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RESUMEN

La mineria es una actividad importante para la economia del Peru. La riqueza de
sus yacimientos mineros les ofrece una reconocida competitividad frente a los
demas paises de la region. Elinterés por desarrollar alternativas para implementar
procesos sostenibles y econémicos se debe a que los procesos de extraccion
actualmente usados en el sector minero requieren un alto costo debido a la
complejidad de los minerales. Por ello, el uso de la biotecnologia como la lixiviacion
bacteriana representa una alternativa a dichos procesos. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar la capacidad lixiviante de 24 cepas de actinomicetos aislados de
concentrados y relaves mineros, provistas por el laboratorio de Biotecnologia
Ambiental de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH). Las cepas se
sembraron en medio Almidén Caseina Liquido 1/10 (AAC) a diferentes niveles de
pH, siendo el pH 7 6ptimo para su desarrollo. Asimismo, en medio AAC 1/10 con
hierro ferroso (10 ppm) y tiosulfato de sodio (1 g/L); en los que las cepas pudieron
crecer a pH 7, pero no fueron capaces de oxidar estos compuestos. Posteriormente
se realizé una prueba de crecimiento en AAC 1/10 a pH 7 al 5% de mineral (Relave
aurifero de arsenopirita y mineral enargita de cobre). De las 24 cepas solo crecieron
3 (21, E1 y AB5) en el relave de arsenopirita. Con estas 3 cepas se realizé una
prueba de adaptacion, por lo que se sembraron en frascos con 100 ml de AAC y
mineral al 5% a 28°C por 30 dias. El analisis del medio liquido indicé que las cepas
solubilizaron aproximadamente 1% de arsénico del relave. Se realiz6 una prueba
de lixiviacion en 500 mL y se obtuvo que la cepa E1 y AB5S lixiviaron 16.61% vy
13.45% de arsénico del relave, respectivamente. Se evalué la formacién de acidos
organicos a partir de diferentes sustratos en estas dos cepas, pero solo AB5
acidifico el medio a partir de lactosa. Las cepas E1y AB5 podrian ser una alternativa

de tratamiento de minerales, pero se necesita continuar con los estudios.

Palabras clave: Actinomicetos, lixiviacion bacteriana, oxidacion de hierro ferroso,

oxidacion de tiosulfato, arsenopirita, enargita, mineria, Pera



ABSTRACT

Mining is an important activity for the economy of Peru. The richness of its mineral
deposits offers a recognized competitiveness against other countries in the region.
The interest in developing new ways to implement sustainable and economic
processes is because extraction processes currently used in the mining sector
require a high cost due to the complexity of minerals. Therefore, the use of bacterial
leaching is an alternative to these processes. The aim of this study was to evaluate
the leaching capacity of 24 strains of actinomycetes isolated from concentrates and
tailings, provided by the Environmental Biotechnology Laboratory of the Universidad
Peruana Cayetano Heredia (UPCH). Strains were seeded on Liquid Starch Casein
(AAC) 1/10 at different pH levels, which pH 7 was optimal for their development.
Also, in AAC medium with ferrous-iron (10 ppm) and sodium thiosulfate (1 g/L); in
which the strains were able to grow at pH 7, but were not able to oxidize these
compounds. Subsequently a test was carried in AAC 1/10 pH 7 and 5% ore samples
(auriferous arsenopyrite tailing and copper enargite). Of the 24 strains only 3 grew
(21, E1 and AB5) in the arsenopyrite tailing. With these three strains one adaptation
test was performed, so they were seeded in flasks with 100 ml of AAC and 5% tailing
at 28°C for 30 days. The analysis of the liquid medium indicated that the strains
solubilized about 1% of arsenic from the tailing. A leaching test was performed in
500 mL and it showed that the strain E1 and AB5 leached 16.61% and 13.45% of
arsenic from the tailing, respectively. The formation of organic acids from different
substrates in these two strains was evaluated, but only AB5 acidified the liquid
medium from lactose. E1 and AB5 strains could be an alternative treatment of

minerals, but studies need to be continued.

Keywords: Actinomycetes, bacterial leaching, ferrous-iron oxidation, thiosulfate

oxidation, arsenopirite, enargite, mining, Peru



l. INTRODUCCION

La mineria es una actividad primordial para el crecimiento econémico, de tal
magnitud que ubica al Perl entre los primeros paises a nivel mundial como
productores de plata, cobre, zinc, estafo, plomo y oro (MEM, 2013). Esta actividad
impulsa el desarrollo alrededor del area donde se ubica la operacién, por ejemplo,
generando empleo, brindando servicios basicos y promoviendo la urbanizacion. El
desarrollo de la industria minera aumenta anualmente, y para el 2012 tan solo el
1.1% del territorio nacional fue destinado a la exploracion y explotacibn minera
(Benavides, R., 2012) por lo que aun existe amplio territorio para ser aprovechado.
Los yacimientos mineros se ubican principalmente en zonas altoandinas, siendo de
gran importancia debido a que representan una ventaja competitiva frente a otros
paises latinoamericanos por poseer grandes reservas de los tres metales de mayor
demanda: hierro, cobre y oro (PwC, 2013). Esta es liderada por los mercados de
Estados Unidos, China, Suiza, Japon, Canada y la Union Europea (Benavides, R.,
2012).

La explotacion, procesamiento y almacenaje de recursos naturales no renovables,
como lo son los elementos metalicos presentes en los minerales producen
emisiones de gases o filtraciones de drenajes que ocasionan grave impacto al medio
ambiente, liberando metales pesados o0 sustancias xenobioticas. Estos procesos
son regularizados por normativas ambientales regidos por organismos como el
Ministerio de Energia y Minas y el Ministerio del Medio Ambiente (MINAM) para
promover la sostenibilidad ambiental en las zonas de extraccion y procesamiento
de minerales (Benavides, R., 2012). Estas normativas son cada vez mas estrictas,
siguiendo la tendencia de los estandares internacionales, por lo que el sector minero
requiere de procesos innovadores cada vez mas eficientes y menos contaminantes

para optimizar las operaciones metallrgicas y reducir el impacto ambiental.

La naturaleza de los minerales auriferos de valor econémico presentes en los
yacimientos peruanos incluye principalmente al oro nativo y los teluros (calaverita,
silvanita, krennerita y petzita). Entre los principales minerales estan aquellos con
contenidos de oro nativo en variedad de tamafios granulares, pepitas, dendriticos y
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escamas; normalmente formando aleaciones en mayor o menor proporcién con
plata, cobre, hierro y metales del grupo del platino; asociados casi invariablemente
con cuarzo y con sulfuros. Las asociaciones mas comunes con los minerales de
sulfuros, en orden de frecuencia, son pirita, arsenopirita, galena, calcopirita,
esfalerita, tetraeditra y pirrotita (Pérez, C., 2003). La metalurgia del oro representa
un area importante en la mineria peruana, por lo que requiere especial atencion
debido a que este metal se encuentra asociado a minerales refractarios o también
denominados minerales problema, por la necesidad de aplicar métodos
tradicionales como la cianuracion para poder extraer el oro. Sin embargo, al estar
atrapado en la matriz de los minerales sulfurados, no puede ser liberado ni por
molienda fina ni llega a ser disuelto por el cianuro. EIl procesamiento de estos
minerales requiere primero destruir la matriz sulfurosa por medio de procesos
pirometalurgicos y liberar asi el oro. De esta manera se remueve el azufre y
arsénico. En la actualidad se buscan alternativas al proceso pirometallrgico por los
problemas de contaminacion ambiental que lo acompafian, causados por la emision

de gases toxicos de arsénico (As203) y dioxido de azufre (SO2) (Corcuera, J., 2009).

En el Pera existen yacimientos con minerales refractarios de cobre como enargita
(CuzAsSs); y son de importancia para la mineria debido a su asociacién con metales
preciosos como oro y plata (Corcuera, J., 2015). Su naturaleza polimetalica y
contenido en arsénico los obliga a requerir métodos como la pirometalurgia para
extraer el metal de valor comercial (Surco, M., 2012). Sin embargo, en los ultimos
afos el uso de procesos hidrometallrgicos como la lixiviacion ha obtenido mayor
aceptacion debido a la mejora de la eficacia con el cual el cobre es obtenido del
mineral (Suero, P., 2012).

Los minerales extraidos del suelo pasan por una serie de procesos previos a la
obtencion de los metales de interés. Estos pueden ser el chancado, trituracion,
flotacibon o molienda en caso sea necesario reducir su tamafo. Luego, son
clasificados y concentrados, es decir se elimina la ganga o material sin valor
econoémico. EI concentrado minero es el producto obtenido de la eliminacién de
componentes econémicamente no rentables y, por ello tiene incrementado el

contenido de los elementos valiosos, respecto al mineral inicial. El relave minero es
2



el mineral de desecho de la planta concentradora después de que los metales
valiosos han sido recuperados. Posteriormente, dependiendo de la naturaleza del
concentrado puede seguir dos procesos: pirometalurgia o hidrometalurgia. La
eleccién de uno y otro proceso esta condicionada también a los costos que
representen para la industria; asi como también la disponibilidad de fuentes de

energia o recursos hidricos cercanos a las fundiciones y refinerias (Gaces, I., 2003).

La pirometalurgia permite la obtencion de metales como el cobre basandose en
operaciones efectuadas a altas temperaturas. Se aprovechan algunas propiedades
y caracteristicas de los elementos considerados impurezas para eliminarlos en
forma gradual y en operaciones sucesivas llamadas fusion, conversion y refino a
fuego (Gaceés, 1., 2003).

La hidrometalurgia comprende un conjunto de métodos, generalmente aplicados a
minerales oxidados, que se llevan a cabo en presencia de una fase acuosa a
temperatura ambiente o levemente superior. El método méas usado es la lixiviacion
gue se define como un proceso mediante el cual es posible disolver un compuesto
metalico soluble contenido en un mineral, pasando el metal al estado de ion,
mediante un solvente adecuado o liquido extractor. Este proceso puede realizarse
artificialmente mediante el uso de quimicos como acido sulfurico, o naturalmente

por accién de microorganismos mediante la lixiviacion bacteriana (Gacés, 1., 2003).

La biolixiviacion o lixiviacion bacteriana es un proceso hidrometaltrgico en el que
se ven involucradas diferentes reacciones quimicas, metabdlicas, enzimaticas y no
enzimaticas. El resultado de dicho proceso es liberar metales en solucion a partir
de mineral insoluble. Este proceso ocurre naturalmente debido a comunidades
bacterianas que pueden desarrollarse en las condiciones extremas de los
concentrados y relaves derivados de la actividad minera. Las estrategias que usan
los microorganismos para movilizar metales a partir de minerales sulfurados son
generalmente dos. Pueden realizar reacciones de oxidacion-reduccion, debido a la
formacion de hierro férrico a partir de hierro ferroso y la formacion de acido sulftrico
a partir de compuestos de azufre; 60 pueden producir acidos organicos. Los
procesos de oxidacion se evidencian por la oxidacion del hierro ferroso a hierro
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férrico, un proceso comunmente asociado a bacterias con capacidad lixiviante.
Asimismo, la oxidacion de una fuente de sulfuro para liberar los iones metalicos del
mineral en solucion puede ser evaluada mediante la oxidacion de tiosulfato de sodio.
El principal &cido inorganico producido en ambientes donde se lleva a cabo la
biolixiviacion es el acido sulfdrico. Este es formado por microorganismos sulfuro-
oxidantes. Una serie de acidos organicos son producidos por bacterias y hongos

durante su metabolismo resultando en una aciddlisis organica (Brandl, H., 2008).

El interés por buscar nuevas alternativas para implementar procesos sostenibles y
econémicos se debe a que las técnicas de extraccion de metales usadas en el
sector metallrgico o minero requieren el uso de solventes o compuestos de alto
precio y extremadamente toxicos para el medio ambiente. Por ejemplo, el empleo
de cianuro para el tratamiento de minerales de oro y plata representa una amenaza
para el ambiente, asi como también un alto costo para la industria minera. Por lo
tanto, la lixiviacion bacteriana empleando microorganismos que conforman las ya
conocidas comunidades bacterianas de los concentrados y relaves mineros tienen
alto potencial industrial; asi como también grandes ventajas como son la reduccién
de costos de inversion, costos de operacion y bajo impacto ambiental (Rivera, R.,
2011).

La diversidad de microorganismos que se pueden aislar a partir de los productos
intermedios de la actividad minera incluye no solo al reino Bacteria, sino también al
Fungi y Archaea (L6pez-Archilla, A., 1993 y COCHILCO, 2009). A pesar que las
condiciones de crecimiento son usualmente descritas como extremas debido al bajo
nivel de pH y alta concentracion de metales, se tienen reportes y estudios de
décadas pasadas que confirman la presencia de mdultiples microorganismos
capaces de tolerar y realizar procesos de lixiviacion en estos sustratos (Brandl, H.,
2008). Algunas cepas de actinomicetos aisladas de concentrados y relaves mineros
han demostrado ser tolerantes a ambientes extremos con pH acido y presencia de
metales pesados (Matsubara, A., 2013). Estas caracteristicas podrian indicar la
potencial capacidad lixiviante de los microorganismos aislados de estos nichos, es

decir ser capaces de solubilizar metales a partir de minerales por medio de



mecanismos usualmente descritos como la formacion de hierro férrico, degradacion

de sulfuros o formacion de acidos organicos.

Los actinomicetos se encuentran ubicados dentro del phylum Actinobacteria, Clase
Actinobacteria, subclase Actinobacteridae y orden Actinomicetales; la cual es
dividida en subodrdenes, familias y géneros (Prescott, 2003; Franco-Correa, M.,
2008; Bergey, J., 2000). Estas bacterias se caracterizan por ser Gram positivas, de
morfologia filamentosa y esporuladas. (Madigan, M., 2009). Su versatilidad
metabolica es la que permite que estos microorganismos sean de gran interés
biotecnolégico, ya que son capaces de sintetizar metabolitos de uso terapéutico, y
enzimas con diversos usos en las industrias (Sharma, M., 2014). Producen
compuestos como terpenoides, pigmentos y enzimas extracelulares hidroliticas que
degradan la materia organica. Por ello desempefian un rol importante dentro de la
descomposicion del suelo haciendo posible el catabolismo de moléculas complejas
y por ende al reciclamiento de nutrientes en la naturaleza (Ezziyyani, M., 2004).
Asimismo, el interés por estos microorganismos radica en su versatilidad metabdlica
ya que géneros como Streptomyces son los mayores productores de antibiéticos a
nivel industrial (Adesemoye, A., 2009). Existen ciertas caracteristicas que ayudan a
la identificacion de estos microorganismos, como el olor caracteristico que se debe
a la produccion de un metabolito denominado geosmina que muchas veces es
descrito en la literatura como “tierra humeda” (Franco-Correa, M., 2009). También
se caracterizan por no ser capaces de producir mucopolisacaridos y por ello las

colonias en placas de agar se observan secas y no cremosas (Omar, 1997).

El rango de pH en el cual desarrollan mejor estos microorganismos corresponde a
suelos alcalinos 0 neutros en su mayoria, con valores entre 6,5y 8. A partir de pH
5 el crecimiento es ausente o severamente reducido. Sin embargo, hay reportes de
nuevas especies de actinomicetos que logran crecer en condiciones acidas, como
el pH 2 (Johnson, 2009).

Son organismos mesofilos, que se favorecen por temperaturas entre 25°C y 30°C.
Por debajo de 5°C el crecimiento es casi nulo y por encima de 55°C solo algunas
especies termofilicas logran desarrollarse (Prescott et al, 2003). Generalmente
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desarrollan en suelos aireados, por lo que son considerados aerobios. Pero también
ciertas especies son microaerofilicos, por lo que la concentracion de oxigeno puede

afectar su crecimiento (Koneman, E., 2001).

Los medios de cultivo mas usados para el desarrollo de actinomicetos en laboratorio
son: Agar Almidén Caseina, Agar Nutritivo, Agar Tripticasa de Soja, Agar Sangre o
Agar Infusién Cerebro Corazén. En algunos casos es necesaria la adicion de quitina
coloidal, extracto de suelo, avena, almidén con sales inorganicas, agar agua con
determinados carbohidratos, extractos de levadura, peptonas o caseina para
promover la produccion de esporas y/o pigmentos los cuales son utiles para la
diferenciacion entre especies o con otros microorganismos (Bergey, J., 2000).

En cuanto al tiempo de crecimiento de estos microorganismos se estima que a partir
de 4 dias es posible apreciar colonias desarrollandose en medio sélido. Pero el
micelio aéreo maduro con esporas tarda entre 7 a 14 dias, y en algunos casos
especificos puede demorar hasta 30 dias (Bergey, J., 2000). EIl crecimiento en
medios liquidos se evidencia por la formacion de “pellets” o agrupaciones
filamentosas de biomasa, dejando el medio liquido transparente. En algunos casos
es recomendable la agitacion entre 200 o 250 rpm para mejorar la aireacion del
medio (Franco-Correa, M., 2008).

Los nichos ecolégicos de los actinomicetos varian ampliamente. Pueden
encontrarse en suelos, agua marina, agua dulce, aire, estiércol, fango de rios,
fondos de los lagos, entre otros (Leiva, 2004). Su distribucion es influenciada por
tres factores como el pH, temperatura y tipo de suelo. (Franco-Correa, M., 2008) El
rol que cumplen dentro del reciclaje de nutrientes involucra al ciclo del carbono y al
ciclo del nitrogeno ya que producen distintos metabolitos con capacidades
hidroliticas, lignoliticas y ser capaces de degradar compuestos recalcitrantes
presentes en la materia organica (Sylvia, D, 2005) Los principales géneros de
actinomicetos que son aislados son Streptomyces, Micromonospora y Nocardia
(Martin, 1981).



Actualmente, la lixiviacion bacteriana es aplicada en la extraccion de cobre, niquel,
cobalto, zinc y uranio por el uso de bacterias acidéfilas (Siezen, R., 2009). En
diversos estudios determinan que dentro de los consorcios de microorganismos
aislados de concentrados y relaves mineros se encuentran actinomicetos,
representados por géneros como Pseudonocardia (Lee, S., 2001), Saccharothrix,
Catellatospora (Lee, S., 2000) y Kribbella (Carlsohn, M., 2007). Asimismo, también
se reportan nuevas especies como Ferrimicrobium acidiphilum y Ferrithrix
thermotolerans (Johnson, D., 2009) que poseen la capacidad de acelerar la
disolucién oxidativa de pirita. También existen estudios que reportan actinomicetos
con capacidad lixiviante que fueron aislados de relaves alcalinos de mina
(Schippers, A.., 2002, Willscher, S., 2003). También se reporta el sinergismo con
otras bacterias como es el caso de A. ferroxidans para llevar a cabo procesos de

biolixiviacion (Bacelar-Nicolau, P., 1999).



Il. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL

e Evaluar la capacidad lixiviante de las 24 cepas de actinomicetos aislados de
concentrados y relaves mineros proporcionados por el Laboratorio de
Biotecnologia Ambiental de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Evaluar los niveles de crecimiento a pH 2, pH 3.5, pH 5y pH 7 de las cepas de
actinomicetos.

e Evaluar el nivel de crecimiento y capacidad de oxidacion de hierro ferroso de las
cepas de actinomicetos apH 2y pH 7.

e Evaluar el nivel de crecimiento y capacidad de oxidacion de tiosulfato de las
cepas de actinomicetos apH 4y pH 7.

e Evaluar la capacidad lixiviante de actinomicetos frente a dos muestras de
minerales: Relave aurifero de arsenopirita y enargita de cobre.

e Evaluar la produccion de &cidos organicos a partir de diferentes fuentes de

carbono.

. HIPOTESIS

Debido a las condiciones acidas y naturaleza quimica de los concentrados y relaves
mineros (concentrado de pirita y relave de arsenopirita), de donde fueron aisladas
las cepas de actinomicetos, presentaran capacidad lixiviante para compuestos

encapsulados en minerales sulfurados.



IV. MATERIALES Y METODOS

4.1 MEDIOS DE CULTIVO

Medio Agar Almidon Caseina (AAC) (Mackay, S., 1977; Clesceri L., et al,
1998)

El medio contiene (g.Lt): Almidén (10), Caseina (0.3), Nitrato de Potasio (2),
NaCl (2), K2HPO4 (2), MgSOa4 (0.05), CaCOs (0.02), FeSO4 (0.01) y Agar (15).

Medio Almidon Caseina Liquido 1/10
El medio liquido contiene (g.Lt): Almidén (1), Caseina (0.03), Nitrato de Potasio
(0.2), NaCl (0.2), K2HPO4 (0.2), MgSO4 (0.005), CaCOs (0.002).

Caldo Nutritivo (CN) 1/10
El medio contiene (g.L?): Peptona (0.5), Extracto de carne (0.3), NaCl (0.8).

Caldo Tripticasa de Soya (TSB)
El medio contiene (g.L): Peptona de Caseina (17), Peptona de Harina de Soya
(3), NaCl (5), Hidrogeno fosfato dipotasico (2.5) y D-Glucosa (2.5).

Medio Base Carbohidratos

El medio contiene (g.L1): Carbohidrato (10), Extracto de carne (1), peptona (5)
y NaCl (5). La Fructosa, Sucrosa, Maltosa, Galactosa, Rafinosa, Xilosa, Sorbitol
se agrega luego de autoclavar el medio base por filtracion con micromembrana

de 0.2 um.

Caldos: Almidon, Lactosa, Manitol
El medio contiene (g.L™): Carbohidrato (10), Extracto de carne (1), peptona (5)
y NaCl (5).

Los medios de cultivo se autoclavan por 30 minutos a 121°C y 15 psi, luego se

adiciona Nistatina 1 mL.L como antimicdtico.



4.2 MUESTRAS BIOLOGICAS
Se utilizaron 24 cepas de actinomicetos (previamente identificadas
molecularmente) proporcionadas por el Laboratorio de Biotecnologia Ambiental
de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (UPCH). Las caracterizaciones
morfologicas se muestran en la tabla 6 y 7, ANEXO Il. De las 24 cepas

utilizadas, 6 han sido descritas previamente (Matsubara, A., 2013).

4.3 MUESTRAS DE MINERALES
Se utilizaron 2 muestras de minerales procedentes de dos sitios mineros
ubicados en Peru (relave aurifero de arsenopirita que contiene 61.4 g/Kg de
Hierro y 16.90 g/Kg de Arsénico; y mineral enargita de cobre que contiene 152
g/Kg de Hierro y 5.64 g/Kg de Arsénico) proporcionados por el Laboratorio de
Biotecnologia Ambiental, UPCH

4.4 METODOS (ANEXO I, Flujograma del Proceso)

4.41 CARACTERIZACION MORFOLOGICA EN AAC
Con el objetivo de caracterizar las cepas de actinomicetos en el medio de cultivo que
se utilizaria para las pruebas de lixiviacion bacteriana, se tomaron como referencia las
caracteristicas de las 24 cepas en un medio de cultivo standard segun el Manual de
Métodos para Caracterizacion de Especies de Streptomyces, denominado “Agar
Almidon-Sales Inorganicas” (AAl) (Shirling, E., 1966) o medio ISP 4 (Zimbro, M., et al,
2009). Estos datos fueron proporcionados por el Laboratorio de Biotecnologia
Ambiental, UPCH (Tabla 6, ANEXO Il). El mismo procedimiento fue aplicado a todas
las cepas en AAC, que es descrito como el medio de cultivo de uso general para el
crecimiento de cepas de actinomicetos (Mackay, S., 1977; Balakrishna, G., et al, 2012).

Las cepas de actinomicetos se sembraron en medio AAC a 28°C por 15 dias. Se
observaron las caracteristicas macroscépicas de cada una de las cepas crecidas en un
estereoscopio. Se tuvo en cuenta el aspecto de la colonia, forma del borde, color de
micelio aéreo (superficie), micelio del sustrato (anverso) y produccion de pigmentos
difusibles en los medios (Shirling, E., 1966; Bergey, et al., 2000).
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4.4.2 CRECIMIENTO A DIFERENTES NIVELES DE pH
Las cepas se sembraron en tubos de ensayo con 5 mL de medio Almidén Caseina
Liquido 1/10 a pH 7 y se incubaron a 28°C por 15 dias. Se realizaron coloraciones
Gram (Segun el procedimiento del ANEXO IIl) para asegurar la pureza de las cepas.
Luego, se sembraron en tubos con medio Almidén Caseina Liquido en diluciéon 1/10
con 4 diferentes niveles de pH (2, 3.5, 5y 7). El pH se modific6 agregando H2SO4 1N.
El control de esta prueba fueron tubos con medio Almidon Caseina Liquido (sin
dilucién) a pH 7. Los tubos se incubaron por 15 dias a 28°C y se evalud el nivel de
crecimiento de las cepas mediante la escala:
e 0 (Sin crecimiento): No hubo presencia de biomasa en el medio liquido.
e 1 (Escaso crecimiento): Se observaron agrupaciones filamentosas de biomasa
en baja cantidad, sin presencia de crecimiento en superficie.
e 2 (Regular crecimiento): Colonias en suspensién y precipitadas. Forman
agrupaciones filamentosas de menos de 3 mm.
e 3 (Excelente crecimiento): Crecimiento semejante al control en medio Almidén
Caseina Liquido. Alta produccién de biomasa, tanto en superficie como colonias

en suspension. Agrupaciones de mas de 5 mm.

Tabla 1 — Escala de los niveles de crecimiento: 0 (Sin crecimiento), 1 (Escaso
crecimiento), 2 (Regular crecimiento), 3 (Excelente crecimiento)

Nivel de 0 1 2 3
crecimiento

'y
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4.4.3 CRECIMIENTO Y OXIDACION DE HIERRO FERROSO
Cada cepa de actinomiceto fue sembrada en tubos con 5 mL de medio Almidén
Caseina Liquido 1/10 a pH 7 y se incubaron a 28°C por 15 dias. Se realizaron
coloraciones Gram para asegurar la pureza de las cepas. Luego, se sembraron en
tubos con medio Almidén Caseina Liquido 1/10 a pH 2 y pH 7 con 10 ppm de hierro
ferroso (0.05 g/L de sulfato ferroso). Al medio de cultivo autoclavado se le adiciono el
sulfato ferroso por medio de filtraciébn con micromembranas de 0.4 um. Los tubos se
incubaron por 30 dias a 28°C. Se evalud la presencia de hierro férrico precipitado
(coloracion naranja) en el fondo de los tubos, asi como también el nivel de crecimiento

de los actinomicetos en presencia de hierro.

4.4.4 CRECIMIENTO Y OXIDACION DE TIOSULFATO
Cada cepa de actinomiceto se aislé en tubos con 5 mL de medio Almidén Caseina
Liquido 1/10 a pH 7 y se incubaron a 28°C por 15 dias. Se realizaron coloraciones
Gram para asegurar la pureza de las cepas. Luego, se sembraron en tubos con 10 mL
de medio Almidon Caseina Liquido 1/10 y Caldo Nutritivo (CN) 1/10, cada medio con
concentracion de tiosulfato de 1 g/L con indicador naranja de metilo (ANEXO V).
Ambos medios a pH 4 y pH 7. El tiosulfato de sodio se agregé luego de autoclavar el
medio de cultivo por filtracibn con micromembranas de 0.4 um. El control positivo de
esta prueba se obtuvo al agregar 5 gotas de acido sulfurico 1 N en un tubo con medio
de cultivo y naranja de metilo sin inéculo, en el cual si se observo el viraje de color de
amarillo a rosado. Todos los tubos se incubaron por 30 dias a 28°C. Se evalué el nivel
de crecimiento de los actinomicetos en cada medio de cultivo y se compar6 con los
controles para comprobar si existio viraje de color del indicador naranja de metilo, el
cual se torna de amarillo a rosado por debajo de pH 3.1, debido a que la oxidacion de

tiosulfato a sulfato es una reaccion que genera acidez.

12



4.4.5 LIXIVIACION BACTERIANA

a. PREPARACION DEL INOCULO
Las cepas fueron sembradas en tubos Falcon con 5 mL de medio Almidon Caseina
Liquido 1/10 a pH 7 por 15 dias a 28°C. Se realizaron coloraciones Gram para
asegurar la pureza de las cepas. Los tubos se centrifugaron a 3500 rpm por 30
minutos. El pellet fue usado para inocular los tubos conteniendo medio de cultivo

con muestra de mineral para la prueba inicial.

b. EVALUACION DEL CRECIMIENTO CON MINERAL
La prueba inicial se basé en evaluar el crecimiento de los actinomicetos frente a las
dos muestras de mineral. Se prepararon tubos Falcon conteniendo 30 mL de medio
Almidon Caseina Liquido 1/10 apH 2y pH 7. Asimismo, se separaron los tubos en
2 grupos y se adicionaron 1.5 g de cada muestra de mineral. Para el medio de
cultivo con relave aurifero de arsenopirita se agrego 0.5 mL de NaOH al 50 % para
obtener un pH final de 2 y 3.5 mL de NaOH al 50% para obtener un pH final de 7.
En el caso de la enargita de cobre se agregd 5.1 mL de H2SO4 1 N para obtener un
pH final de 2 y 0.1 mL para obtener un pH final de 7. Por ultimo, los pellets obtenidos
de la centrifugacion de los tubos con las cepas de actinomicetos se adicionaron a
los tubos Falcon con muestras de mineral. Estos se incubaron a 28°C por 30 dias y
se evaluo el nivel de crecimiento de los actinomicetos en ambos grupos de mineral.
Las cepas que crecieron en los tubos Falcon fueron aisladas en placas de Agar

Almidén Caseina (AAC) 1/10 para ser usadas posteriormente.

c. PRUEBA DE ADAPTACION
A partir de los resultados de la prueba inicial con las 24 cepas se realizé la prueba
de adaptacion. Se prepararon frascos con 100 mL de medio Almidon Caseina
Liquido 1/10 apH 2 y 7 y se agrego 5 g de relave aurifero de arsenopirita para un
grupo de cepas y en otro grupo mineral enargita de cobre. Se modificé el pH
(dependiendo del mineral) con H2SO4 1 N y NaOH al 50%. Se anot6 el pH inicial
en cada frasco. Para esta prueba, el mineral fue autoclavado junto con el medio de

cultivo para descartar cualquier alteracidbn que podria generar alguna bacteria
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presente en la muestra de mineral. Los frascos se inocularon con cada cepa de la
prueba anterior y se incubaron a 28°C por 30 dias. También realiz6 un frasco control
sin in6culo. Posterior al tiempo de incubacion se midié el pH final, y los frascos
fueron filtrados. Se analiz6 la concentracion de arsénico en la muestra liquida. Las
cepas usadas en esta prueba fueron aisladas en placas de AAC 1/10 para ser

usadas en una prueba de lixiviacion.

d. PRUEBA DE LIXIVIACION
Se realizd esta prueba para evaluar la capacidad lixiviante de las cepas de
actinomicetos (seleccionadas en el procedimiento anterior), es decir solubilizar
arsenico que forma parte del mineral de arsenopirita. La prueba se realizdé en
frascos con 500 mL de medio Almidén Caseina Liquido 1/10 y 25 g de relave
aurifero de arsenopirita a pH 7 unicamente. Se modificé el pH con H2SO4 1 N y
NaOH al 50% y se anot6 el pH inicial de cada frasco. El medio de cultivo y el mineral
fueron autoclavados. Posteriormente se separo un frasco solo con medio de cultivo
y mineral como control, y los demas se inocularon con cada cepa. Se incubaron a
28 °C por 30 dias. Luego de este tiempo se les midio el pH a los frascos y fueron
filtrados para analizar las concentraciones de arsénico en las muestras liquidas y
evaluar si se llevd a cabo el proceso de biolixiviacion. Las cepas usadas en esta
prueba fueron aisladas en placas de AAC 1/10 para ser usadas en la prueba de

produccion de acidos organicos.

4.4.6 PRODUCCION DE ACIDOS ORGANICOS

Esta prueba se realiz6 con el objetivo de determinar la produccion de &acidos
organicos como una estrategia para degradar los minerales sulfurados. Las cepas
de actinomicetos usadas en la prueba de lixiviacién fueron sembradas 10 medios
de cultivo con diferentes fuentes de carbono. Los medios liquidos consistian de
Almidon, Fructosa, Lactosa, Sucrosa, Maltosa, Galactosa, Rafinosa, Xilosa, Sorbitol
y Manitol. Se incubaron a 28°C por 15 dias y se midi6 el pH de cada medio de

cultivo liquido.
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4.4.7 CONSERVACION DE LAS CEPAS

Las cepas fueron sembradas en tubos Falcon conteniendo 5 mL de caldo Tripticasa
de Soya caldo (TSB), los cuales se incubaron a 28°C por 15 dias. Posteriormente,
se realizaron coloraciones Gram para asegurar la pureza de las cepas. Los tubos
se centrifugaron a 3500 rpm por 30 minutos. Se elimind el sobrenadante y se
resuspendio el pellet en 1.5 mL de Tripticasa de Soya caldo (TSB). Los pellet
resuspendidos se adicionaron a viales que contienen 1.2 mL de Tripticasa de Soya
caldo (TSB) y 0.3 mL de glicerol. (Concentracion final de glicerol en el vial: 10%).

Se obtuvieron 3 viales por cada cepa (triplicado) que fueron conservadas a -20°C.
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V. RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACION MORFOLOGICA EN AAC

La mayoria de las cepas mostraron aspecto pulverulento, solo las cepas Fe5y 11-
1 fueron costrosas. El color del micelio aéreo y de sustrato varié de acuerdo a cada
cepa. El borde fue entero en la mayoria de los casos, excepto para la cepa Frepl3,
F, 6C, 6D y E1 que mostraron borde entero con circulos concéntricos; y solo la cepa

21 mostré borde irregular. Las descripciones morfolégicas se muestran en la tabla
7, ANEXO L.

Cepa Frep13
Micelio aéreo: Blanco/Crema
Micelio de sustrato: Crema
Pigmento: -
Borde: Entero con circulos concéntricos
Aspecto: Pulverulenta

Cepa Fe5
Micelio aéreo: Blanco
Micelio de sustrato: Crema
Pigmento: -
Borde: Entero
Aspecto: Costrosa

CepaEl
Micelio aéreo: Crema/Blanco
Micelio de sustrato: Crema
Pigmento: Rojo
Borde: Entero
Aspecto: Pulverulenta

Figura 1 — Morfologia a nivel macroscoépica de tres cepas a los 15 dias en medio
AAC observadas al estereoscopio con aumento de 2X.
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5.2 CRECIMIENTO A DIFERENTES NIVELES DE pH

A pH 2y a pH 3.5 se observdé que el 83% de las cepas mostraron escaso
crecimiento. A pH 5 solo 54% de las cepas mantuvieron este mismo nivel de
crecimiento, mientras que solo el 4% mostr6 excelente crecimiento. Todas las
cepas de actinomicetos fueron capaces de crecer a pH 7 a los 15 dias, donde el
75% de las cepas mostré un excelente crecimiento (Cepas ya4, K4, X, C2, y16,
Frepl4, AB5, F1, Frepl5, K1A, K1B, F, 6B, AB7, 6C, 6D, 6E1, E1). Los resultados
se muestran en la Figura 2 (Ver Tabla 8, ANEXO 1I).

90%  g3% 83%

80% ' 75%

70%
(%]
©
S 60% 54%
(@] _
(] o,
© 0% 42%
g 40%
[0}
£ 30%
a

20% 17%

8% 8%
10% ? 4% ’
0% 0% 0% u -
l_] [— H
0%
pH 2 pH 3.5 pH5 pH7

M Escaso Crecimiento i Regular Crecimiento H Excelente crecimiento

Figura 2 — Porcentaje de cepas que crecieron en diferentes niveles de pH en medio
Almidén Caseina Liquido 1/10 a los 15 dias.

5.3 CRECIMIENTO Y OXIDACION DE HIERRO FERROSO

Las cepas de actinomicetos mostraron no ser capaces de oxidar hierro ferroso ya
gue a los 30 dias no formaron precipitados de hierro insoluble o viraje del medio a
color amarillo o naranja. A pH 2 solo 42% de las cepas fueron capaces de mostrar
escaso crecimiento (Cepas ya4, X, y16, Frepl4, 6E3, K1A, K1B, 6C, 6E1). A pH 3.5
se obtuvo la misma cantidad de cepas con escaso crecimiento, y solo 8% obtuvo un
buen desarrollo. Por otro lado, a pH 7 se observé que solo el 46% crecia
abundantemente en presencia del metal en el medio (Cepas ya4, C2, K2, y16, F1,
6E3, K1A, K1B, AB7, 6C, 6D) (Ver Tabla 9, ANEXO II).
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Figura 3 — Porcentaje de cepas que crecieron en medio Almidon Caseina Liquido
1/10 con 100 ppm de hierro ferroso a los 30 dias.

5.4 CRECIMIENTO Y OXIDACION DE TIOSULFATO

Con el medio Almidon Caseina Liquido 1/10 se observd que las cepas no se
desarrollaron favorablemente a pH 4, ya que solo el 8% mostrd crecimiento tanto
regular (Cepas 6C, E1) como escaso (Cepas ya4, F). Ninguna cepa mostro
crecimiento abundante. En cambio a pH 7 se obtuvo excelente crecimiento por
parte del 79% de las cepas (Cepas ya4, K4, X, 21, C2, K2, y16, Frepl4, AB5, F1,
Frepl3, 6E3, K1A, K1B, F, 6C, 6D, 6E1, E1), 13% crecio regularmente (Cepas
Frepl5, 11-1, 6B) y 8% mostré escaso crecimiento (Cepas Fe5, AB7). Estos datos
se muestran en la Figura 4. No se observoé viraje del color del medio de cultivo con
naranja de metilo, lo cual indica que no ocurrié oxidacion de tiosulfato (Ver Tabla
10, ANEXO 11).
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Figura 4 — Porcentaje de cepas que crecieron en medio Almidén Caseina Liquido
1/10 con 1 g/L de tiosulfato a los 30 dias.

Por otra parte, con el Caldo Nutritivo 1/10 también se obtuvo bajo crecimiento a pH
4 con tan solo el 4% de las cepas desarrollandose tanto regular (Cepa AB5) como
escaso (CepaE1l). PeroapH 7 se obtuvo un crecimiento excelente del 63% (Cepas
yad, K4, X, 21, K2, y16, AB5, F1, Frepl3, 6E3, K1A, 6B, 6D, 6E1, E1), 33% se
desarroll6 regularmente (Cepas C2, Frepl4, Frepl5, K1B, F, Fe5, AB7, 6C) y 4%
mostrd escaso crecimiento (Cepa 11-1). En esta prueba no se observo viraje del
color del medio de cultivo con indicador, por lo que la oxidacién fue negativa para
las 24 cepas (Ver Tabla 10, ANEXO II).
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Figura 5 — Porcentaje de cepas que crecieron en Caldo Nutritivo 1/10 con 1 g/L de
tiosulfato a los 30 dias.

5.5 LIXIVIACION BACTERIANA

La prueba de crecimiento con las 24 cepas de actinomicetos mostréo bajo

crecimiento con enargita de cobre, ya que 96% de las cepas no fueron capaces de

crecer en ambos niveles de pH. Solo la cepa y16 fue capaz crecer ligeramente a

pH 2 ylacepa C2apH 7. Los resultados se muestran en la Tabla 12, ANEXO |II.
120%
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Figura 6 - Porcentaje de cepas que crecieron en medio Almidén Caseina Liquido
1/10 con 1.5 g de mineral enargita de cobre a los 30 dias.
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De igual manera, el relave aurifero de arsenopirita mostré ser poco favorable para
el crecimiento de los actinomicetos debido a que el 92% de las cepas mostro
crecimiento nulo a pH 2, y el 88% a pH 7. Solo el 13% de las cepas mostrd escaso
crecimiento a pH 7 (Cepas AB5, 21y E1), y 8% (Cepas 21 y K1B) crecieron a pH 2
(Ver Tabla 12, ANEXO II).

100% 92%
90%
80%

88%

70%
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50%
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30%
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20%
10%
0%

13%
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pH 2 pH 7

M Sin Crecimiento  H Escaso Crecimiento

Figura 7 - Porcentaje de cepas que crecieron en medio Almidon Caseina Liquido
1/10 con 1.5 g de relave aurifero de arsenopirita a los 30 dias.

En cuanto a la prueba de adaptacién, se emplearon las cepas 21, K1B, E1, C2, AB5
y y16 las cuales fueron las Unicas capaces de desarrollarse en las muestras de
mineral sin autoclavar de la prueba inicial. Se obtuvo que a 30 dias las cepas a pH
2 de ambas muestras de mineral no fueron capaces de crecer. Sin embargo, la
cepa E1 a pH 7 mostro regular crecimiento asi como también colonias pigmentadas
color rojo (Figura 8). La cepa AB5 creci6 en menor magnitud y en forma de
pequefias colonias de 2 mm de diametro (Figura 9). Asimismo, la cepa 21 también

mostro ligero crecimiento.

21



Figura 8 — Regular crecimiento de la  Figura 9 — Escaso crecimiento de la
cepa E1 a los 30 dias en 100 mL de  cepa ABS5 a los 30 dias en 100 mL de
medio Almidon Caseina con 5g de  medio Almidon Caseina con 5g de
relave aurifero de arsenopirita a pH 7. relave aurifero de arsenopirita a pH 7.

Los niveles de pH inicial y final de los frascos se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 2 — Niveles de pH iniciales y finales de los frascos con 100 mL de AAC 1/10
pH 7 con 5 g de relave aurifero de arsenopirita.

Muestra pH Inicial pH Final

Control 7.03 7.04
21 7.05 7.12
El 7.01 7.11
AB5 7.07 7.09

A pesar que la cepa 21 mostro crecimiento en el mineral aurifero de arsenopirita, el
aislamiento en placa de Agar Almidén Caseina (AAC) 1/10 determiné que la cepa

no estaba pura; por lo que fue descartada.

El analisis a la muestra de relave aurifero de arsenopirita indicé que contenia 16.90
g/kg de arsénico. Debido a que los frascos contenian 5 g de muestra de mineral,
se calcul6 que cada uno contenia 84.5 mg de arsénico proveniente del relave siendo
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este dato el 100% de arsénico en las muestras. Luego se calculd el porcentaje de
extraccion tomando en cuenta el volumen de muestra liquida filtrada (mL) de cada
frasco. Elanalisis de la concentracion de arsénico (mg/L) presente en las muestras

liguidas se muestra en la tabla 3.
Tabla 3 — Resultados del andlisis a las muestras liquidas de la prueba de adaptacion
con relave aurifero de arsenopirita y célculo del porcentaje de extraccion.

- Arseénico Porcentaje  Porcentaje de
Arsénico Volumen

Muestra (mg/L) filtrado (mL) dl?rﬁgl)to deb?ﬁroa%;;)c’m eﬁterg)czzol/gn
Control 2.63 76 0.199 0.236 0
21 12.52 81 1.014 1.2 0.963
El 7.58 87 0.659 0.78 0.543
AB5 5.73 84 0.481 0.569 0.333

La prueba de lixiviacion se realiz6 con las cepas E1y AB5. Entre estas, la E1 mostro

abundante crecimiento con abundantes colonias pigmentadas color rojo, mientras

gue la AB5 se desarroll6 débilmente presentando pocas colonias adheridas al frasco
(Figura 10y 11).

»
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Figura 10 — Abundante crecimiento de Figura 11 — Escaso crecimiento de la
la cepa E1 a los 30 dias en 500 mL de cepa AB5 a los 30 dias en 500 mL de
medio Almidén Caseina con 25g de medio Almidon Caseina con 25g de
relave aurifero de arsenopirita a pH 7. relave aurifero de arsenopirita a pH 7.

(Flechas indican 2 colonias visibles)
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Los niveles de pH inicial y final de los frascos se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 4 — Niveles de pH iniciales y finales de los frascos con 500 mL de AAC 1/10
pH 7 con 25 g de relave aurifero de arsenopirita.

Muestra pH Inicial pH Final

Control 7.03 7.11
E1l 7.05 7.10
AB5 7.01 7.08

Se analizaron las muestras liquidas obtenidas del filtrado de los frascos y se
analizaron las concentraciones de arsénico. Asimismo, en esta prueba la
concentracion de arsénico inicial era mayor debido a que se usé 25 g de mineral.
Por lo tanto, cada muestra inicié con 422.5 mg de arsénico por frasco. Se calculo
el porcentaje de extraccion tomando en cuenta el volumen de muestra liquida

filtrada (mL) de cada frasco.

Tabla 5 - Resultados del andlisis a las muestras liquidas de la prueba de lixiviacion
con relave aurifero de arsenopirita y calculo del porcentaje de extraccion.

- Arsénico Porcentaje Porcentaje
Arsénico Volumen

Muestra (ma/L) filtrado (mL) disuelto de extraccion de extraccion
(mg) bruto (%) neto (%)
Control 22.93 463 10.617 2.513 0
El 166.98 484 80.818 19.129 16.616
ABS 145.39 464 67.461 15.967 13.454

5.6 PRODUCCION DE ACIDOS ORGANICOS

En esta prueba se usaron las cepas E1 y AB5 provenientes de la prueba de
lixiviacion. Ambas cepas se desarrollaron excelente en los 10 medios de cultivo. La
cepa AB5 en Lactosa mostro ligera disminucién del pH con un nivel de 6, pero en

las demas muestras no se observaron cambios en el pH respecto al control que se
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mantuvo en 7 a los 15 dias (Ver tabla 15, ANEXO Il). Sin embargo, se evidencio
gue los carbohidratos como fructosa, galactosa y lactosa promovieron la produccién

del pigmento rojo caracteristico de la cepa E1.

5.7 CONSERVACION DE LAS CEPAS

Se realiz6 la conservacion de las cepas E1 y AB5 empleadas la prueba de lixiviacion
para ser usadas en futuros estudios. Las cepas se mantienen a -20°C en viales con
glicerol (10%) y medio TSB.

25



VI. DISCUSION DE RESULTADOS

Los microorganismos acidofilos se encuentran en una variedad de nichos
ecologicos, entre ellos estan presentes los concentrados y relaves mineros. En
estos ambientes se desarrollan variedades de bacterias que representan una opcién
viable para el desarrollo de nuevas biotecnologias mediante el aprovechamiento de
sus capacidades metabodlicas. Dentro de estos consorcios bacterianos se
encuentran los actinomicetos del phylum Actinobacteria, el cual incluye a
microorganismos con capacidades como de oxidar hierro ferroso y tiosulfato en
condiciones acidas en géneros como Acidimicrobium (Clark, D. et al, 1996; Cleaver,
A., etal, 2007); Acidithiomicrobium (Davis-Belmar, C., et al., 2009) y Aciditerrimonas
(Itoh, T., et al, 2011) o también con capacidad lixiviante como Microbacterium,
Pseudonocardia y Nocardiopsis (Willscher, S. & Bosecker, K., 2003); por lo que en
este estudio se evaluaron las capacidades de crecimiento, oxidacion y lixiviacion en
condiciones de crecimiento similares. El estudio realizado por Matsubara, A., 2013
reporta 6 cepas (C2, E1, F, Frepl3, Fe5 y K2) de las 24 proporcionadas por el
Laboratorio de Biotecnologia Ambiental, UPCH; mientras que 18 cepas fueron
nuevas. Este estudio aporta ciertas caracteristicas de las cepas, como la oxidacion
positiva de hierro ferroso, que indicarian la potencial aplicabilidad de estos

microorganismos para procesos de lixiviacion bacteriana.

El medio AAI o ISP 4 es usado para caracterizar cepas de Streptomyces ya que
permite una excelente esporulacion (Shirling, E., 1966; Zimbro, M., et al, 2009). Este
fue el medio de referencia debido a que 23 de las cepas evaluadas fueron
reportadas dentro de este género. Solo la cepa Fe5 fue reportada como
Actinomadura. La caracterizacion morfologica realizada en medio AAC permitio
observar la variabilidad metabdlica de las cepas, ya que las caracteristicas como el
micelio aéreo y micelio de sustrato difieren dependiendo del medio de cultivo. Esto
se debe a que la composicion del medio de cultivo influye sobre el color del micelio,
como en el caso de la produccion de un pigmento en el micelio de sustrato que
altera el color del micelio de aéreo (Wendisch & Kutzner, 1986). La pigmentacion

de las colonias indica que las cepas estan aprovechando los nutrientes disponibles
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en el medio, lo que les permite realizar su metabolismo indistintamente de la fuente

de carbono.

Las 24 cepas aisladas de concentrados y relaves mineros demostraron ser
sensibles al pH éacido, ya que a pH 2 solo 83% de las cepas mostraron escaso
crecimiento y el 17% restante no crecié. Sin embargo, a medida que el pH se
incrementaba se observd que el nivel de crecimiento aumentaba. Esto se
evidenciaba por la mayor cantidad de biomasa. El pH 7 mostr6 ser el pH 6ptimo
para estas cepas. A partir de los resultados, se comprueba que las 24 cepas de
actinomicetos evaluadas son acidotolerantes. El trabajo de Matsubara, A., 2013
también reporta la misma tendencia, donde solo 3 de las 12 cepas de actinomicetos
crecieron a pH 2 y todas las cepas crecieron a pH 7. En un estudio previo se
reportan actinomicetos aislados de suelos acidos, pero entre un rango de 4.5a 7.5
teniendo como 6ptimo valor el pH 6 (Seong, 1993). Asimismo Hagedorn, 1976, Xu
et al, 2006 y Cho et al, 2008 aislaron actinomicetos acidofilos. Se sabe que todo
microorganismo tiene un rango de pH 6ptimo de crecimiento, por lo que se confirma
gue la mayoria de los actinomicetos estudiados son capaces de tolerar amplios
rangos de pH a comparacion de otros géneros de bacterias. Existen ciertos
mecanismos que ayudan a las bacterias a sobrellevar el estrés generado por la
acidez del medio, como la produccion de moléculas derivadas de la expresiéon de
genes inducidos por el pH &cido, que ayudan a modificar el pH externo o interno de
la célula, o a transportar protones para lograr la homeostasis (Slonczewski, J. L.,
2000). Esencialmente, para que un microorganismo pueda tolerar ambientes acidos
es necesario mantener el pH intracelular cercano a un valor neutro debido a que los
constituyentes del citoplasma, como organelas o proteinas, son labiles a la acidez
(Wiley, J., et al, 1999). En el estudio realizado por Norris, P., 2011 se reportan

actinomicetos aislados de ambientes geotermales con un nivel de pH éptimo de 2.5.

La capacidad de las cepas de actinomicetos para oxidar hierro ferroso no fue
observable a pH 2 como a pH 7. Asimismo, las cepas mostraron sensibilidad a la
presencia del metal en el medio liquido debido a que solo el 42% de cepas fue capaz
de crecer a pH 2, a comparacién del crecimiento obtenido en la prueba anterior en

ausencia del metal. EI 83% de los actinomicetos mostraron crecimiento a pH 7 mas
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no oxidacion, lo cual indica que las cepas no son quimiolitétrofos, es decir no
obtienen energia a partir de la oxidacion de hierro ferroso y por ende son
heterotrofos obligatorios. Esto significa que utilizan compuestos organicos como
fuente de carbono y energia (Madigan, M., 2009). Teniendo en cuenta que el hierro
es un elemento esencial para el crecimiento de microorganismos, la concentracion
de 10 ppm a pH 2 fue inhibitoria para el 58%, y a pH 7 fue inhibitoria solo para el
17% de las cepas evaluadas en este estudio. Sin embargo, en el estudio de
Matsubara, A., 2013 se obtuvo crecimiento y oxidacién a pH 7 por parte de las cepas
C2, E1, F, Frepl3, Fe5 y K2. Esto pudo deberse a que el medio de cultivo liquido
gue emplearon fue Glicerol-Extracto de Levadura, el cual contiene mayor cantidad
de materia organica a diferencia del medio Almidon Caseina Liquido empleado en
este estudio, que fue diluido (1/10). EIl propodsito de usar este medio de cultivo
liquido fue evitar cualquier tipo de interferencia con el metal, en este caso el hierro
ferroso. El extracto de levadura es una fuente de proteinas, vitaminas y
aminoécidos libres como lisina, triptéfano y treonina. Asimismo, esta descrito un
agente quelante de hierro, por lo que puede haber favorecido el crecimiento, y por
ende la oxidacion del hierro; mientras que las cepas en Almidon Caseina Liquido
mostraron mayor sensibilidad al metal y oxidacién negativa (De la Hoz, L., et al,
2014). Bajo las condiciones de trabajo no fue posible evidenciar la oxidacion de
hierro ferroso a hierro férrico debido principalmente al bajo nivel de crecimiento a
ambos niveles de pH. Ademas, la concentracion de hierro (10 ppm) fue menor que
la empleada en el estudio de Matsubara, A., 2013 (200 ppm). Para futuras pruebas
se recomendaria el uso de un agente quelante de hierro férrico para determinar su
presencia en el medio y eliminar el efecto del pH en su solubilizacion. Uno de los
guelantes mas usados es el EDTA, que forma un complejo insoluble con el hierro
férrico y se observa como precipitado (Flora, S., 2010). Los actinomicetos
presentan mecanismos que les permite tolerar la presencia de iones metalicos por
medio de la produccion de siderdforos, frecuentemente descritas en la literatura
como agentes quelantes de hierro. Estos compuestos secuestran el metal y lo
hacen menos biodisponible para otros seres vivos (Jurkevitch, E., et al, 1992). Las
cepas que crecieron en presencia de hierro ferroso en el medio liquido podrian estar

usando este mecanismo para reducir la toxicidad del metal. AuUn es necesario
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realizar mas estudios en este aspecto. Sin embargo, la inhibicion y bajo crecimiento
de las cepas a pH 2 podria también deberse la accion de aniones, que en ambientes
acidos se protonan volviéndose permeables a través de las membranas de las
células y migran hacia el interior de éstas, que se encuentran en un pH cercano a
neutro conteniendo biomoléculas que son alteradas funcional y estructuralmente.
(Ingledew, W. J., 1982). En trabajos como los de Johnson, D. (2009) se reportan
especies de actinomicetos capaces de oxidar hierro y al mismo tiempo tolerar

ambientes acidos.

En la prueba de oxidacion de tiosulfato se esperaba que el indicador ayudara a
identificar la oxidacion positiva debido a que este proceso produce principalmente
sulfato y &cido sulfurico, el cual disminuiria el pH del medio. No se observo viraje
del color del medio de cultivo al cual se le agrego indicador en todas las cepas. El
crecimiento fue abundante a pH 7 en su mayoria, tanto en el medio AAC 1/10 como
en Caldo Nutritivo 1/10; en cambio a pH 4 el crecimiento se vio severamente
afectado en los dos medios de cultivo. La prueba de oxidacion de tiosulfato fue
realizada para evaluar la capacidad de los actinomicetos para descomponer una
fuente de azufre, como los presentes en las muestras de minerales sulfurados que
se encuentran asociados a iones metalicos de gran valor comercial (Suzuki, 1.,
2001). Estos resultados coinciden con los de Matsubara, A., 2013 donde de la
misma manera determinaron que las cepas de actinomicetos no descomponen los
compuestos sulfurados, como el tiosulfato de sodio, por lo que es necesario
continuar investigando el mecanismo que emplean estas bacterias para degradar
los minerales. Segun el estudio de Bosecker, K., 1997 existen mecanismos
directos, como la oxidacién de minerales sulfurados por adherencia directa de las
bacterias al mineral, asi como también mecanismos indirectos por los cuales es
posible que los microorganismos realicen procesos de biolixiviacion. Entre estos se
mencionan a la capacidad de acidificar el medio (< pH 5), por medio de acidos
organicos, para favorecer el crecimiento de bacterias aciddfilas (T. ferrooxidans y L.
ferrooxidans) que catalizan la oxidacion de hierro ferroso a hierro férrico, el cual es
un agente oxidante que libera los metales asociados a minerales sulfurados en

solucion &cida. Por otra parte, para futuras pruebas seria recomendable medir la
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presencia de sulfato mediante el uso de cloruro de bario, lo que permitiria observar
precipitados de sulfato de bario (American Chemical Society, 2008). Esto ayudaria
a identificar la oxidacién positiva de una fuente de azufre por parte de las cepas de

actinomicetos.

Los resultados de las pruebas de oxidacion de hierro ferroso y tiosulfato indican que
los actinomicetos son sensibles a ciertos compuestos que usualmente se
encuentran en concentrados y relaves mineros. Sin embargo, se procedio a realizar
una evaluacién del crecimiento en dos tipos de muestras de mineral, una de mineral
enargita de cobre y otra de relave aurifero de arsenopirita. Se observd que el
mineral enargita de cobre fue altamente inhibitorio para el crecimiento del 96% de
las cepas tanto a pH 2 como a pH 7, mientras que el relave aurifero de arsenopirita
inhibio solo el 88% de las cepas. Por ello se realizé la prueba de adaptacion con
las cepas que si lograron crecer bajo las condiciones de los minerales (21, K1B, E1,
C2, AB5 y y16). Las cepas fueron nuevamente sembradas en el mismo medio de
cultivo (Agar Almidon Liquido 1/10) con la muestra de mineral y pH correspondiente:
cepas 21y K1B a pH 2 enrelave aurifero de arsenopirita; cepa y16 a pH 2 en mineral
enargita de cobre; cepas 21, AB5 y E1 a pH 7 en mineral aurifero de arsenopirita y
cepa C2 a pH 7 en mineral enargita de cobre. Esta prueba indicé que solo las cepas
E1, AB5y 21 eran capaces de crecer en presencia de la muestra de relave aurifero
de arsenopirita a pH 7. El porcentaje de extraccién neto (Tabla 3) sefiala que la
capacidad lixiviante de las cepas fue poco efectiva con menos del 1% de arsénico
solubilizado en el medio, siendo la cepa E1 y AB5 capaces de lixiviar 0.543% y
0.333% respectivamente. El frasco con la cepa 21 indicd que se realizo lixiviacion
del 0.963% de arsénico. Sin embargo, al intentar aislar esta cepa en placa de agar
sélido AAC se evidencid la presencia de otras bacterias (bacilos Gram -)
provenientes del mineral, por lo tanto, no fue posible atribuirle la capacidad lixiviante

a esta cepa.

Las cepas E1 y AB5 fueron usadas para una prueba de lixiviacibn con mayor
volumen de medio de cultivo, pero manteniendo el 5% de relave. En esta prueba
de lixiviacién se observé que la cepa E1 crecié abundantemente presentando

colonias pigmentadas color rojo, mientras que la cepa AB5 no crecio en la misma
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magnitud y tan solo present6 pocas colonias. En cuanto al porcentaje de extraccion
neto, se obtuvo que la cepa E1 lixivid 16.61% y la cepa AB5 13.45% de arsénico de
la muestra de relave de arsenopirita a los 30 dias. Esto indica que ambas cepas de
actinomicetos fueron capaces de lixiviar el arsénico con mayor efectividad que en la
prueba de adaptacion anterior, siendo la E1 la que mostré mejor capacidad
lixiviante. A pesar de la naturaleza metaloide del arsénico, este también es
considerado uno de los metales pesados de mayor riesgo para la salud. Otros
metales también mencionados son el cadmio, plomo y mercurio. Seria
recomendable evaluar el rango de adaptacion de estas cepas a estos metales para
determinar su capacidad como biorremediadores. El riesgo de exposicion al
arsénico radica en su potencial toxicidad sistémica ya que induce al dafio de
organos, incluso a bajas concentraciones. También es clasificado como un
carcindbgeno humano, por lo que su aislamiento es de importancia de salud publica
(Tchounwou, P., et al, 2012). El arsénico conforma una de las principales impurezas
de la arsenopirita, complicando la extraccion del oro y causando penalidades
comerciales debido a que le resta valor economico al mineral aurifero (Corcuera, J.,
2015).

En cuanto a la produccién de acidos organicos, se determiné que solo la cepa AB5
fue capaz de disminuir el pH del medio conteniendo lactosa como fuente de
carbono. Los niveles de pH para la cepa E1 aumentaron a 8 en nueve de los medios
liquidos, excepto en almidon que se mantuvo en pH 7. Este ultimo resultado se
observé en los niveles de pH inicial y final de los frascos de la prueba de adaptacion
y lixiviacion (Tabla 2 y 4). En ningun medio de cultivo se obtuvo una disminucién
del pH por debajo de 6, lo que indicaria que estas cepas no producen acidos
organicos. El crecimiento de las cepas en diferentes fuentes de carbono corrobora
los resultados reportados en estudios previos en lo que se menciona que los
actinomicetos no son especificos para un solo sustrato; sino que gracias a su
versatilidad metabdlica pueden obtener energia a partir de diferentes componentes.
El mayor impacto se da en el grado de esporulacion mas no en el nivel de
crecimiento (Kalakoutskii, L., et al., 1976). La pigmentacion observada en la cepa

E1l en diferentes fuentes de carbono es evidencia de la versatilidad metabdlica
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conocida de los actinomicetos, que les permite aprovechar los recursos disponibles

en el medio para producir metabolitos secundarios (Sharma, M., 2014).

VIl. CONCLUSIONES

1. La mayoria de las cepas de actinomicetos (83%) demostraron ser
acidotolerantes, pero el pH 7 demostré ser el mas favorable para su crecimiento.

2. Solo 42% de las cepas crecieron a pH 2 con 10 ppm de hierro ferroso, y el 83%
de cepas de actinomicetos trabajadas crecieron a pH 7 pero en ningdn caso
oxidaron el metal.

3. Menos del 10% de las cepas crecieron a pH 4 con 1 g/L de tiosulfato de sodio.
Todas las cepas de actinomicetos crecieron a pH 7 con 1 g/L de tiosulfato de
sodio, pero no se llevo a cabo la oxidacion.

4. LacepaE1l demostré ser capaz de lixiviar 16.61% de arsénico del relave aurifero
de arsenopirita a los 30 dias, demostrando la mejor capacidad lixiviante.

5. La cepa AB5 demostré ser capaz de lixiviar 13.45% de arsénico del relave
aurifero de arsenopirita a los 30 dias.

6. La cepa ABS fue capaz de acidificar el medio a partir de lactosa como fuente de

carbono.

VIill. RECOMENDACIONES

1. Continuar con las pruebas de lixiviacion para poder demostrar su aplicabilidad
en el campo.

2. Medir la formacion de hierro férrico mediante el uso de un quelante como el
EDTA.

3. Emplear cloruro de bario para evaluar la presencia de sulfato en el medio liquido.

4. Realizar la prueba de adaptacion y lixiviacion con la cepa 21.

5. Evaluar el crecimiento y capacidad lixiviante de las cepas de actinomicetos en
condiciones alcalinas.

6. Estudiar los mecanismos de resistencia a metales por parte de los actinomicetos.
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7. Estudiar los mecanismos que usan estas cepas de actinomicetos para degradar
los minerales sulfurados.

8. Evaluar la interaccion de las cepas de actinomicetos con otras bacterias
aciddfilas o biolixiviadoras en cultivos mixtos, para determinar el sinergismo de
los microorganismos en procesos de lixiviacion bacteriana.

9. Evaluar el rango de adaptacion de estas cepas a metales como cadmio, plomo

y mercurio para determinar su capacidad como biorremediadores.
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ANEXO |
FLUJOGRAMA DEL PROCESO

CARACTERIZACION
MORFOLOGICA EN AAC
(24 CEPAS)

— l —

CRECIMIENTO A CRECIMIENTO Y CRECIMIENTO Y
DIFERENTES NIVELES OXIDACION DE HIERRO OXIDACION DE
DE pH FERROSO TIOSULFATO
(24 CEPAS) (24 CEPAS) (24 CEPAS)
f

EVALUACION DEL
CRECIMIENTO CON MINERAL
(24 CEPAS)

l

PRUEBA DE ADAPTACION
(CEPAS 21, K1B, E1, C2, AB5, y16)

l

PRUEBA DE LIXIVIACION
(CEPAS AB5 y E1)

l

PRODUCCION DE ACIDOS ORGANICOS
(CEPAS AB5 y E1)

l

CONSERVACION DE CEPAS
(CEPAS AB5 y E1)
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ANEXO I
TABLAS DE RESULTADOS
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Tabla 6 — Caracteristicas morfoldgicas a nivel macroscépico de las 24 cepas de actinomicetos en medio Agar Almidon
Sales Inorganicas (AAIl o0 ISP4) a los 14 dias.

CEPAS Géneros Micelio Aéreo  Micelio del Sustrato  Pigmento Borde Aspecto
yad Streptomyces sp.  Blanco/Verde Crema/ Verde - Entero Pulverulenta
K4 Streptomyces sp. Plomo Crema Verde Irregular Pulverulenta
X Streptomyces sp.  Plomo/Blanco Crema Verde Entero Pulverulenta
21 Streptomyces sp. Plomo Claro Verde Verde Irregular Pulverulenta
Cc2 Streptomyces sp. Plomo Crema Verde Entero con anillos concéntricos Pulverulenta
K2 Streptomyces sp. Plomo Crema Verde Irregular Pulverulenta
y16 Streptomyces sp.  Plomo/Blanco Crema Verde Irregular Pulverulenta
Frepl4 Streptomyces sp. Plomo Crema Verde Irregular Pulverulenta
AB5 Streptomyces sp. Plomo Verde - Entero Pulverulenta
F1 Streptomyces sp.  Plomo/Blanco Crema Verde Ondulado Pulverulenta
Frepl3 Streptomyces sp. Blanco/ Verde Marrén Verde Entero con anillos concéntricos Pulverulenta
6E3 Streptomyces sp. Plomo Crema Verde Irregular Pulverulenta
Frepl5 Streptomyces sp. Blanco/ Plomo Crema Verde Entero Pulverulenta
K1A Streptomyces sp.  Plomo/Blanco Crema Verde Irregular Pulverulenta
K1B Streptomyces sp. Plomo Crema Verde Irregular Pulverulenta
F Streptomyces sp. Plomo Plomo Verde Irregular Pulverulenta
Feb Actinomadura sp. Blanco Blanco - Entero Pulverulenta

11-1 Streptomyces sp. Verde Amarillo - Entero Costrosa
6B Streptomyces sp. Plomo Verde Verde Irregular Pulverulenta
AB7 Streptomyces sp. Plomo Crema/ Verde - Irregular Pulverulenta
6C Streptomyces sp.  Plomo/ Marrén Caramelo Marrén Irregular Pulverulenta
6D Streptomyces sp.  Plomo/ Blanco Crema Verde Irregular Pulverulenta
6E1 Streptomyces sp. Plomo Crema Verde Entero con anillos concéntricos Pulverulenta
El Streptomyces sp. Plomo Crema/Plomo - Entero Pulverulenta

*-: No hay produccién
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Tabla 7 — Caracteristicas morfoldgicas a nivel macroscopico de las 24 cepas de actinomicetos en medio Agar Almidon

Caseina (AAC) a los 14 dias.

CEPAS Géneros Micelio Aéreo  Micelio del Sustrato  Pigmento Borde Aspecto
ya4 Streptomyces sp.  Crema/Verde Crema - Entero Pulverulenta
K4 Streptomyces sp.  Crema/Verde Crema - Entero Pulverulenta
X Streptomyces sp.  Plomo/Blanco Crema - Entero Pulverulenta
21 Streptomyces sp. Crema Crema - Irregular Pulverulenta
Cc2 Streptomyces sp.  Plomo/Blanco Crema - Entero Pulverulenta
K2 Streptomyces sp.  Plomo/Blanco Crema - Entero Pulverulenta
y16 Streptomyces sp.  Plomo/Blanco Verde - Entero Pulverulenta
Frepl4 Streptomyces sp. Blanco Blanco - Entero Pulverulenta
AB5 Streptomyces sp.  Blanco/Crema Crema - Entero Pulverulenta
F1 Streptomyces sp.  Plomo/Blanco Blanco - Entero Pulverulenta
Frepl3 Streptomyces sp. Blanco/Crema Crema - Entero con circulos concéntricos  Pulverulenta
6E3 Streptomyces sp.  Blanco/Plomo Crema - Entero Pulverulenta
Frepl5 Streptomyces sp. Crema Crema - Entero Pulverulenta
K1A Streptomyces sp.  Plomo/Blanco Crema - Entero Pulverulenta
K1B Streptomyces sp.  Plomo/Blanco Crema - Entero Pulverulenta
F Streptomyces sp. Crema Crema - Entero con circulos concéntricos  Pulverulenta

Feb5 Actinomadura sp. Blanco Crema - Entero Costrosa

11-1 Streptomyces sp. Blanco Crema - Entero Costrosa
6B Streptomyces sp.  Plomo/Blanco Crema - Entero Pulverulenta
AB7 Streptomyces sp.  Plomo/Blanco Crema - Entero Pulverulenta
6C Streptomyces sp. Crema Crema - Entero con circulos concéntricos  Pulverulenta
6D Streptomyces sp.  Plomo/Blanco Crema - Entero con circulos concéntricos  Pulverulenta
6E1 Streptomyces sp.  Blanco/Crema Crema - Entero Pulverulenta
El Streptomyces sp.  Crema/Blanco Crema Rojo Entero con circulos concéntricos  Pulverulenta

*-: No hay produccién
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Tabla 8 — Niveles de crecimiento de cepas de actinomicetos en medio Almidén
Caseina Liquido 1/10 a diferentes pH a los 15 dias.

CEPAS pH 2 pH 3.5 pH5 pH 7 Control

w

yad
K4
X
21
C2
K2
y16
Frepl4
AB5
F1

6E3
Frep15

K1A

K1B

Fe5
111
6B
AB7
6C
6D
6E1
El 1

H H H
0 1 3
1 1 3
1 1 3
1 1 2
1 3 3
1 2 2
1 2 3
1 2 3
1 2 3
1 2 3
Frep13 1 2 2
1 1 2
1 2 3
1 1 3
0 1 3
0 1 3
1 1 1
1 1 1
1 1 3
1 2 3
1 2 3
0 1 3
1 1 3

P P R R R RPN R O O R P RPN R P R R P R R R B R
W W W W W W W W W W W W W W W W W W W w w w

2 3 3

Los niveles de crecimiento fueron: 0O (Sin crecimiento), 1 (Escaso crecimiento), 2 (Regular

crecimiento), 3 (Excelente crecimiento)
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Tabla 9 — Resultados de prueba de crecimiento y oxidacion de hierro ferroso
en medio Almidon Caseina Liquido a los 30 dias.

CEPAS pH = PHY
Crecimiento Oxidacion Crecimiento Oxidacién

yad 1 - 3 -
K4 0 - 0 -
X 1 - 1 -
21 0 - 1 -
Cc2 1 - 3 -
K2 0 - 3 -
y16 1 - 3 -
Frepl4 1 - 2 -
AB5 0 - 0 -
F1 0 - 3 -
Frep13 0 - 1 -
6E3 1 - 3 -
Frep15 0 - 1 -
K1A 1 - 3 -
K1B 1 - 3 -
F 0 - 1 -
Feb5 0 - 0 -
11-1 0 - 2 -
6B 0 - 0 -
AB7 0 - 3 -
6C 1 - 3 -
6D 0 - 3 -
6E1 1 - 1 -
El 0 - 1 -

Los niveles de crecimiento fueron: 0 (Sin crecimiento), 1 (Escaso crecimiento), 2 (Regular
crecimiento), 3 (Excelente crecimiento)

La oxidacion se consider6: - (Negativa) 6 + (Positiva)
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Tabla 10 — Resultados de prueba de crecimiento y oxidacion de tiosulfato en
medio Almidén Caseina Liquido 1/10 a los 30 dias.

pH 4 pH7
CEPAS
Crecimiento Oxidacion Crecimiento Oxidacion

ya4 1 - 3 -
K4 0 - 3 -
X 0 - 3 -
21 0 - 3 -
C2 0 - 3 -
K2 0 - 3 -
y16 0 - 3 -
Frepl4 0 - 3 -
AB5 0 - 3 -
F1 0 - 3 =
Frep13 0 - 3 -
6E3 0 - 3 -
Frepl15 0 - 2 -
K1A 0 - 3 =
K1B 0 - 3 -
F 1 - 3 -
Feb 0 - 1 -
11-1 0 - 2 -
6B 0 - 2 -
AB7 0 - 1 -
6C 2 - 3 -
6D 0 - 3 -
6E1 0 - 3 -
El 2 - 3 -

Los niveles de crecimiento fueron: O (Sin crecimiento), 1 (Escaso crecimiento), 2 (Regular
crecimiento), 3 (Excelente crecimiento)

La oxidacion se consider6: - (Negativa) 6 + (Positiva)
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Tabla 11 — Resultados de prueba de crecimiento y oxidacion de tiosulfato en
medio Caldo Nutritivo 1/10 a los 30 dias.

pH 4 pH7
CEPAS
Crecimiento Oxidacion Crecimiento Oxidacion

ya4 0 - 3 -
K4 0 - 3 -
X 0 - 3 -
21 0 - 3 -
C2 0 - 2 -
K2 0 - 3 -
y16 0 - 3 -
Frepl4 0 - 2 -
AB5 2 - 3 -
F1 0 - 3 =
Frep13 0 - 3 -
6E3 0 - 3 -
Frepl15 0 - 2 -
K1A 0 - 3 =
K1B 0 - 2 -
F 0 - 2 -
Feb 0 - 2 -
11-1 0 - 1 -
6B 0 - 3 -
AB7 0 - 2 -
6C 0 - 2 -
6D 0 - 3 -
6E1 0 - 3 -
El 1 - 3 -

Los niveles de crecimiento fueron: 0 (Sin crecimiento), 1 (Escaso crecimiento), 2 (Regular
crecimiento), 3 (Excelente crecimiento)

La oxidacion se considero: - (Negativa) 6 + (Positiva)
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Tabla 12 — Resultados de la prueba de crecimiento de las cepas de actinomicetos
en 30 mL de medio Almidon Caseina 1/10 con 1.5 g de relave aurifero de
arsenopirita o enargita de cobre (sin autoclavar) a los 30 dias.

CEPAS Enargita de cobre Relave aurifero de arsenopirita

N
\‘
N

Y Y pH7

o

yad
K4

21
C2
K2
y16
Frepl4
AB5
F1
Frep13
6E3
Frepl5
K1A
K1B

Fe5
11-1
6B
AB7
6C
6D
6E1

El 0 0 0 1

Los niveles de crecimiento fueron: O (Sin crecimiento), 1 (Escaso crecimiento), 2 (Regular

O O O O O O 0O O 0O O O O O O O O PFr O O o o o o X
O O O O O O 0O 0O 0O 0O 0O 0O O O O o o o pkr o o o o I
O O O O O 0O 0O O Fr OO0 0O 0O O 0O o o o o r o o o I
©O O O O O O O O 0O 0O OO0 OO o B OO0 0O O B+, O O

crecimiento), 3 (Excelente crecimiento)
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Tabla 13 — Niveles de crecimiento de la prueba de adaptacién de las cepas de
actinomicetos en 100 mL de medio Almidén Caseina 1/10 con 5 g de relave
aurifero de arsenopirita (autoclavado) a los 30 dias.

Relave aurifero de

CEPAS Enargita de cobre o
arsenopirita
pH 2 pH7 pH 2 pH 7
21 n.r. n.r. 0 1*
K1B n.r. n.r. 0 n.r.
El n.r. n.r. n.r. 2%
AB5 n.r. n.r. n.r. 1*
y16 0 n.r. n.r. n.r.
Cc2 n.r. 0 n.r. n.r.

Los niveles de crecimiento fueron: O (Sin crecimiento), 1 (Escaso crecimiento), 2 (Regular

crecimiento), 3 (Excelente crecimiento)
n.r.: No realizado

*Muestra analizada

Tabla 14 — Niveles de pH de la prueba de lixiviacion de las cepas de actinomicetos
en 500 mL de medio Almidén Caseina Liquido 1/10 con 25 g de relave aurifero de

arsenopirita (autoclavado) a los 30 dias.

Relave aurifero de

CEPAS -
arsenopirita
pH 7
El 3
AB5 1

Los niveles de crecimiento fueron: O (Sin crecimiento), 1 (Escaso crecimiento), 2 (Regular

crecimiento), 3 (Excelente crecimiento)
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Tabla 15 — Niveles de pH del medio de cultivo de las cepas E1 y AB5 a los 15

dias.

Fuente de Carbono  Control El AB5
Almidon 7 7 7
Fructosa 7 8 7
Lactosa 7 8 6
Sucrosa 7 8 8
Maltosa 7 8 8
Galactosa 7 8 7
Rafinosa 7 8 7

Xilosa 7 8 8
Sorbitol 7 8 8
Manitol 7 8 8



ANEXO Il
COLORACION GRAM — METODOLOGIA

1. Agregar 1 gota de solucion salina en una ldmina portaobjetos.

2. Extraer una alicuota o una colonia aislada de la cepa de actinomiceto y
colocarla en la lamina portaobjetos.

3. Fijar la muestra usando el mechero.

4. Agregar cristal violeta a la muestra fijada por 1 minuto, luego enjuagar con
agua para eliminar el ler colorante.

5. Agregar lugol a la muestra por 1 minuto, luego enjuagar con agua para
eliminar el 2do colorante.

6. Decolorar la muestra con alcohol-acetona, luego enjuagar con agua.

7. Agregar safranina por 30 segundos, luego enjuagar con agua.

8. Secar la lamina usando el mechero.
9

. Observar al microscopio con el objetivo de 100X.

ANEXO IV

PREPARACION DE MEDIO DE CULTIVO LIQUIDO CON NARANJA DE
METILO

1. Preparar un Stock de Naranja de Metilo: 0.1 g de Naranja de Metilo en 100
mL de agua destilada.

2. Diluir 10 mL del Stock de Naranja de Metilo en 90 mL de agua destilada.

3. Agregar a cada medio de cultivo, luego de autoclavar, 10 gotas de la solucién
stock diluida de Naranja de Metilo por cada 100 mL de medio que contenga

Tiosulfato.
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