TIO” que estaba preparado en base al medio TK con tiosulfato de sodio mas el
indicador Anaranjado de metilo que sirvié para identificar si oxidaba sulfatos y su
identificacion consistia en observar una coloracion rosada o amarilla de acuerdo a la
variacion de acidez ocasionada por la bacteria con la capacidad de consumir sulfatos.
Para la preparacion y guia del indicador de Naranja de metilo, se tuvo que hacer una
escala con cada nivel de pH ya que el indicador estaba en presentacién solida y se tenia

gue realizar una preparacion liquida y homogénea del indicador.

Por altimo el tubo “TK- H” para saber si la colonia consumia compuesto organicos. La
manera de identificacion consistia en que el tubo debia presentar turbiedad uniforme a
los largo del tubo. La preparacion de cada uno estos tubos se hicieron por triplicado por

cada placa purificada y en su temperatura correspondiente.

La lectura de los tubos se hizo entre 7-20 dias para observar si habia crecimiento, se
considerd la oxidacion a anaranjado para los tubos con “TK-Fe”, coloracion a rosado
(oxidacioén) o amarillo para los tubos con medio “TK-Tio” y mediante la observacién de
turbidez blanquesina para los tubos con medio “TK-H” y se verificé por fijacion Gram y
observacién al microscopio. Un recuadro de la metodologia empleada se encuentra en

el anexo.
4.8 Fungicidas utilizados

En ambos tipos de medios liquidos y sélidos se aplicaron fungicidas para eliminar la
contaminaciéon en el proceso de purificacién. Estos fueron: Itraconazol, Voriconazole,
Fluconazol y Nistatina. Estos compuestos son azoles que son un anillo heterociclico
aromatico y algunos atomos son sustituidos son reemplazados por nitrégeno,
Itraconazol y Voriconzole, son triazoles que se caracterizan por el anillo con 3 4tomos
de nitr6geno. Estos se caracterizan por una mayor capacidad de accién que los
imidazoles (Fluconazol). En principio se usé Itraconazol, que tuvo que ser preparado en
el laboratorio. Se trituré la pastilla en un mortero estéril y se disolvié en etanol para que
asi sea mas facil la administracion en los medios, la dosis fue de 2ml/L. Luego se
empled Nistatina. Este antifiingico posee una cadena ciclica de 37 &tomos de carbono
y uno de oxigeno con una D-micosamina desoxiazlUcar y un aminoglucésido. Cuya
presentacion ya estaba en solucion por lo que se usé sin preparacion previa. Mas
adelante el fungicida usado fue Voriconazole, que al igual que el Itraconazol su

presentacion es en pastilla, asi que se necesitd de una preparacion previa con etanol.
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Tanto Nistatina y Voriconazole, fueron ampliamente utilizados durante el proceso de
purificacién, debido a que la presencia de hongos no permitia el adecuado crecimiento
de las bacterias objetivo. La dosis usada fue para ambos antifingicos fue de 2ml/L.
Finalmente se us6 el Fluconazol 310ul/5ml, que también tiene una presentacion en
solucién, como refuerzo a la combinacion de Nistatina 1ml/L con Voriconazole 2ml/L
para las placas finales de purificacion Los fungicidas se usaron de manera individual y

en conjunto.
4.9 Preservacion

La preservacion de las cepas se baso en el manual de Bangor Acidophile Research
Team (BART) de la Universidad de Bangor en Reino Unido (B. Johnson, comunicacion
reservada). Las bacterias aciddéfilas crecen en medio de cultivo en densidades bajas por
eso se tuvo en un cultivo en fase media exponencial y se centrifugé. Luego se re-
suspendio6 el pellet en 930 ul del medio de sales basales para acidofilas 50x (Anexo 1)
tratando de obtener alrededor de 10° células por mililitro, y se puso todo en un crio-vial.
Finalmente se agreg6 70 ul de DMSO, se mezcl6 bien e inmediatamente se guardo en
la congeladora a -70°C. Esta preparacion se hizo por triplicado. Se realizaron repiques

de las bacterias preservadas al mes y 2 meses para asegurar su viabilidad.
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V. RESULTADOS

5.1 Determinacion del pH inicial de las muestras

La solucion de agua destilada con la muestra del Magnetita tuvo el pH inicial de 1.04.
La solucién de agua destilada con la muestra de Pirita tuvo un pH inicial de 4.6. El agua
de la mina tuvo un pH inicial fue 2.7.

5.2 Adaptacién de cepas

Las tres muestras estuvieron por un lapso de 4 semanas en constante agitacion en el
medio de adaptacion TK. Como ya se menciond, la adaptacion a estas nuevas

condiciones de crecimiento si se dio porque se observo biofilm y oxidacion del medio.
5.3 Conteo de cepas

Una vez llevada a cabo la adaptacion de las cepas, se procedio al conteo de las colonias

en cada muestra.
5.3.1 Conteo en Mineral Magnetita de Toquepala

En la Figura 1, se observa el crecimiento del nimero de las colonias en la muestra de
mineral magnetita de Toquepala, durante el periodo de 60 dias, entre las temperaturas
y los medios de cultivos respectivos. Se observé que solo las cepas del medio FeSo a
28°C mostraron crecimiento, y se dio un mayor aumento durante los Ultimos 15 dias del
periodo. En la temperatura de 4°C solo hubo crecimiento de hongo y no se consideré

en la grafica.
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MINERAL MAGNETITA (TOQUEPALA)
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FIGURA 1: Crecimiento de colonias provenientes de la muestra de mineral Magnetita

de Toquepala
5.3.2 Conteo en concentrado de Pirita de Poracota

En la Figura 2, se observa el crecimiento de las colonias en la muestra de Pirita de
Poracota, durante el periodo de 60 dias, entre las temperaturas y los medios de cultivos
respectivos. Se observé que solo las colonias del medio FeSo a 28°C mostraron

crecimiento, y este se dio durante los ultimos 45 dias del periodo.
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CONCENTRADO DE PIRITA (PORACOTA)
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FIGURA 2: Crecimiento de colonias provenientes de la muestra de concentrado de Pirita

de Poracota
5.3.3 Conteo en Agua de Mina de Quiruvilca

En la Figura 3, se observa el crecimiento de las colonias en la muestra de Agua de Mina
de Quiruvilca, durante el periodo de 60 dias, entre las tres temperaturas y los medios de
cultivos respectivos. Aqui se observa que hubo mayor crecimiento en el medio sélido
Feo a temperatura 14-20°C desde los primero 15 dias. Aunque en el medio FeSo
también hubo crecimiento, desde el principio y se incrementa luego de los 30 dias de
incubacion, este no fue tan abundante como en el medio sin Tetrationato. A los 28°C de
temperatura también se observa crecimiento de colonias en el medio Feo y se da

después de los 15 dias de incubacion.
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Agua de Mina de cobre (Quiruvilca)
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FIGURA 3: Crecimiento de colonias provenientes de la muestra Agua de mina de

Quiruvilca
5.4 Descripcion macroscoépica y microscOpica de las colonias de conteo

Como se trata de diferentes muestras, se describio a las colonias diferentes, por lo tanto
se procedid a describirlas y hacer tincion Gram. Todos los medios fueron preparados
con el antimicético Itraconazol. Las imagenes y detalles mas especificos de las colonias

se encuentran en los anexos 5, 6, y 7.

Descripcion en Magnetita de Toquepala: En esta muestra se identificaron tres
colores de colonias, los cuales fueron: mostaza, amarillo y blanco. De las cuales solo
las dos primeras, que crecieron a 28°C en medio FeSo, fueron bacterias. Mientras que

el tercer tipo de colonia, el cual crecié a 4°C, se observé filamentos de hongos.

Descripcion en concentrado Pirita de Poracota: Durante el conteo de este
concentrado, el mayor crecimiento se presenté en las placas FeSo a 28°C. En esta
muestra se identificaron tres colores de colonias de origen bacteriano, las cuales se

llamaron de color: anaranjado, translicido y mostaza.

Descripcion en Agua de Mina de Cobre de Quiruvilca: Durante el conteo de
este liquido, el mayor crecimiento en namero de colonias se presentd en temperatura
14-20°C (14-20°C). A esta temperatura se identificaron cuatro diferentes colores de
colonias: crema, rosado, anaranjado-marrén se identificaron como bacterias y una
colonias de color verde con halo amarillo que resulté ser un hongo cuando se reviso al

microscopio. Mientras que a 28°C, se reconocieron tres colores marron y anaranjado-
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marrén que crecieron en medio Feo. Ademas las colonias de color muy blanco, que se

las clasific6 como “blanco puro” y crecieron en medio FeSo.
5.5 Purificacién selectiva

El proceso de purificacion fue casi a la par que el proceso de conteo y este tuvo varias
etapas, las cuales dependen de las condiciones de cada cepa encontrada. Como ya se
menciono, hay un ejemplo del aislamiento detallado de la placa 4 A - cepa 323 del Agua
de Mina de Quiruvilca donde se aprecia como esta cepa fue repicada, llevada a caldo

liquido y finalmente fue purificada (Anexo 3).
5.6 Aislamiento

Durante el proceso de aislamiento, se pudo observar muchos organismos interesantes,
pero no todos lograron ser purificados ya sea por contaminacién o porque no volvieron
a crecer en el repique. En total, se pudo obtener 26 cepas bacterianas, 9 levaduras y

una actinobacteria.
5.7 Caracterizacion macroscépica y microscopica de las colonias purificadas

En el Anexo 4 se muestra una tabla con las fotos de las cepas aisladas y purificadas de
las tres muestras. De estas cepas, 26 mostraron caracteristicas oxidantes, es decir
mostraron la variedad de tonos anaranjados propios de la oxidacion. De esta misma
tabla, 9 cepas fueron levaduras que se caracterizaron por poseer un color crema,
aunqgue no todas eran de la misma forma. Solo se observé una posible actinobacteria
(18P).

5.7.1 Caracterizacién en mineral Magnetita de Toquepala

A 28°C, se reconocieron dos cepas oxidantes (1M y 2M) que mostraron oxidacion
positiva en la prueba de Hierro, pero dio resultado negativo para las pruebas de

oxidacién de tiosulfato y crecimiento de heterotrofos.

A temperatura 14-20°C, se aisl6 a una colonia (4M) de color anaranjado con marrén, de
apariencia amorfa esta cepa si mostré oxidacién para Tiosulfato y Hierro. La cepa 6M,
era de color amarillo, al microscopio mostré bacilos Gram negativos. En las pruebas
bioquimicas, tiosulfato y hierro fueron positivas. Lo que nos sugiere que ambas podrian

ser una especie Acidithiobacillus hierrooxidante.
5.7.2 Caracterizacion en concentrado de Pirita de Poracota

En esta muestra de concentrado de pirita se identificé nueve cepas cuya coloracion vario

del anaranjado (16P) hasta el marron muy oscuro (11P) (ver tabla 5, anexo 4), de las
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cuales solo una (16P) se puedo asilar a temperatura 14-20°C y el resto fue a 28°C.
Todas estas cepas mostraron oxidacion para hierro y algunas a tiosulfato en las pruebas
bioquimicas. Y de acuerdo a lo descrito anteriormente podria tratarse de bacterias del
genero Acidithiobacillus spp. A 28°C también se aislé levaduras de color crema muy
brillante y de diferentes formas y tamafios. Muchas mostraron oxidacion para hierro y

consumo de materia organica.

A temperatura 14-20°C, una cepa de color coral dio la apariencia ser una levadura, pero
al microscopio resulté estas conformada de bacilos grandes y chicos. Las pruebas
bioguimicas demostraron que consumia elementos organicos y oxidaba muy
ligeramente hierro. Finalmente, este medio también mostro el crecimiento de un posible

actino.
5.7.3 Caracterizacién en Agua de mina de cobre de Quiruvilca

En esta muestra, se pudo apreciar el crecimiento de cepas oxidantes a temperatura 14-
20°C y la mayoria mostré oxidacion por hierro y algunas por tiosulfato, lo cual al igual
gue las muestras de Pirita, sea de cepas del género Acidithiobacillus spp, Aunque hubo
una cepa que estaba compuesta por bacterias de forma espiral 16 A que usoé los tres
antimicéticos, por lo que se trata de un Leptospirillum spp. Otra cepa interesante a
temperatura 14-20°C son aquellas de color coral, pero a pesar del parecido en el color,
su apariencia era diversa y al momento de revisarlas al microscopio, algunas cepas
como 11 Ay 12 A (Anexo 7) mostraron esporas, ademas de bacilos Gram negativo por

tal mixtura de organismos encontrados, se les designé como colonias mixtas.

A 28°C solo se pudo purificar una cepa oxidante de hierro, pero también hay levaduras
las cuales crecieron en medio Feo (H). Una colonia de color crema y otra rosada,

crecieron en la misma placa FeSo, y ambas estuvieron compuestas de cocobacilos.

Ademas aparecié una cepa anaranjada y otras transllcidas a 4°C, pero no lograron

aislarse, ni hacer pruebas bioguimicas.
5.8 Pruebas bioquimicas

El resultado positivo de las pruebas bioquimicas se basé en el articulo de Johnson et al
2003. Para saber si era hierro oxidante se observaba formacion de hierro férrico
insoluble y viraje del medio a color amarillo-anaranjado. Para la prueba de oxidacion de
Tiosulfato (Tio) si se observaba viraje al color rosado del medio liquido con el indicador
anaranjado de metilo y finalmente para saber si la colonia consumia compuesto
organicos por su metabolismo heterétrofo (Het) entonces el resultado era positivo si se
observaba turbiedad (74).
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En la tabla 10 del Anexo 2, se muestra los resultados de las pruebas bioquimicas, para
oxidacion para hierro, tiosulfato y consumo de elementos organicos realizados a las
muestras de conteo. Solo hubo resultados de la muestra de Agua de Mina de cobre de
Quiruvilca. En la muestra de la placa A en medio Feo que creci6 a temperatura 14-20°C
fue positivo para Hierro porque se observo viraje del medio a color amarillo-anaranjado.
Las placas A, B, C que crecieron en medio FeSo a 28°C, no mostraron resultados
positivos en las tres pruebas. En las placas A, B, C que crecieron en medio Feo a 28°C,
resultaron positivas para la prueba de Hierro porque se observé viraje del medio a color
amarillo-anaranjado vy tiosulfato, porque se observo viraje de color rosado dado por el

indicador anaranjado de metilo.

La tablas de los anexos 5, 6, 7 muestran las listas de los resultados de las cepas que
se pudo aislar o purificar de tres muestras dadas. Solo se logré obtener resultado de 36

cepas.

Para la muestra de mineral magnetita de Toquepala, dos cepas a 28°C resultaron
positivas por el viraje del medio a color amarillo-anaranjado. Mientras que la colonia
verde 3M, dio positivo para Heterétrofos pero resulté ser un hongo. A temperatura 14-
20°C, las muestras 4M y 6M dieron positivo para oxidaciones Hierro y Tiosulfato.

Mientras que la muestra 5M, dio positivo para heterétrofos.

En la muestra de concentrado de Pirita de Poracota se logré realizar las pruebas
bioquimicas a 17 cepas. De las cuales la gran mayoria de ellas crecié 28°C. Donde las
colonias 7P, 8P, 12P, 13P, 14P, 15P, mostraron resultado positivo para heterétrofos y
hierro. Mientras que las colonias 1P, 4P, 5P, 6P, 9P, 10P, 11P solo mostraron viraje a
color amarillo-anaranjado a la prueba de Hierro. La colonia 3P, mostré oxidacién para
tiosulfato y hierro; y la muestra 2P resulté ser positivo para Heterétrofos. Las colonias
gue crecieron a temperatura de 14-20°C, 16P y 17P, mostraron resultado positivo para

hierro y heterétrofos.

Finalmente, solo a 16 colonias de Agua de Mina de cobre de Quiruvilca se les logré
realizar las pruebas bioguimicas. A temperatura 14-20°C, las muestras 6 A, 9 A, 10 Ay
15 A solo se les observé viraje del medio a color amarillo-anaranjado. Mientras que a
las cepas 7 A, 11 Ay 12 A, fueron positivas para Hierro y consumo de compuestos
organicos (Heteroétrofas). Las cepas 8 A y 14 A, fueron positivas para consumo de
compuestos organicos (Heterétrofos) y las cepas, 13 Ay 16 A, fueron las Unicas que
mostraron oxidacion para Tiosulfato y Hierro. A 28°C, las cepas 2 Ay 3 A, fueron
negativas para las tres pruebas bioquimicas. Mientras que la cepa 1 A dio viraje del

medio a color amarillo-anaranjado caracteristico de Hierro y las cepas 4 Ay 5 A, dieron
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fueron positivas para Hierro y consumo de compuestos organicos (Heteroétrofas). Cabe
mencionar que las colonias de las placas A, B, C, del medio sélido FeSo para conteo,
dieron resultados negativos a las tres pruebas realizadas, y no se pudieron repicar, por

lo tanto no se pudo reconfirmar sus caracteristicas.
5.9 Diversidad

Durante los eventos de conteo y purificacion, se identifico siete diferentes colores en las
muestras de mineral Magnetita estos fueron: anaranjado, mostaza, anaranjado marron,
marrén, amarillo, verde y blanco. Siendo los dos ultimos actinobacteria y hongo
respectivamente. Por la observacion microscépica, el resto es de origen bacteriano. En
la muestra de concentrado de pirita de Poracota se pudo identificar nueve colores de
cepas que fueron: anaranjado, transltcida, mostaza, anaranjado-marrén, coral, crema,
rojo, verde y blanco verdoso. Los resultados microscopicos mostraron que seis eran de
forma bacteriana (bacilos), mientras que las colonias con caracteristicas de color rojo
era un hongo por los filamentos encontrados y las colonias verdes y blanco-verdosa son
posibles actinobacterias. Mientras que las cepas de color crema, correspondia a

levaduras.

En la tabla 3, se observa la distribucion de los diferentes tipos de cepas aislados durante
los procesos de conteo y purificacion. Muestra como la muestra de mineral Magnetita
de Toquepala tiene poca variedad de microrganismos. Mientras que la muestra de
concentrado de Pirita de Poracota y de Agua de Mina de cobre de Quiruvilca, mostraron
mayor variedad de color de cepa y tipo de microorganismo, ya que las cepas de color

coral, resultaron ser levaduras.

5.9.1 Numero de cepas aisladas por el efecto del medio de cultivo por

purificacion selectiva

Cepas que se pudieron aislar por el efecto del medio de cultivo en el aislamiento de

diferentes colonias. Aungue no significa que pudieron mantenerse o realizarse pruebas

bioquimicas.
Mineral de Magnetita | Concentrado de Agua de Mina de
de Toquepala Pirita de Poracota | cobre de Quiruvilca
Feo 4 16 18
FeSo 3 0 5
Feo(H) 0 2 2

Tabla 1: Numero de cepas aisladas por el efecto del medio de cultivo segun el origen

de las muestra.
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5.9.2 Cepas aisladas por efecto de la temperatura por purificacion selectiva

Se muestra el niumero de tipos cepas que lograron aislarse/purificarse de acuerdo a la

temperatura pero no se llegaron a preservar.

Mineral de Magnetita Concentrado de Agua de Mina de
de Togquepala Pirita de Poracota cobre de Quiruvilca
28°C 3 15 5
14-20°C 3 3 12
4°C 1 0 2

Tabla 2: Cantidad de cepas aisladas por el efecto de la temperatura segun el origen de

la muestra.
5.9.3 Distribucion de las morfologias observadas

Durante la observacién microscépica se logré observar las morfologias celulares de las

gue conformaban las cepas.

Morfologias Mineral de Concentrado | Agua de Mina de

encontradas Magnetita de de Piritade cobre de
Toquepala Poracota Quiruvilca

Bacilo 6 13 20

Cocobacilos 0 0 2

Espirilo 0

Filamentos de 0 1 0

actinobacteria

Levadura 0

Macroconidias de 1 0

hongos

Hifas de hongos 3 1 2

Tabla 3: Cantidad de las morfologias celulares observadas de las cepas aisladas.
5.10 Almacenamiento de las cepas

Se realiz6 la conservacion de un total de 17 especies entre las 3 muestras estudiadas
para posibles andlisis del futuro y se encuentran en el medio DMSO a -70°C en los

respectivos crioviales por triplicado.
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VI. DISCUSION

Los microorganismos han demostrado ser los seres vivos mas abundantes y capaces
de habitar cualquier tipo de ambiente por mas extremo que sea, y la interaccion entre
microorganismo y mineral ha ocurrido en la naturaleza desde el comienzo de la vida
(55). Las muestras provenientes de mineral Magnetita de Toquepala, concentrado de
Pirita de Poracota y Agua de mina de cobre de Quiruvilca, a pesar de sus diferencias en
composicion y origen, han demostrado que comparten similitud en algunas cepas
observadas como por ejemplo las cepas: 4M de mineral de Magnetita de Toquepala,16P
de concentrado de pirita de Poracota y 15 A de agua de Quiruvilca, todas a 14-20°C y
las levaduras 14P, 15P de concentrado de pirita de Poracota con las cepas 3A, 4A 'y

5A de agua de mina de cobre de Quiruvilca a 28°C.

La aplicacién de medios de cultivos ha permitido por décadas ser la via mas eficaz para
el desarrollo de los microorganismos. Es por eso que para este proyecto se usoé los
medios sélidos Feo y FeSo para la obtencion de bacterias aciddfilas hierro y sulfato
oxidantes para procesos de conteo y aislamiento en las tres diferentes muestras (56,
57). Los medios mencionados estuvieron basados en el medio realizado por Johnson
1995 (20), quien prepard los medios utilizando a la bacteria Acidiphillum SJH, la cual
posee la capacidad de consumir materia organica y permite el mejor crecimiento de las
bacterias aciddfilas ferrooxidantes que muchas veces son inhibidas por los restos
organicos del agar. Pero en este caso no se tuvo esa bacteria y posiblemente la

ausencia de esta nos dio un poco de sesgo en los resultados obtenidos.

Segun Johnson et al 2003 (58) la técnica de plaqueo en superposicion es muy efectiva
para la enumeracion y aislamiento de microorganismos que habitan ambientes extremos
en acidez. Respecto al medio FeSo, permitio el crecimiento de colonias ferrooxidantes
y posiblemente también de cepas consumidoras de azufre pero que no se pudo
mantener ni identificar. Aun asi no se observé una gran diferencia entre las oxidantes
gue crecieron en FeSo como en Feo, tanto en conteo o durante los procesos de repigue
hubo la oxidacién del hierro ferroso (56). Pero como no todas las colonias tenian
caracteristicas de oxidantes al observarlas, se procedié a hacer una modificacion de la
preparacion de las placas Feo para asi identificarlas mejor. Por lo que ya no se eliminé
la materia organica del agar Oxoid L28 mediante lavado con alcohol. A este tipo de placa
se les llamé “H(Feo)” (Anexo 1). Los medios Feo y FeSo se modificaron en versiones

liquidas (es decir sin agar) en este proyecto para purificar a las colonias con la finalidad
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de proveer las mismas concentraciones de nutrientes a las colonias que cuando estaban

en las placas.

Las temperaturas utilizadas para este proyecto, fueron elegidas porque nos permiten
seleccionar el tipo de bacterias que existe entre las poblaciones para concentrado y
mineral magnetita. La temperatura de 28°C es la Optima en promedio de los
microorganismos involucrados en los procesos de lixiviaciéon (56). Asi también se llevé
a cabo a temperaturas de 14-20°C y 4°C, porque como se describid, las zonas donde
se encuentran los asentamientos mineros son de ambientes frios y la temperatura varia
drasticamente entre el dia y la noche y ademas porque se ha hallado evidencia de

bacterias psicrotolerantes quimiolitotrofas (59).

Con la finalidad de evitar la aparicion de hongos Aspergillus que se presencio durante
las primeras etapas, se procedié a agregar al medio sélido y liquido de Feo y FeSo el
antimicético Itraconazol porque los azoles (compuesto heterociclico aromatico, algunos
atomos son sustituidos por nitrégeno u otro elemento diferente al atomo de carbono)
afectan la membrana celular de los hongos al bloguear la desmetilacion (alfa-
demetilasa) del citocromo p450 dependiente de lanosterol y esto ocasiona la inhibicion
de la sintesis de ergosterol, ocasionando que los metilesteroles tdéxicos se acumulen en
la membrana celular y se debilite el organismo, como consecuencia el hongo ya no
crece, ni se multiplica (60, 61). Posteriormente nos dimos cuenta de la presencia de
levaduras en algunas placas, por lo cual se usé voriconazol porque es un triazol que
ademas de la capacidad de eliminar hongos filamentosos, posee la capacidad de
eliminar levaduras. Pero, no fue efectivo en su totalidad porque aun aparecieron hongos
y levaduras, posiblemente porque el medio era estos organismos adquieren
mecanismos para ser resistentes, ya sea por la modificacion del gen ERG11, el cual
codifica el 14-lanosterol desmetilasa, hay una sobre expresion del ya mencionado gen
0 hay una activacién de vias metabdlicas, aunque se le atribuye menos eficacia. Segun
Alberto Fica (75) el Fluconazol el Voriconazole, logra inhibir mejor la actividad de
candidas que el Fluconazol ya que estas adquieren o ya tienen una resistencia al
Fluconazol. Aunque se ha visto que las céandidas tienen mayor sensibilidad al
voriconzole que al Fluconazol (Peman), existe evidencia que hay fenotipos resistentes

a ltraconazol y Fluconazol que también son resistentes al Voriconazole.

Durante el proceso de identificacién microscépica, se observo que no todas las bacterias
se lograban tefiir y se procedié a extender el tiempo de accién de la safranina hasta 10
minutos. Pero al no tener la visualizacion adecuada en el microscopio se procedio a

utilizar otra técnica de coloracion, la cual consistia en reemplazar la solucion de
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safranina con el colorante fucsina y esperar 10 segundos, ya que su capacidad de
tincion era més rapida (62). Debido a esto, se uso6 Fucsina, sobre todo para las muestras
gue considerabamos puras ya que asi nos daba una mejor visualizacion de la morfologia

de las bacterias acidéfilas.

En la muestra de mineral Magnetita de Toquepala, el conteo de microorganismos fue
minimo en promedio. Posiblemente por tratarse de una muestra pura con un solo tipo
de sulfuro que reduce la diversidad de bacterias. Asimismo fue muy dificil aislar a los
microorganismos en la magnetita por la presencia de hongos. Durante el conteo de
colonias el crecimiento aumento recién a partir de los 45 dias, entonces posible mente
necesitarian mas tiempo de incubacion. Pero se pudo observar la formacién de una
singular colonia de la placa en medio FeSo placa A , a 28°C (Anexo 5- figura 6- pagina
50) de color mostaza de 2mm de diametro de circular, borde lobulado, elevacién plana
y de superficie rugosa, mate y seca; pero no pudo aislarse. Lo mismo ocurrié con las
cepas obtenidas de la muestra de Magnetita que tampoco pudieron conservarse. Pero
se logr6 identificar colonias representativas oxidantes de hierro 1M, 2M (28°C) y 4 M
(14-20°C) como los posibles Acidithiobacillus spp. O Acidithiobacillus ferrooxidans.
También un posible Acidithiobacillus thiooxidans proveniente de la colonia 6M, que
crecio en medio FeSo y mostré6 un color amarillo. A 4°C aparecieron colonias
blanquesinas (7M) tardé 150 dias pero al verlas al microscopio, resulté ser filamentos

de hongo (Anexo 5).

Para la muestra de concentrado Pirita de Poracota, respecto al resultado obtenido en
el conteo de colonias fue similar al obtenido al de la muestra del mineral Magnetita, ya
gue solo hubo crecimiento en las placas de FeSo a 28°C sobre todo después de los 45
dias de incubacién. Como ya se menciond en los resultados durante el proceso de
aislamiento y purificacion de esta muestra el mayor numero de colonias ferrooxidantes
aisladas fue a 28°C, entonces posiblemente las colonias de esta muestra en su mayoria
sean mesofilas sobretodo porque es la temperatura en que se da el proceso de
lixiviacion (56). En esta muestra se identifico la presencia de levaduras. Muchas se
caracterizaron por ser de color crema brillante y por crecer solo a 28°C. Por eso se
decidié sembrar en medio modificado llamado Feo (H) que se preparé sin lavar el agar
oxoid con alcohol, permitiendo que los componentes se mantengan y permitan un mejor
crecimiento de la levadura. Aunque existen pocos reportes de levaduras en minerales,
se sabe que forman parte también del ecosistema minero (63). Ademas Singh et al 2013,
menciona que las condiciones redox, acidez, temperatura, suplemento de oxigeno y
condiciones quimicas de la solucion oxidante cambia grandemente y la microflora nativa

se mezcla durante la actividad de lixiviacion por lo que se justificaria, por qué no todas
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las colonias lograron aislarse y posiblemente no todas las bacterias sean nativas del
mineral original extraido, sino que pudieron ser adquiridas durante el proceso del

concentrado.

La muestra de agua de mina de cobre de Quiruvilca durante el conteo de
microorganismos (Anexo 7- figura 3-pagina 58) mostré crecimiento en el medio Feo a
14-20°C que es la temperatura promedio de la zona. A 28°C, se evidenci6 la formacién
de colonias a los 15 dias, entonces es probable que exista una gran poblacién nativa de
formacion de colonias ferrooxidantes que prefieren temperaturas mas bajas. Segun
Brett & Jillian 2016 (57) existe un incremento de los hallazgos sobre la riqueza de las
comunidades que forman parte de las agua de mina y asi mas microorganismos nativos

estan siendo identificados y formando parte de las bibliotecas de genomas.

De la muestra de agua de mina de cobre de Quiruvilca, Se pudo aislar una colonia
oxidante a 4°C, nos da la idea de que podria ser Acidithiobacillus ferrooxidans (59) o
Acidithobacillus ferriphillus (25) que afirman la presencia de estas especies bacterianas
a temperatura similares, demostrando su gran flexibilidad al poder desarrollarse a una

temperatura poco habitual.

Aun asi la presencia de cultivos mixtos es esperada (58) y podria ser tomada como
ventaja (econdmica y aplicativa) para la disolucién de minerales. Asi mismo se ha podido
aislar heterétrofas como las levaduras de las muestras de concentrado de Pirita y agua
de mina de Quiruvilca y estos microrganismos podrian estar desarrollando alguin rol en
el ciclo de oxidacion para el agua de mina o en lixiviacion del concentrado de Pirita. Las
aguas de mina presentan una gran variedad de protistas pero también existen
eucariontes y juegan un rol importante en la biogeoquimica de la tierra (63). Segun lo
investigado por Orbegozo et al 2008 (64) hay poco conocimiento de las levaduras en
ambientes acidos como agua de minas, sobre todo en el Perd. A pesar de su gran
distribucion en ambientes extremos, esto también se debe a sus genes “heat-shock” que
le atribuyen una gran capacidad de tolerancia (65).La identificacion detallada de las
colonias de levaduras halladas podria traer grandes beneficios ya que poseen la
capacidad de acumular metales y usarse para tratamientos de ambientes contaminados

pesados (66).

En todas las muestras estudiadas, la presencia de hongos filamentosos fue habitual
durante los procesos y aunque son importantes microorganismos en el ecosistema

minero, el aislamiento de estos microorganismos no fue el objetivo de esta tesis.

Ademas se observé halos transparentes alrededor(coloraciéon anaranjada) de las

colonias y el resto del medio estaba oxidado (Anexo 7: Agua de Mina - 17 A). La placa
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17 A estuvo mucho tiempo almacenada y posiblemente las zonas transparentes y
anaranjadas sean producto de lixiviacion por agentes quelantes. Podria deberse a que
las bacterias estan produciendo estos agentes quelantes, que le permitan crear las
condiciones adecuadas para su supervivencia. Segun Klaus Bosecker (67) podria ser
lixiviacion heterotréfica ya que hay evidencia de que algunas bacterias y hongos
disuelvan metales mediante la produccién de agentes complejos o quelantes sobre todo
si hay oxido de hierro. Los agentes quelantes muchas veces secuestran los metales
pesados, pero también puede existir agentes quelantes producidos por una bacteria o

un hongo que pueden servir para remover la impurezas.

La identificacion y pureza de las colonias se hizo primeramente por microscopia (tincion
Gram) pero estos no revelan la diversidad filogenética, por lo que para determinar de
manera preliminar, a muchas de las colonias, se basé en la morfologia de colonias
presentada por Johnson et al. 2005 (68) cuyas imagenes ayudaron a relacionar las
colonias puras obtenidas con el medio y temperatura. Luego se hizo pruebas
bioquimicas para verificar la oxidacion de Hierro, oxidacion de tiosulfato o crecimiento
heterétrofo de manera cualitativa. Lo que nos permitié6 determinar las caracteristicas
importantes del metabolismo de estos microorganismos. Cabe resaltar que aislar un
determinado microrganismo no informa realmente la importancia ecolégica que este
tiene en su habitat natural, solo demuestra que el organismo o los organismos estaban

presentes en las muestras estudiadas (69).

Para complementar los resultados de identificacion de las colonias aisladas seria
necesario continuar con pruebas moleculares para su identificacion.

Dentro de la diversidad bacteriana presente existe una gran cantidad de bacterias que
todavia no han sido cultivadas en medios sélidos, por lo que seria importante realizar
pruebas moleculares y la identificacion de microorganismos no cultivables para poder
estudiar e identificar mejor la diversidad.Se puede emplear métodos no cultivables para
identificar microorganismos como las pruebas moleculares, que han permitido identificar
mAas microorganismos en los ultimos afos (70, 71). Como por ejemplo, podria aplicarse
la metagendmica, que permite identificar los diferentes organismos, mediante
secuencias especificas, y asi se podria determinar algunas capacidades y posibles
funciones que desarrollarian en su ecosistema (71).Entre ellas mediante el uso de genes
especificos por PCR, electroforesis en gel en gradiente desnaturalizante (DGGE), o
mediante polimorfismo en la longitud de los fragmentos de restriccion terminales T-
RFLP.

Cabe resaltar, que las técnicas de aislamiento son necesarias para poder hacer una

manipulacién directa y dirigida de microorganismos sobre todo para usos de aplicacion
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biotecnoldgica y microbiologia industrial. Porque permite tener un monitoreo mas

eficiente durante estos procesos (56) y potenciar el trabajado de investigacion.

Como resultado de este trabajo, las cepas aisladas pueden tener posible aplicacion en
el desarrollo de procesos de recuperacion de metales, biorremediacion u otros.

41



VII. CONCLUSIONES
Se identifico 4, 7 y 15 bacterias de mineral magnetita de Toquepala, concentrado
de pirita de Poracota y de agua de mina de Quiruvilca respectivamente.
Mostrando una diversidad de bacterias dependiendo de las muestras de origen.

En la muestra de mineral magnetita de Toquepala se identificé Acidithiobacillus
spp., mostrando capacidad de oxidar hierro ferroso y tiosulfato.

En la muestra de concentrado de Pirita se identifico Acidithiobacillus spp.
Acidithiobacillus ferrooxidans por mostrando capacidad de oxidar hierro ferroso

y tiosulfato.

En la muestra de agua de mina de cobre de Quiruvilca se identificd
Acidithiobacillus spp. Acidithiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum spp.
Acidiphilum spp, por mostrar capacidad de oxidar hierro ferroso, tiosulfato y

utilizar compuesto organicos.
Se preservo 17 cepas de microorganismos.

Se aisldé 9 cepas de levaduras en las muestras de concentrado de pirita de
Poracota y agua de mina de Quiruvilca las cuales fueron resistentes a los

antimicoticos usados.
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VIIl. RECOMENDACIONES
Realizar pruebas moleculares de identificacion de las cepas preservadas.

Realizar pruebas de aplicacion en procesos de lixiviacion y biorremediacion con

los microorganismos preservados.

Obtener la cepa de Acidiphilum SJH y aplicarla en el método de doble capa en

la preparacion de medios sélidos Feo y FeSo.
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X. ANEXOS

ANEXO 1: Composicion y preparacion de soluciones
1. Soluciones

a. Solucion de Sales Basales heterotroficas 10x (73)
0.5 g de Na>S04.10H.0
4.5 g de (NHa); SO4
0.5 g de KCI
5 g de MgS0..7H,0
0.5 g de KH2PO4
0.14 g de Ca(NOs3)..4H,0

Todos estos compuestos son disueltos en un litro de agua destilada a pH 2.5 y se lleva

a esterilizar por 15 minutos a 121°C.

b. Solucion de Sales Basales 10x (73)
12.5 g de (NH4)2S0.
5 g de MgS0..7H,0

Son mezcladas en un litro de agua destilada a pH 2.5 y se lleva a esterilizar por 15

minutos a 121°C.

c. Solucidon de Sales Basales para acidofilas 50X para 1L (B. Johnson,

comunicacion reservada).

7.5 g de Na»S04.10H,0
22.5 g de (NH4)2S04
2.5gde KCI

25 g de MgS0..7H,0
2.5 g de KH2PO,

0.7 g de Ca(NO3)2.4H,0

Se mezclan los compuestos en un litro de agua destilada. Luego se esteriliza en
autoclave por 15 minutos a 120°C. Luego se agrega 100uM de hierro ferroso de la
solucion stock 100X para 1L que debe ser preparado previamente con agua acida a pH

1.8 y esterilizada con filtro de 0.2u.
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d. Solucion de elementos traza (20)
(Usado a 1ml/L de medio completo) (g/L en 0.01 M H2SO4)
10g de ZnS04.7H.0
1 g de CuS0O4.5H.0
1 g de MnS04.4H,0
1 g de CoS0O.4.H0
0.5 g de Cry(S04)3.15H,0
0.6g de H3BOs
0.5 g de Na;M004.2H,0
1 g de Ni SO4.6H,0
1 g de Na>Se04.10H,0
0.1 g de Na;W04.2H,0
0.1 g de NaVOs;

Para hacer esta solucion, se ajusta la acidez de 800ml de agua destilada a pH 2.0 con
H.SO.. Luego se agregan los elementos dados en el orden dado, permitiendo que cada
uno se disuelva antes de agregar el siguiente. No se debe olvidar revisar el pH y
mantenerlo a 2.0 con 10N de H;SO4.Después de la adicion de vanadato de sodio

(NaVOs3), se completa hasta 100ml con agua destilada, y se ajusta al final a pH a 2.0.
e. Solucidn extracto de levadura 0.02% (20)
0.02 g de extracto de levadura
100ml de agua destilada
Se mezclan los compuestos y se esteriliza en la autoclave a 121 ° C por 15 minutos.
f. Agua acida (20)

Para la preparacion de agua acida se necesita agua destilada y agregar acido sulfarico
hasta llegar al pH requerido. Se puede utilizar un agitador magnético para homogenizar

mas rapido la solucién. Luego es esterilizado en la autoclave por 15 minutos a 121°C.

g. Indicador Anaranjado de Metilo
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La preparacion consiste en 10ml de 0.1 g de Anaranjado de Metilo con 90 ml de agua
destilada estéril. Esta solucion se debe mantener en un envase oscuro y totalmente

cerrado.
h. Coloracion Gram
- Cristal violeta 0.5 %
0.5 g de cristal violeta (C2sH30CIN3)
100 ml de agua destilada

Se agrega el cristal violeta y se mezcla con el agua destilada. Se recomienda el uso de
esta preparacion con la ayuda de un gotero y que el envase sea oscuro o &mbar para

evitar el ingreso de la luz y su posible alteracion.
- Lugol

1 g de yodo (I2)

2 g de yoduro potasico (KI)

100 ml de agua destilada

Se recomienda el uso de este mordiente con la ayuda de un gotero y que el envase sea

oscuro o @mbar para evitar el ingreso de la luz y su posible alteracion.
- Alcohol :acetona (7:3 v/v)

70 ml de alcohol

30 ml de acetona

Esta preparacion no necesita de un envase especial pero si de un gotero.
- Safranina 0.25 %

0.25 g de safranina CoH19CINg4

100 ml de agua destilada

Se debe mezclar bien la safranina con el agua destilada. Se recomienda el uso de esta
preparacion con la ayuda de un gotero y que el envase sea oscuro o @&mbar para evitar

el ingreso de la luz y su posible alteracion.
- Fucsina basica

19 fucsina basica Cz H20CIN3
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100ml de etanol al 96%
900ml de agua destilada

Primero disolver poco a poco la fucsina con el etanol y luego se agrega el agua destilada
hasta completar el volumen de 1 litro. Se debe mezclar bien estos componentes y luego
filtrarlo para reducir los cristales y asi hacerlo mas homogéneo. Asi como tener mucho
cuidado al momento de prepararlo ya que puede manchar la piel. Se recomienda el uso
de esta preparacion con la ayuda de un gotero y que el envase sea oscuro 0 ambar para

evitar el ingreso de la luz y su posible alteracion.
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ANEXO 2: Flujograma de la metodologia para conteo, purificacion e
identificacion

ADAPTACION DE LA MUESTRA

Muestra + 100ml Medio TK (5g/L FeSo4-7H,0 + 5g/L
tiosulfato)

Por 4 Semanas (4°C, 14-20°C y 28°C)

CONTEO PURIFICACION
0.5 ml de la muestra adaptada (4°C, Colonia aislada
14-20°Cy 28°C en agitacion) 2ml de medio Feo o FeSo lig. +IT
Tubo Feo o FeSo lig.+IT (4.5 ml) (Agitacion en vortex)
Placa Feo o FeSo + ITa 4°C, 14-20°C Siembra por agotamiento.
y 28°C.
Por triplicado (lecturas a 15 -30 -
45 y 60 dias)
IDENTIFICACION
Macroscopica
i Microscépica
PURIFICACION . ;.
Pruebas Bioquimicas
Colonia aislada
2ml de medio Feo o FeSo lig. +IT

(Agitacion en vortex)

Siembra por agotamiento.

PRESERVACION

Pellet+930ul Sales basales+70ul
DMSO

Refrigerados a -70°C

IDENTIFICACION

Macroscopica
Microscopica

Pruebas Bioquimicas

PRESERVACION

Pellet+930ul Sales basales+70ul
DMSO

Refrigerados a -70°C




ANEXO 3: Diagrama del proceso de aislamiento y purificacion de la muestra
Agua 4cida 28°C (Placa 4A: Cepa323)

Inoculado en medio liquido Feo 11/dic/14

Repique en caldo Feo12/feb/15

Caldo liquido Feo+itraconazol 6/may/15

Repique en caldo Feol4/ago/15

Purificacién en medio sélido Feo 22/set/15

Repique en medio sdlido Feo 22/oct /15

Repique en placa Feo + voriconazole 23/nov/15

Purificacion en placa Feo + Voriconazole H 23/nov/15

Purificacion en placa Feo + Voriconazole H 3/dic/15

Purificacion en placa Feo + Voriconazole H 18/ene/16

Caldo Fe021/12 Purificacién en medio
Feo+ampicilina 22/01/16 (323)

Purificacién en medio sélido 323
H (Feo+coctel)11/nov/17

Repique en medio sélido
Feo+coctel 22/ene/17 (323)
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ANEXO 4: Datos experimentales

TABLA 1: Numero de colonias obtenidas en los medios sélido en la muestra: Mineral

de Magnetita de Toquepala

Medio

Dia 15

Dia 30

Dia 45

Dia 60

28°C

FeSo

233

233

233

2033

Feo

14-20°C

FeSo

Feo

4°C

FeSo

Feo

O |O|Oo|o |o

O |O|Oo |o |o

O |O|Oo |o |o

o |0 |O|O |o

TABLA 2: Numero de colonias obtenidas en los medios sélido en la muestra:

Concentrado de Pirita de Poracota

Medio

Dia 15

Dia 30

Dia 45

Dia 60

28°C

FeSo

133

2700

10666

Feo

14-20°C

FeSo

Feo

4°C

FeSo

Feo

O |O |0 |Oo o |o

O |O |0 |O|o

O |O|O |Oo|o

o |0 |0 |O o

TABLA 3: Numero de colonias obtenidas en los medios sélidos en la muestra: Agua

de Mina de cobre de Quiruvilca

Medio Dia 15 Dia 30 Dia 45 Dia 60
FeSo 0 66 66 66
28°C Feo 33 900 900 900
FeSo 300 333 966 1566
14-20°C | Feo 4833 5133 5133 5133
FeSo 0 0 0 0
4°C Feo 0 0 0 0




ANEXO 5: Datos y colonias obtenidas de la Muestra de mineral Magnetita de Toquepala

T° C/Dia Plac Imagen Caracteristicas Observacio Otros Crecimiento con: Identificacion
a n Gram YE | S406> |Fe* preliminar
4°Cl/41 A Color: blanco Filamentos Pudo ser repicada (1 No identificada
Feo | Tamafio: 3mm vez) pero no se pudo
Forma: irregular mantener puras a las
Borde: entero colonias.
Elevacion: plana
Superficie: lisa/ mate
4° C /150 ™ Color: blanco esporas No pudo ser No identificada
Tamafo: 1-5mm repicada, ni
Forma: irregular mantenida.
Borde: entero
Elevacion: convexa
Superficie: lisa/brillante
14-20°C /90 | 4M Color: anaranjado | Bacilo, Gram | Pudo ser repicada (3 | - + + Acidithiobacillus
marrén negativo de veces) pero no spp.
Tamafio: <1lmm mantenida.
Forma: irregular
Borde: ondulado
Elevacion: convexa
Superficie:
rugosa/brillante/seca
14-20°C /60 | 5M Color: verde hifas Pudo ser repicada ( + - - hongo
| Tamano: irregular 2 veces) pero no
Forma: ondulado mantenida.
Borde: plana
Elevacion:
rugosa/mate/invasiva
Superficie: hifas
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Color: amarilla
Tamafio: 1-2mm
Forma: circular
Borde: entero
Elevacion: elevada
Superficie: lisa/mate

hifas y
Bacilo, Gram
negativo

Pudo ser repicada (2
veces) pero no
mantenida.

Acidithiobacillus
spp.

Color: Mostaza
Tamarfo: 2mm

Forma: circular

Borde: lobulado
Elevacién: plana
Superficie:
rugosa/mate/seca

Bacilo, Gram
negativo

Pudo ser repicada (1
vez) pero no se pudo
mantener puras a las
colonias

No identificada

14-20°C /60 | 6M
28°C/60 A
FeSo
28°C /15 C
FeSo
28°C /67 M

Color: amarillo
Tamafio: 1mm

Forma: puntiforme
Borde: entero

- Elevacién: plana

Superficie: lisa/mate/
cremosa

Bacilo, Gram
negativo

Pudo ser repicada (1
vez) pero no se pudo
mantener puras a las
colonias.

No identificada

Color: marrén
Tamafo: 1-2 mm
Forma: irregular
Borde:
entero(transparente)
Elevacion: elevada
Superficie:
lisa/brillante

Bacilo, Gram
negativo

Pudo ser repicada (1
vez) pero no
mantenida

Acidithiobacillus
spp.

58



28°C/67

2M

28°C/53

3M

Color: anaranjada Bacilo, Gram | Pudo ser repicada (1 | - + + Acidithiobacillus
Tamafio: 3 mm negativo vez) pero no spp.

Forma: irregular mantenida.

Borde: ondulado

Elevacion: crateriforme

Superficie:

lisa/mate/superficial

Color: verde hifas Pudo ser repicada (1 | + - - hongo

Tamafio: 1mm

Forma: redonda
Borde: ondulado
Elevacion: plana
Superficie: mate / seca

vez) pero no
mantenida.

T° /Dia

Placa

14-20°C/30

17P

Caracteristicas Observaci otros Crecimiento con: Identificacion
on Gram YE | S40¢*> | Fe** preliminar
Color: coral Bacilos Pudo ser repicado (2 + + + Acidithiobacillu
Tamafio: 5mm (grandes y | veces) pero no pudo S spp
Forma: irregular chicos), ser mantenida
Borde: ondulado Gram
Elevacién: plana negativo
Superficie: lisa/
brillante/cremosa
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14-20°C/75 | 18P
14-20°C/70 | 16P
28°C/60 B
FeSo
28°C/60 B
FeSo

Borde: Entero
Elevacion: Convexa
Superficie:
lisa/brillante/cremosa

colonias.

Color: blanco - actinos No pudo ser repicada, actinobacteria
verdoso Tamaiio: ni ser mantenida
| 1mm
Forma: irregular
Borde: entero
Elevacion: plana
Superficie: seca
Color: anaranjado Bacilos, Pudo ser repicado (1 Acidithiobacillu
Tamafio: 5-10mm Gram vez) pero no pudo ser S spp.
Forma: circular negativo mantenida
Borde: entero
Elevacion: plana
Superficie: lisa,
brillante
Color: anaranjado Bacilo, Pudo ser repicada (1 No identificada
Tamanio: Gram vez) pero no se pudo
Forma: Irregular negativo mantener puras a las
Borde: colonias.
entero/ondulado
Elevacion: Plana
Superficie:
rugosa/mate/seca
Color: Incoloro Bacilo, Pudo ser repicada (1 No identificada
Tamafo: <lmm. Gram vez) pero no se pudo
Forma: Puntiforme negativo mantener puras a las
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T

28°C/60 C Color: Mostaza Bacilo, Pudo ser repicada (3 No identificada
FeSo Tamafio:3mm Gram veces) pero no se
. Forma: irregular negativo pudo mantener puras
Borde: Ondulado a las colonias.
Elevacion: Plana
Superficie:
rugosa/mate/ seca
28°C/60 C Color: Verde hongos Pudo ser repicada (1 hongo
FeSo Tamario: vez) pero no se pudo
Forma: filamentosa mantener puras a las
Borde: ondulado colonias.
Elevacion: -
Superficie:-
28°C/60 1P Color: anaranjado Bacilos Pudo ser repicada (2 No identificada
Tamafio: 10mm Gram veces) pero no pudo
Forma: circular negativo ser mantenida.
Borde: entero
Elevacion: plana
Superficie:
lisa/brillante/secalinv
asiva al agar
28°Cl244 2P Color: rojo filamentos, | Pudo ser repicada (1 Hongo
Tamafo: 10-1mm esporas y vez) pero no pudo ser
Forma: lineal pocos mantenida.
Borde: entero bacilos
Elevacion: plana Gram
Superficie:  lisa negativo

brillante
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28°C/18 3P Color:  Anaranjado | Bacilos, Pudo ser repicada (6 Acidithiobacillu
marrén Gram veces) pero no pudo S spp.
Tamafio: 1-5mm negativo ser mantenida
Forma: irregular
Borde: ondulado
Elevacion:
crateriforme
Superficie: rugosa /
brillante/seca
28°C/45 4P ” Color:  Anaranjado | bacilos Pudo ser repicada (15 No identificada
marrén largos, veces) y mantenida
’ Tamafio: >1mm Gram como: 315, 307, 320,
Forma: irregular Negativo 306. 309.302. 316.
f Borde: ondulado 322. 313, 312, 319,
~'| Elevacion: convexa 308, 300. 301.
Superficie:
rugosa/brillante
28°C/11 5P Color: Anaranjado Bacilos, Acidithiobacillu
marrén Gram Pudo ser repicada 1 S spp.
| Tamafio: Imm Negativo vez) y pudo ser

Forma: puntiforme
Borde: entero
Elevacion: convexa
Superficie:
lisa/brillante

mantenida como cepa
307.
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28°C/11 6P Color: marrén Bacilos, Acidithiobacillu
Tamafio: Imm Gram Pudo ser repicada ( 1 S spp.
Forma: circular Negativo vez y pudo ser
Borde: entero mantenida como cepa
Elevacion: convexa 315.
Superficie:
lisa/brillante
28°C/10 7P | Color: Crema levaduras Pudo ser repicada (3 Levadura
| Tamafio: 1-5 mm veces) y pudo ser
Forma: circular mantenida como cepa
Borde: entero 321.
Elevacién: convexa
Superficie:
lisa/brillante
28°C /10 8P Color: Crema levadura Pudo ser repicada (3 Levadura
Tamafio: 1-5 mm veces) y pudo ser
Forma: circular mantenida como cepa
Borde: entero 321.
Elevacion: elevada
Superficie:
lisa/brillante
28°C /60 9P Color: Anaranjado Bacilos, Pudo ser repicada (1 Levadura
marrén Gram vez) y pudo ser
Tamafo: 1mm Negativo mantenida como cepa

Forma: puntiforme
Borde: entero
Elevacion: plana
Superficie: rugosa /
brillante

302.
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28°C /11 10P ﬁ -! Color: marrén Bacilos, Pudo ser repicada ( 1 Acidithiobacillu
81 J| Tamafio: Imm Gram vez) y pudo ser S spp.
Sy || Forma: puntiforme Negativo mantenida como cepa
- Borde: entero 309.
Elevacion: convexa
A 4| Superficie:
lisa/brillante
28°C /27 11P Color: marrén Baciloscort | Pudo ser repicada ( 3 At.
Tamafio: 5mm 0s, largos, | vez veces)y ser ferrooxidans
Forma: irregular Gram mantenida como cepa
Borde: irregular Negativo 300y el repique como
Elevacién: 308.
crateriforme
Superficie:
rugosa/brillante/seca
28°C /4 12P Color: crema levaduras Pudo ser repicada (1 levaduras
Tamafo: 1mm vez) y ser mantenida
Forma: circular como cepa 316.
Borde: entero
Elevacion: convexa
Superficie:
lisa/brillante
28°C /11 13P Vv '_‘\ Color: crema levaduras | Pudo ser repicada (1 levaduras

Tamafio: 5mm
Forma: circular
Borde: entero
Elevacion: elevada
Superficie:
lisa/brillante

vez) y ser mantenida
como cepa 322.
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Tamarfo: 5mm
Forma: circular
Borde: entero
Elevacion: elevada
Superficie:
lisa/brillante

vez) y ser mantenida
como cepa 313.

28°C /20 14P Color: crema levaduras Pudo ser repicada (1 + - + levaduras
Tamafio: Imm vez) y ser mantenida
Forma: puntiforme como cepa 316.
Borde: entero
Elevacion: convexa
Superficie:
lisa/brillante
28°C /25 15P Color: crema levaduras Pudo ser repicada (1 + - + levaduras

ANEXO 7: Datos y colonias obtenidas de la Muestra de Agua de mina de cobre de Quiruvilca

T° /Dia

4°C/75

Caracteristicas Observacion Otros Crecimiento con: Identificacion
Gram YE | S40¢%> | Fe?* | preliminar
Color: incoloro bacilos No pudo ser No identificada

Tamafio: <lmm
Forma: irregular

| Borde: entero

Elevacion: convexa
Superficie:
lisa/brillante

repicada,
mantenida.

ni
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4°C/150 19A Color: anaranjado | bacilos No pudo ser No identificada
Tamafio: <1lmm repicada, ni
Forma: irregular mantenida.
Borde: entero
Elevacion: convexa
Superficie:
lisa/brillante
14-20°C/15 | A Color: centro verde, hifas Pudo ser repicada No identificada
FeSo halo amarillo (1 vez) perono se
Tamafo: 1mm pudo mantener
Forma: circular puras a las colonias
Borde: ondulado
Elevacién: plana
Superficie: Lisa
mate
14-20°C/15 | A Color: rosado levaduras Pudo ser repicada No identificada
FeSo Tamafo: 5mm (1 vez) pero no se
Forma: irregular pudo mantener
Borde: irregular puras a las
Elevacién: plana colonias.
Superficie: lisa
brillante
cremosa
14-20°C A Feo Color: crema levaduras Pudo ser repicada No identificada
/15 Tamafio: <5mm (1 vez) pero no se

Forma: irregular
Borde: irregular
Elevaciéon: elevada
Superficie: lisa
brillante cremosa

pudo mantener
puras a las
colonias.
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14-20°C

A Feo

/15
14-20°C/25 | 6A
14-20°C/19 | 7A

Color: anaranjado
marrén Tamafio:
1mm

Forma: entero
Borde: circular
Elevacion: convexa
crateriforme
Superficie: lisa
mate

bacilo

Repicada (3 veces)
y mantenida como
Cepa 310

(Au
totr
ofic

Cepa 310
Acidithiobacillus
ferrooxidans

Color: anaranjado
marrén Tamario: 1-
15mm

Forma: irregular
Borde: entero
Elevacion: plana
Superficie:
rugosa/mate

bacilos, Gram
Negativo

Pudo ser repicada
(1 vez) pero no
pudo ser
mantenida.

Acidithiobacillus
spp.

Color: coral
Tamafio: <1-10mm
Forma: puntiforme
Borde: entero
Elevacion: plana
Superficie: lisa /
brillante/ cremosa

bacilos, Gram
Negativo

Pudo ser repicada
(2 veces) pero no
pudo ser
mantenida.

Acidithiobacillus
spp.
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Color: rojo Tamafio:

3mm

Forma: irregular
Borde: ondulado
Elevacion: convexa
Superficie: lisa /
brillante / cremosa

esporas

Pudo ser repicada
(1 vez) pero no
pudo ser
mantenida.

hongo

Color: anaranjado

bacilos, Gram

Pudo ser repicada

Acidithiobacillu

marrén Negativo (1 vez) pero no S spp.
Tamafio: 5mm pudo ser

Forma: irregular mantenida.

Borde: entero

Elevacion: convexa

Superficie: lisa /

brillante/ seca

Color: anaranjado Leptospirilo, , | Pudo ser repicada Leptospirillum

marrén Tamafio: 1-
2mm

Forma: circular
Borde: entero
Elevacion: elevada
Superficie: rugosa /

Gram Negativo

(3 veces) pero no
pudo ser
mantenida.

spp.

14- 8A
20/°C/19
14-20°C/20 | 9A
14-20°C/20 | 10A
14-20°C/60 | 11A

mate / seca

Color: coral esporas y | Pudo ser repicada Mixto
Tamafio: 3mm bacilos largos | (1 vez) pero no

Forma: irregular y y cortos pudo ser

puntiforme mantenida.

Borde: ondulado

| Elevacion: convexa

Superficie: brillante
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14-20°C /60 | 12A Color: coral esporas y | Pudo ser repicada Mixto
Tamafio: 3mm bacilos largos | (1 vez) pero no
Forma: irregular y y cortos, Gram | pudo ser
puntiforme Negativo mantenida.
Borde: ondulado
Elevacion: convexa
Superficie: brillante
14-20°C /60 | 13A Color: anaranjado bacilos largos, | Pudo ser repicada Acidithiobacillus
| Tamafio: >5mm Gram Negativo | (1 vez) pero no Spp.
| Forma: irregular pudo ser
Borde: Elevacion: mantenida.
Superficie:
14-20°C/ 20 | 14A Color: coral bacilos, Gram | Pudo ser repicada Acidiphilium
Tamafio: 2mm Negativo (1 vez) pero no spp
Forma: irregular pudo ser
Borde: ondulado mantenida.
Elevacion: convexa
Superficie: lisa /
brillante / cremosa
14-20°C /21 | 15A Color: Anaranjado bacilos, Gram | Mantenida como Acidithiobacillus

marrén

Tamafio: <1lmm
Forma: puntiforme
Borde: ondulado
Elevacion: elevada
Superficie: lisa/ mate

Negativo

cepa 314.

Spp.
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Color: anaranjado

cocobacilos 'y

Mantenida como

Acidithiobacillu

marrén Tamafio: bacilos cepa 311. S spp.
5mm grandes y
Forma: irregular pequefios
Borde: entero
Elevacion: plana-
crateriforme
Superficie: rugosa /
mate
Oxidacion de ciertas | levaduras y | No pude ser No identificada
zonas del agar bacilos repicada, ni
mantenida.

14-20°C /27 | 16A

14-20°C /30 | 17A

28°C/15 A
FeSo

Color: blanco

puro Tamafo: <lmm
Forma: irregular
Borde: entero
Elevacién: plana
Superficie: lisa

mate

Bacilo, Gram
Negativo

Pudo ser repicada
(4 veces) pero no
se pudo mantener
puras a las
colonias.

(Au
totr
ofic

No identificada
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28°C /15 B o T Color: blanco Bacilo Pudo ser repicada | - No identificada
FeSo puro Chico, Gram | (1vez) perono se | (Au
Tamafio: Imm Negativo pudo mantener totr
o Forma: circular puras a las ofic
| Borde: ondulado colonias. 0)
WD Elevacion: elevada
Superficie: lisa
mate
28°C /15 C 1 8 1| Color: blanco Bacilo Pudo ser repicada | - No identificada
FeSo W || puro Chico, Gram | (1 vez) pero no se (Au
“ » '| Tamafio: Imm Negativo pudo mantener totr
m ' 1 “!| Forma: circular puras a las ofic
4 L Borde: ondulado colonias. 0)
—_— Elevac_lo'n: plana
- - Superficie: lisa /
x Ml
mate
28°C /15 A Feo Color: marrén borde | Bacilo, Gram | Pudo ser repicada | - Acidithiobacillus
amarillo Tamafio: Negativo (1vez) peronose | (Au ferrooxidans
<lmm pudo mantener totr
Forma: circular puras a las ofic
Borde: entero colonias. 0)
Elevacién: plana
Superficie: seca
28°C /15 B Feo Color: anaranjado Bacilo, Gram | Pudo ser repicada | - Acidithiobacillus
marrén Tamafio: Negativo (3veces) perono | (Au ferrooxidans
5mm se pudo mantener | totr
Forma: irregular puras a las ofic
Borde: ondulado colonias. 0)

Elevacion: plana
Superficie: rugosa/
seca
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28°C /15 C Feo Color: marrén Bacilo, Gram | Pudo ser repicada | - Acidithiobacillus
Tamafo: 1mm Negativo (3 veces) perono | (Au ferrooxidans
Forma: circular se pudo mantener | totr
Borde: entero puras a las colonias | 6fic
Elevacion: plana 0)
Superficie: seca

28°C /60 1A Color: anaranjado | bacilos, Gram | Pudo ser repicada | + Acidithiobacillus
marrén Tamafio: 1 - | Negativo (8 veces) pero no Spp.
50mm pudo ser
Forma: Entero mantenida.
Borde Irregular:
Elevacién: plana
Superficie:
rugosa/mate/seca

28°C/30 2A Color: crema cocobacilos, Pudo ser repicada | + Acidiphilium
Tamafio: >5mm Gram Negativo | (1 vez) pero no spp.

Forma: irregular
Borde: ondulado
Elevacion: convexa
Superficie: lisa /
brillante

pudo ser
mantenida.
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28°C/30 3A Color: rosado cocobacilos, Pudo ser repicada Acidiphilium
Tamafio: >5mm Gram Negativo | (1 vez) pero no spp.
Forma: irregular pudo ser
Borde: ondulado mantenida.
Elevacion: convexa
Superficie: lisa /
brillante
28°C/7 4A Color: crema levaduras Mantenida como levadura
Tamafio: 1-2mm cepa 323
Forma: irregular
Borde: entero
Elevacion: convexa
Superficie: brillante
28°C/6 5A Color: crema levaduras Mantenida como levadura

Tamafio: 1-3mm
Forma: irregular
Borde: ondulada
Elevacion: convexa
Superficie:
lisa/brillante

cepa 324.
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ANEXO 8: Numero de colonias diferentes en

los procesos de conteo y

purificacion.
Muestra Tipo de Temperatur | Namero
Procedimiento ade de cepas Color de las colonias
incubacion | diferentes
Magnetita de | Conteo 28°C 2 Mostaza
Toquepala Amarillo
Magnetita de | Conteo 4°C 1 Blanco
Toquepala
Magnetita de | Purificacion 28°C 3 Verde
Toquepala Marrén
Anaranjado
Magnetita de | Purificacion 14-20°C 3 Verde
Toquepala Amarilla
Anaranjado marrén
Magnetita de | Purificacion 4°C 1 Blanco
Toquepala
Concentrado | Conteo 28°C 4 Mostaza
de Pirita Translicido
Anaranjado
verde
Concentrado | purificacion 28°C 5 Anaranjado marrén
de Pirita Marrén
Rojo
Crema
Anaranjado
Concentrado | Purificacion 14-20°C 3 Anaranjado
de Pirita Blanco verdoso
Coral
Agua de Mina | Conteo 28°C 3 Blanco puro
de Quiruvilca Marrén
Anaranjado marrén
Agua de Mina | Conteo 14-20°C 4 Verde con halo
de Quiruvilca amarillo
Rosado
Crema
Anaranjado marrén
Agua de Mina | Purificacion 28°C 3 Rosado
de Quiruvilca Anaranjado marrén
Crema
Agua de Mina | Purificacion 14-20°C 4 Anaranjado marrén
de Quiruvilca Coral
Rojo
Anaranjado
Agua de Mina | Purificacién 4°C 2 Anaranjado
de Quiruvilca Transllcido
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