PRESENCIA DE CIANURO EN SEDIMENTOS
ENRIQUECIDOS POR LA MINERIA
Y SU DEGRADACION MEDIANTE MICROORGANISMOS.

Seminario de Titulo
entregado a la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile
en cumplimiento parcial de los requisitos
para optar al Titulo de

QUIMICO AMBIENTAL

Alvaro Esteban Aliaga Ceron.

Director de Seminario de Titulo : Dr. Manuel Contreras L.

Co-Director de Seminario de Titulo : Dr. Rubén Leodn B.

Enero, 2005



FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE CHILE

INFORME DE APROBACION
SEMINARIO DE TITULO

Se informa a la escuela de Pre-grado de la Facultad de Ciencias, Universidad de

Chile que el Seminario de Titulo presentado por el alumno:

ALVARO ESTEBAN ALIAGA CERON.
Ha sido aprobado por la Comision de Evaluacion de la Memoria de Titulo como

requisito para optar al Titulo de Quimico Ambiental.

Director de Seminario de Titulo:

Dr. Manuel Contreras L. e
Co-Director de Seminario de Titulo:

Dr. Rubén Ledn B.

Comision de Evaluacién de Seminario de Titulo:

Dra. Cecilia Rojas G.

Dr. Victor Cifuentes G.

il



“Al culminar una tesis miras hacia atrds y analizas las acciones y momentos vividos,
una prueba de humanidad donde no requieres un sustento cientifico
para demostrar la amistad y el carifio que has recibido”.

il



AGRADECIMIENTOS.

Esta es la oportunidad donde puedo expresar el reconocimiento a las personas
que contribuyeron en la gestion y desarrollo de este trabajo. Por lo cual haré uso de este

derecho.

A mis tutores, Dr. Manuel Contreras y Dr. Rubén Ledn, por la ayuda, apoyo y
ensefianzas otorgadas en el transcurso de este trabajo. Cada uno, con visiones
complementarias, me otorgd valiosas experiencias para el futuro profesional. Ademas de
la confianza y responsabilidad entregada durante el tiempo de permanencia en el Centro

de Ecologia Aplicada.

A la comisién de Evaluacion de Seminario de Titulo, Dra. Cecilia Rojas y
Dr. Victor Cifuentes, por los comentarios y observaciones que enriquecieron el trabajo.

Gracias por la preocupacion y tiempo otorgado a la elaboracion del informe final.

A minera La Florida, por la buena disposicion en el presente trabajo, otorgando
la autorizacion de ingreso a sus dependencias y la toma de muestras desde el proceso de

cianuracion.

A cada una de las personas que conforman el Centro de Ecologia Aplicada, por la
asistencia técnica y profesional, ademas de la grata convivencia con todos ellos. En

especial a Olga por la ayuda proporcionada.

Al laboratorio de Luminiscencia y Estructura Molecular de la Facultad de
Ciencias de la Universidad de Chile, por la convivencia generada durante el desarrollo
de trabajos en el pregrado. Al Profe Raul, Profe Victor, Pato, Igor, Carmen Gloria,

Manuel y Claudio.

v



A los Profesores de la carrera, por la formacion profesional rigurosa en todo el
periodo universitario. En particular a la profesora Sylvia Copaja, en su cargo de jefa de

carrera, siempre nos incentivo a favor de un espiritu critico y profesional.

A todas las personas que tuve la dicha de conocer en alguna etapa de mi vida,
gracias a todos. En general a todos los amigos del periodo escolar y universitario, por
nombrar algunos tenemos al Pepelota, Pablo G., Tata, Samet, Pancho, Romi, Irma, Pato
1., Pauly, Carola G., Pardo, Ale R., Ely, Cathy, Roberto y JJ. En particular a los que me
recibieron como parte de sus familias, mis hermanos: Negro (Pato G.), Nanoperro

(Hernan A.) y Fantasma (Rodrigo C.).

A la familia Gallardo-Santis, por todo el apoyo otorgado en el transcurso de la

carrera, acogiéndome como un miembro mas de la familia.

A mis padres y hermanos, que siempre estuvieron cerca cuando los necesité. Las
circunstancias de la vida que nos toc6 vivir, cimentaron en mi persona una gran

capacidad reflexiva. Los quiero mucho.

A la mujer que me hizo conocer el amor, Maria, por su apoyo y carifio
incondicional. Para las personas que les cambio la cara de alguna forma, me estoy

refiriendo a mi Andrea, Maria Andrea.



iNDICE GENERAL.

AGRADECIMIENTOS. ....eecvererrrrssnnesnesrssssssosassssssssssssssnssssesssasssssssssssssssnssssnsssanssss iv
INDICE DE MATERLAS, cicisisissssssasssiisasnsssinmscossassssesssssennsiamsssmsinsaisessissmssrssrspsrs vi
LISTA DE FIGURAS. . ciiiiiirsriccrcsssnsesssncesessisssssssssssssesssssnsssnssassssssssntssssstosssissenans viii
LISTA DE TABLAS. ..ceiciisinicssnnnsanisnsns T ————— X
LISTA DE ABREVIATURAS. ccicsmresssssscssssnscasrsnneanssssassnssssessascsssssassonsessassnsssressasess xi
RESUMEN. ...cootverereenersssessissssssessssssasssssssssnssssssssssosssessassssnesssnsssssesssassssssssssssssasssnssessss Xiii
e M 0l RN O— XV
TN BRI TN i s o o 5 5V D S BRSNS B 5 1
BIIPEITIEETS. werversesmenmsonon smesasmassansassassis i indamEsEESs ARSI S SR SRR S 11
OBJIETIVOS. c.oovirensirenssisssssssssnssssssasissmsssissassssssssansasssssssnssssessisssssessssssstsssssssssssssss 12
Objetivg DEnerl, secsasimsmmmmrrsrmsmss o o S S YR 12
DD TN O8O THOTIICUNS: suvusosuuis e s s om0 12
MATERTATES Y MITTOTIOIS . ccuvusmiiuciiossiss tessshosssss s susssstasssisonsss s sssipass sssssssein 13
Muestreo en el proceso de CIANUIACION. .......cocveevviiiniiiniiiiii e 13
Caracterizacion de las muestras enriquecidas CON CIANUIO..........cocieevirnsriieeiseeienisaanne 15

Aislamiento y seleccién de microorganismos desde las muestras enriquecidas con

CHATIUITO. +vevereeeessesessssensnrneseeesesssaaaasaeesaeessssssasssass s rsnasseeaaamnmssmnesmeeeeesaeesbba bbb babatbanaaeaeeasss 16
Caracterizacién de los microorganismos seleccionados........cocoeeviveviinenniciniciienns 17
Abatimiento de cianuro por microorganismos seleccionados. ............ocecieeiiniininiiinens 19
RESULTADOS. ccoccciissesessasessonsrerensossanisssasisisssbaissosissssissssassasansessssisassnsasessssassssssnressnse 23
Caracterizacion de las muestras enriquecidas COn CIANUIO.......ocveveeieeiennnenirnnenniennees 23
Microorganismos aislados desde las muestras enriquecidas con BIBAKITO: smssvmsanspinsns 25
Microorganismos seleccionados por tolerancia a Clanuro. ..........oovvereeiieiinininenen. 28
Caracterizacidn de las bacterias seleccionadas. ... 29
Crecimiento de Bacillus cereus en medio MINIMO. . ...ccooiiiiiiiiiiriniiniiiine et 31

vi



Determinacion de la degradacion de cianuro realizada por Bacillus cereus. ............... 34

1 1761 B0 {0 S U —— 38
CONELUSTONES.......oovarmessnenssssssansassassomsarsnnssnssnssasiosbs i sbrsisisiiis s i e i 47
BIBLIOGRAFIA crmsmsmmmssmsmusmmsssssoneespmiss s smasos 48
T4 1o 24,0 .11 61 R RN RR RSO SIN 54
Apeiidive 17 Medicrs T8 DUV .. uwmmsmemm s i i s s s AU s y sy 54
Apéndice 2: Tipo, metodologia, especie, constante de estabilidad e indices

de toxicidad referentes al CIANUIO. ......cerecreirerrereeresnerssnessiiniesinnesssiseeesas 57
Apéndice 3: Preparacion de buffer TAE, gel de agarosa y siembra.........ccoooveninnnnnnn 58
Apéndice 4: Determinacién de cianuro y reproducibilidad con la

metbdologia del dcido Plericoa s mmmsmsnmsssmmmmammsres 61

vii



LISTA DE FIGURAS.

Figura 1:

Figura 2:
Figura 3:

Figura 4:

Figura 5:

Figura 6:

Figura 7:

Figura 8:

Figura 9:

Figura 10:

Figura 11:

Figura 12:

Porcentaje de CN” presente en solucion acuosa y en equilibrio con

HEN, 68 Fohioi @il PHL. oo scsessmssumsrammssansysmesasn

Principales reacciones asociadas a la transformacion del cianuro. .........

Diagrama de flujo simplificado correspondiente al proceso de

cianuracion de minera L.a Florida. ..coooovveieeeiiiieeevceevveeiiieieees

Sistema implementado para la cuantificacion de cianuro mediante

el método del ACido PICTICO. ...oiriirrecrirerice e

Producto formado a partir de la reaccién de acido picrico al 0,7 %

(amarillo) con distintas concentraciones de CN (incoloro). El

rango de concentracién va desde 0,0 rngL'1 hasta 5,2 mgL'l.

Colonias de microorganismos crecidos en medio MSG con 26

mgL‘] 8 N, s imnresmanssis o s i oo sm vy s EOve 1 s o A e U o555

Microorganismo B3S (B. cereus) crecido en placa petri con medio

IV, s S S S 5 A S SR

Microorganismo B3S (B. cereus) por microscopia Optica con

aumento 1000 X (A: sin tincién y B: tincidén con fucsina)........ceeevevenees

Electroforesis en gel de agarosa 0,8 % donde se muestra DNA

amplificado de B. cereus mediante PCR.........ccccvminiiennninnnionisnnns

Curvas de crecimiento de B. cereus en medio minimo M9 (0.4 %

glucosa) a distintas concentraciones de extracto de levadura (0,0

%o: 0,05 % Y 0,20 % YE). 1rvvvorooroeoiessreeeeeeseeesseseseeeeeeessssssssssssessssssssesssnenens

Curvas de crecimiento de B. cereus en medio minimo M9 sin

glucosa suplementado con distintas concentraciones de extracto

de levadura (0,0 %; 0,05 % ¥ 0,20 % YE). coooroiiiiinniniiniians

Degradacién de CN” en medio YEM9 (0,05 % y 0,20 % YE).

Concentracion inicial de 2,6 mgL™ de CN. .oooiiiieieiineeeere e

viii

........ 8

22

...... 27

...... 30

...... 32

...... 33

...... 35



Figura 13: Degradacion de CN™ en medio YEM9 (0,05 % y 0,20 % YE).
Concentracion inicial de 13 mgL™ de CN . .uvvevvreereereveecseceeseeseenssesnsnns 36

Figura 14: Degradaciéon de CN™ en medio YEM9 (0,05 % y 0,20 % YE).

Coneenteeion foichl de 37 mel:” de ON mansmunasmsanmssnensas 36
Figura 15: Degradacion de CN™ en medio YEM9 (0,05 % y 0,20 % YE).

Concentracion inicial de 260 mgL™" de CN. ..ocvuvvervreieeverieeeeceereersessesesnes 37
Figura 16: Degradacién de CN” en medio YEM9 (0,05 % y 0,20 % YE).

Concentracion inicial de 520 mgL ™ de CN. .....ooiveriiecrireneee s 37

1x



LISTA DE TABLAS.

Tabla 1:

Tabla 2:

Tabla 3:

Tabla 4:

Tabla 5:

Tabla 6:

Lugar seleccionado en el proceso de cianuracion para la toma de

LTy o - P

Mezcla de aminoacidos utilizados para suplementar el medio de

cultivo minimo en busca de requerimientos especificos

T B O A B v v s e s s A D RS S AR VS

Concentracion de cianuro total (CNr), cianuro disociable en acido

débil (CNwap) v pH en las muestras colectadas desde el proceso

HE ClANUT A ON s renesss e s s S A T O T S e P

Concentracién de metales totales (en sedimento) y metales

solubles (en solucién) en las muestras colectadas desde el proceso

8 CLATTUTACION. «vvvvvvemmmersrosssssassnsnsassonssssnnnasssnsssssiasss s ssesssbsnssrisissvasshsssaasvane

Microorganismos aislados en las muestras del proceso de

cianuracion, crecidos en medio MCG y luego en medio MSG con

26 HIBL L QO TN oo enomrssemeomansronsssmsasmsnssisos amsnss fisosdsbss S SFRASSRR RS HSHAS

Crecimiento de los microorganismos aislados, en el proceso de

cianuracion, a distintas concentraciones de CN™ en medio MSG............

...... 15

...... 20

...... 26



LISTA DE ABREVIATURAS.

A
AGE
AP
Ag
Au

BLAST

CEA

CN

CNrt
CNwap

EQG

GenBank

ICP
INCO
kb
M9

MCG

Absorbancia.

Electroforesis en gel de agarosa.

Solucion al 0,7 % de acido picrico.

Plata.

Oro.

Algoritmo utilizado para hacer blisquedas y comparacion de secuencias en
una base de datos (Basic Local Alignment Search Tool).

Centro de Ecologia Aplicada Ltda.

Término utilizado para hacer mencién a las especies que componen el
cianuro en funcién de la contribucién de i6n cianuro (CN).

Cianuro total.

Cianuro disociable en acido débil.

Linea base de calidad ambiental de aguas superficiales y suelos de Canada
(Environmental Canadian Quality Guidelines).

Base de datos de secuencias de nucledtidos y proteinas mas importante de
EE.UU.

Espectroscopia de plasma inductivamente acoplado.

Proceso de atenuacion del cianuro presente en solucion.

Kilo pares de bases moleculares.

Medio minimo de cultivo M9.

Medio de cultivo con glucosa.

xi



MSG Medio de cultivo sin glucosa.
NaCN Cianuro de sodio.
NCBI Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica de EE.UU., el cudl provee

la base de datos del GenBank (National Center for Biotechnology

Information).
PCR Reaccion en Cadena de la Polimerasa.
RBC Contactador bioldgico rotatorio o biodisco.

rRNA 16S Pequefia unidad constituyente del RNA ribosomal con secuencias de DNA
altamente conservadas.
SDS Dodecil-sulfato de sodio.

Solucion I Solucién acuosa que contiene Tris 25 mM, EDTA 10 mM y glucosa 50

mM.
TAE Solucién tampdn que contiene Tris, acetato y EDTA.
Tris Solucién tampén que contiene Tris-hidroximetil-aminometano.
tsp Unidad de medida equivalente a 4,92 mL (teaspoon).
YE Extracto de levadura.
YEM9 Medio minimo M9 libre de glucosa y suplementado con extracto de

levadura.

xii



RESUMEN.

El objetivo del trabajo se centré en una caracterizacion de los sedimentos, y
soluciones, enriquecidos con cianuro, provenientes del proceso de cianuracién de minera
La Florida, y en el estudio de su degradacion utilizando microorganismos aislados de
dichas muestras.

Se realizO un muestreo al proceso de cianuracién y se eligieron las etapas
correspondientes a los tanques de lixiviacion, el filtro de lavado, la electroobtencion y el
proceso INCO, determinandose elevadas concentraciones de CNt en sedimentos (entre
220y 4520 mgKg™) y en solucién (entre 6,72 y 5850 mgL™).

A partir de las muestras provenientes desde la minera, se obtuvo crecimiento de
microorganismos en medio rico no selectivo. Cada uno de ellos fue aislado como cultivo
puro en medio MCG y se realizé seleccion a través de siembras sucesivas en medio
MSG en ausencia y presencia de cianuro.

Mediante secuenciacion parcial del gen que codifica el rfRNA de 16S se
identifico la especie de tres aislados bacterianos seleccionados por su crecimiento y
tolerancia a CN". El analisis comparativo de sus secuencias con las que se encuentran en
la base de datos del GenBank, mediante el programa Blast-n, permitié determinar que
uno de estas bacterias aisladas correspondia a Staphylococcus xylosus, mientras que las
otras dos, presentaban un 100 % de similitud con la secuencia del gen del 16S rRNA de

Bacillus cereus.
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Los aislados correspondientes a B. cereus fueron caracterizados mediante
microscopia oOptica, tincién de Gram, asi como la determinacion de degradacion de
algunos metabolitos. La seleccion de esta cepa bacteriana evidencio la propiedad de
tolerar altas concentraciones de cianuro, presentando creciendo hasta en una
concentracién de 520 mgL™' de CN".

Se implementd un medio minimo de crecimiento (YEM9) en el cual se realizaron
curvas de crecimiento bacteriano y las pruebas de degradacion de cianuro. La cepa
aislada de B. cereus presentd degradacion del 75 % de CN™ cuando esta bacteria fue
crecida en presencia de una concentracion inicial de 2,6 mgL'. A elevadas
concentraciones, no fue posible estimar disminucién de CN™ debido a limitaciones con la
metodologia utilizada, sin embargo esta bacteria toler6 todo el rango de concentraciones
utilizado (2,6 a 520 mgL™).

Los resultados obtenidos en este trabajo nos hacen suponer que este organismo
estaria utilizando el cianuro como fuente de carbono o nitrégeno, esperando mayor

degradacion en un sistema donde se optimicen las condiciones de crecimiento.
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ABSTRACT.

This work focuses on cyanide enriched sediments and solution characterization,
originating from the cyanidation process of La Florida mine, and its degradation using
isolated microorganisms of these samples.

We carried out a sampling to the cyanidation process, where we chose the
corresponding stages to the leaching tanks, washing filter, electrowining cells and INCO
process as sampling points, determining elevated concentrations of CNt in sediments
(220 to 4,520 mgKg™") and in solution (6.72 to 5,850 mgL™).

From the samples collected in the mine, we obtained a growth of the
microorganism in a nonselective rich medium. Each of then was isolated as a pure
cultive in a MCG medium and selection was carried out by means of successive seeding
in a MSG medium with and without cyanide.

By means of partial sequence of the gene that codes the rRNA of 16S the specie
of three bacterial isolated was identified, they were selected by their growth and
tolerance to CN". The comparative analysis of their sequences with those that are in the
database of the GenBank, by means of the program Blast-n, allowed to determine that
one of these bacterial isolated corresponded Staphylococcus xylosus, while the other
two, presented 100% of similarity with the sequence of the 16S rRNA gene of the
Bacillus cereus.

The isolated B. cereus was characterized through optical microscopy, Gram stain,

as well as the tests of some metabolite degradation. The selection of this organism

XV



established the property to tolerate cyanide concentrations, presenting growing until a
concentration of 520 mgL™ of CN".

We prepared a growth minimal medium (YEM9) for carrying out both bacterial
growth curves and tests cyanide degradation. The isolated B. cereus exhibited
degradation of 75 % when an amount of 2.6 mgL' CN was added. At high
concentrations, was not possible to consider decrease of this compound due to
limitations with the selected methodology, nevertheless this bacterium tolerated all the
range of concentrations used (2.6 to 520 mgL™).

The results obtained in this work make us suppose that this organism would be
using the cyanide like source of carbon or nitrogen, expecting greater degradation in a

system where the conditions of growth be optimized.
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INTRODUCCION.,

Las tultimas décadas han estado marcadas por un aumento en los volimenes de
produccidn industrial generados por la demanda creciente de insumos, este fendmeno ha
sido potenciado por el desarrollo de nuevas tecnologias las cuales facilitan los procesos
de produccién en serie. Asociado a ellos se encuentran numerosos compuestos quimicos,
algunos de ellos toxicos, y que potencialmente pueden tener contacto con la naturaleza
(Davis y col, 1994).

En Chile, la apertura econdmica a mercados internacionales, como consecuencia
de las politicas de comercio exterior adoptadas por el gobierno, hacen necesario crear
condiciones que permitan solventar un desarrollo econémico y social en armonia con su
entorno natural. De este modo, se persigue dar cumplimiento a la legislacion ambiental
existente, asi como a las normas que serdn implementadas en forma gradual en los afios
venideros. Desde esa perspectiva, es fundamental que las empresas contemplen el
abatimiento de los compuestos nocivos presentes en los residuos industriales liquidos y
solidos.

El cianuro es uno de los compuestos nocivos que tiene importantes implicaciones
en el medio ambiente al ser liberado como desecho de actividades industriales
(Eisler, 1991). El término cianuro hace referencia a una gran variedad de compuestos,
organicos e inorginicos, que tienen como constituyente el grupo CN (Harper y
Goldhaber, 1997) donde se incluyen el cianuro libre, el i6n cianuro, los cianuros

simples, los cianuros complejos, nitrilos, ciandgenos y cianuro total (Eisler, 1991).



En la naturaleza, el cianuro es producido por diferentes especies de bacterias,
plantas, hongos y algas (Eisler, 1991; Harper y Goldhaber, 1997). Es comtin encontrarlo
en vegetales consumidos por el hombre, entre ellos tenemos retofios de bambu, porotos
de soya, cerezas, aceitunas, papas y lentejas (Cyanide Management, 2003). Estos
vegetales generan glucosidos cianogénicos que en contacto con f-gluconidasa liberan el
cianuro en el aparato digestivo de organismos superiores (Parada, 2002). Se ha podido
determinar que algunos vegetales presentan concentraciones entre 100 y 8000 mgKg™ de
glucosidos cianogénicos (Way, 1984). Un ejemplo de esto, lo constituye la mandioca o
yuca, un tubérculo que provee sobre el 70 % de las calorias consumidas en la dieta de
paises tropicales (Way, 1984), convirtiéndose en un agente causante de altas incidencias
de neuropatia atéxica generadas en dichas regiones. (Baskin y Brewer, 1997).

En el ambito industrial, el cianuro es requerido y usado en curtiembres,
extraccidn de oro y plata, galvanoplastia, elaboracion de adhesivos, cosméticos, nylon,
pinturas y plasticos (Cyanide Management, 2003). Este compuesto se obtiene a partir del
acido cianhidrico, o como derivado de este, donde la produccion comercial en el mundo
asciende a 1,4 millones de toneladas anuales (Logsdon y col, 2001). El 20 % de esa
produccién se emplea en la elaboraciéon de cianuro de sodio (NaCN), de la cual la
mineria utiliza un 90 % en los procesos de extraccion de metales.

En relacién a lo anteriormente descrito, la mineria extractiva de oro (Au) utiliza
diversas técnicas, las que estan comprendidas en tres etapas: extraccion, beneficio y
proceso (US. EPA, 1994a). En ellas, la etapa de beneficio consiste en la concentracion
del metal en una fase determinada y es realizada a través de cuatro técnicas:

amalgamacion, cianuracion, concentracion por gravedad y flotacion. Debido a los



compuestos utilizados, son las dos primeras las que presentan mayor riesgo ambiental,
de manera que ambas seran brevemente descritas a continuacion.

La amalgamacién consiste en mezclar el mineral con mercurio (Hg) después o
durante la molienda, formando una amalgama que se calienta a temperaturas de
350-600 °C para solubilizar el Au. Este proceso posee rendimientos, en oro, del 75-80 %
y pérdidas de Hg en el rango de 50 % y 25 %. Esto tltimo debido a los flujos de agua y
evaporacion de mercurio, respectivamente (Guerrero y Torres, 2000). Por otra parte, la
cianuracién es un proceso donde se utiliza NaCN como agente lixiviante de Auy Ag en
condiciones alcalinas, que tiene la ventaja de obtener dichos metales a partir de
minerales de baja ley, con elevados rendimientos (Cyanide Management, 2003 ).

El primer proceso de extraccion de oro mediante cianuracion data de fines del
siglo XIX y fue implementado en Nueva Zelanda (Cyanide Management, 2003). Este
proceso consiguié obtener rendimientos de hasta un 90 % de extraccidon de oro, a partir
de cantidades tan pequefias como 80 mg de Au por tonelada de mineral
(Smith y Mudder, 1996). Por su alta eficiencia, se estima que en la actualidad el 90 % de
la mineria extractiva del oro wutiliza cianuro en la etapa de beneficio
(Cyanide Management, 2003).

Existen evidencias que indican que la cianuracidén ocurre con la formacion de
peréxido de hidréogeno (H,0;) como intermediario (Yannopoulos, 1995), la ecuacién

que representa este proceso es conocida como ecuacion de Elsner (Ecuacion 1).



2Au+4NaCN + 0, +2H,0 — 2NaAu(CN), + B8 +2NaOH
2Au+ 4NaCN + H07 — 2NaAu(CN), + 2NaOH
4Au+8NaCN + 0, +2H,0 — 4NaAu(CN), + 4NaOH (D

Ecuaciéon 1: Disolucién de Au en solucion con NaCN, conocida como ecuacién de
Elsner.

En el proceso de cianuracion se requieren concentraciones relativamente bajas de
CN’ debido a su afinidad por el oro y a la estabilidad del complejo formado (Au(CN),).
En condiciones normales se disuelven 8,2 mgL™ de O, en H,O (Yannopoulos, 1995),
determinando segin la ecuacién 1, una concentracion de 100,5 mgL™” de NaCN
(53,4 mgL™"' de CN) para disolver la totalidad del oro. La disolucion de Ag es andloga
pero requiere 10 veces la cantidad de cianuro que la requerida para Au
(Smith y Mudder, 1996), por ende la aleacion de Au-Ag (metal doré) se disuelve a una
concentracion intermedia. Al incrementar esta concentracion se generan condiciones que
favorecen la disolucion de otros metales, incrementando su consumo y provocando
disminucién de la seletividad por Au y Ag (Smith y Mudder, 1996). La estabilidad de
los complejos cianurados metalicos se explicaria parcialmente por la interaccioén entre
los orbitales “d” del metal con los orbitales antienlazantes desocupados del i6n cianuro,
dando formacion al enlace, con una contribucion de electrones del CN™ al metal, o
viceversa (Smith y Mudder, 1996).

Los métodos estandares de cuantificacion de cianuro hacen referencia a tres tipos
de especies cianuradas capaces de proporcionar el grupo CN como i6n cianuro (CN')
(APHA, 1995): cianuro libre (CNypsrg), cianuro disociable en acido débil (CNwap) ¥

cianuro total (CN7). El CNypgre corresponde al CN” en solucion acuosa, el cual esta en



equilibrio con HCN en funcidén del pH (Figura 1). El CNwap hace referencia al CN| zre
y al CN™ que se encuentra unido a metales formando complejos inestables en medio
acido, donde el Cd, Ni y Zn corresponden a los metales mas representativos. EIl CNt
agrupa al CNwap y al CN™ que se encuentra constituyendo complejos dificilmente
disociables en medio acido (CNsap), en ellos los metales mas caracteristicos son Au, Co
y Fe. Un método alternativo para determinar CNwap, no considerado como metodologia

estandar, corresponde a la utilizacion del acido picrico (Fisher y Brown, 1952; INCO,

2002).
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Figura 1: Porcentaje de CN™ presente en solucion acuosa y en equilibrio con HCN, en

funcion del pH

Los Estandares del Reglamento Nacional Primario de Agua Potable dictaminados
por la U.S. EPA establecen que no se debe sobrepasar un nivel de 0,2 mgL™" de CN{gre.
Ademas existen criterios de calidad del agua, con respecto a cianuro, para proteger la
vida acudtica en cuerpos de aguas dulces (5,2 pgl”') y de organismos marinos

(1,0 pgL™"). En Chile, el Decreto Supremo N° 90 (D.S., 2000), como Norma de Emision,



proporciona la regulacién para contaminantes asociados a las descargas de residuos
liquidos a aguas marinas y continentales superficiales. En el se encuentran valores,
dependiendo del cuerpo receptor afectado, en el rango de 0,2 a 1 mgL" de CNy. No
existe normativa relacionada a calidad de suelos en Chile pero en el extranjero hacen la
salvedad en el uso de éste. En Canada la normativa establecida estipula diferencias para
suelos de uso agricola y residencial (0,9 megKg' de CNppgre) de aquellos de uso
comercial e industrial (8,0 mgKg"' CNysre) (EQG, 2002).

Existen estudios que evidencian los efectos nocivos en peces, fauna y ganado a
causa de cianuro (US. EPA, 1984; Irwin 1997). Pruebas experimentales exponen a los
peces como los organismos acuaticos mas sensibles a cianuro, en ellas las dosis letales
se presentan entre los 20 y 76 ugL'l. Sin embargo, dosis no letales (5,0 a 7,2 ngl™)
pueden llevar a la pérdida de la capacidad de nado ¢ inhibicion de la reproduccion
(Irwin, 1997). El efecto téxico es atribuido a la inhibicién de la citocromo ¢ oxidasa, al

formar un complejo con el Fe"

del grupo hemo, generando el bloqueo de la
transferencia electrénica de la cadena respiratoria mitocondrial (Way, 1984). Esto
provoca la inhibicién de la utilizacién de oxigeno por la célula y muerte de los
organismos en pocos minutos. La dosis letal més baja reportada por ingesta en el hombre
(LDLo) corresponde a 2,8 mg de NaCN por Kg de peso corporal (Merck, 2002).

Es posible encontrar diversos aportes antropogénicos de cianuro al ambiente,
entre ellos los residuos industriales liquidos que involucran elaboracion de aluminio,

pinturas y plésticos, galvanizacion de metales, operaciones metaldrgicas, procesos

mineros de oro y plata y refinacion del petréleo (Eisler, 1991). Esta situacion genera la



necesidad de tratamiento de los efluentes para lograr abatirlos y dar cumplimiento a la
normativa vigente.

Se utilizan diferentes tratamientos de tipo fisicoquimicos para abatir el cianuro,
entre los que podemos mencionar la cloracion alcalina, adsorcion mediante carbon
activado, oxidaciéon con peroxido de hidrégeno con catalizador de cobre, intercambio
i6nico (Smith y Mudder, 1996). Estos métodos son costosos y requieren grandes
cantidades de compuestos peligrosos, como por ejemplo hipoclorito de sodio
(Watanabe y col, 1998). Uno de estos métodos que es ampliamente utilizado en la
mineria por el menor costo asociado corresponde al proceso INCO (INCO, 2002).

Considerando el ingreso al ambiente, la persistencia del cianuro depende del
sistema en estudio, diferenciando el medio acuatico del sustrato suelo. Los ecosistemas
acuaticos se desarrollan en un rango de pH de 5,5 a 8,0 (Smith y Mudder, 1996), valores
entre los cuales se favorece la disociacion del CNwap vy el equilibrio se encuentra
desplazado hacia el HCN que se volatiliza facilmente. Si consideramos el sustrato suelo,
tenemos la presencia de arcillas, carbonatos, materia organica, oxidos, silicatos y
sulfuros, ademas de agua y oxigeno, lo que determina las condiciones especificas de
alcalinidad, estabilizacion de especies organicas y potencial redox, lo que favorece la
adsorcion o formacion de precipitados (Smith y Mudder, 1996). En general, las
reacciones de transformacion estan determinadas por la presencia de CNygre (equilibrio
en fase acuosa de CN” con HCN) que ademas de sufrir hidrélisis, biodegradacion y

fotolisis reacciona con metales y sulfuros (Figura 2).
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Figura 2: Principales reacciones asociadas a la transformacion del cianuro.

Existen 8 procesos importantes que afectan la presencia del cianuro en el suelo y
en aguas subterrdneas: formacién de complejos, precipitacion, adsorcion, oxidacion,
volatilizacién, formacién de tiocianato, degradaciéon fotolitica y biodegradacion
(Smith y Mudder, 1996). Respecto a dichos procesos, la biodegradacion es una via
generada naturalmente en ambientes sometidos a su presencia, razoén por la cual es
posible encontrar algas, bacterias, hongos y plantas que lo degradan
(Young y Jordan, 1995).

Existen pocos microorganismos conocidos que poseen las enzimas capaces de
convertir el cianuro en compuestos que sirvan como fuente de carbono y nitrogeno
(Chapatwala y col, 1998). Entre ellas se distinguen tres tipos: cianuro dihidratasa,
cianuro hidratasa y cianuro oxidasa. Las dihidratasas, aisladas de especies como Bacillus
pumilus C1 (Meyers y col, 1993) y Pseudomona stutzeri AK1 (Watanabe y col, 1998),
lo degradan a especies como HCOOH y NHj;. Las hidratasas, hasta ahora todas
originarias de hongos, lo transforman a HCONH, (Janhyala y col, 2003). Las
oxigenasas, como la obtenida de Pseudomona fluorescens NCIMB 11726

(Wang y col, 1996), lo transforman a NHz y CO,.



Microorganismos capaces de transformar compuestos quimicos nocivos en
especies de menor toxicidad son ampliamente utilizados para sanear ambientes
contaminados (US. EPA, 1995). Ellos representan una alternativa limpia y economica de
abatimiento de diversos compuestos peligrosos presentes en el ambiente. La eleccion del
tratamiento de tipo biolégico, que incluye microorganismos y plantas, se diferencia por
el lugar en que se realiza (in situ o ex situ) y por la matriz de trabajo (sélida o liquida).
Los sedimentos y lodos se tratan in situ por bioventilacion, bioremediacién y
fitoremediacion y ex situ por biopilas, compostaje y tratamiento superficial en tierra
(landfarming), en cambio las aguas subterrdneas, aguas superficiales y lixiviados se
tratan in situ por bioremediacién, incremento de la atenuacién natural y fitoremediacion
y ex situ por bioreactores y humedales (Deuren y col, 2002).

Existen experiencias que involucran biotratamiento de cianuro en la mineria. La
mina de oro Homestake, Dakota del Sur, implement6é una instalacion de depuracion
biolégica compuesta por un set de biodiscos (discos giratorios donde se adhieren
microorganismos generando una biopelicula) con la presencia de bacterias Pseudomonas
paucimobilis capaces de transformarlo a NH; (Smith y Mudder, 1996), requiriendo
H;PO,4 y Na;CO3 como nutrientes. La mina Homestake redujo los niveles de 10 mgL! en
la entrada al tratamiento a un valor de 0,3 mgL'l en los efluentes (U.S.EPA, 1994b).
Otra experiencia corresponde a la realizada por Hecla Mining Company's, Idaho, con un
sistema de biotratamiento para pilas de lixiviacion utilizando bacterias nativas capaces
de degradarlo a CO;, HoO y N2 (U.S.EPA, 1994b). Las pilas de lixiviacion tenian un

contenido promedio de 46,6 mgL" CNwap que fueron reducidos a concentraciones



menores que 0,2 mgL" durante dos meses de riego por goteo con un medio de cultivo
CON Microorganismos.

En Chile, Ia localidad de Alhué se caracteriza por la actividad minera debido a la
existencia de cuerpos silicios vetiformes con la presencia de valores econdémicos de oro
y plata, ademas de la presencia subordinada de zinc, plomo y cobre (Minera Florida,
2002). Estos yacimientos han sido clasificados como epitermales de baja sulfuracién,
término que se refiere al estado de oxidacion del azufre como sulfuro (Maksaev, 2003).
En el afio 1886 la empresa Albion Mining Company construyd en Alhué la primera
planta de cianuracién en Chile, la cual perdurd hasta el afio 1929 (Millan, 2001). En el
afio 1987, luego de cuatro décadas sin explotacion, se reanudo la extraccion de minerales
ejecutada por la Sociedad Minera Maipo que en el afio 2000 traspasa sus activos a
manos de minera La Florida S.A. donde, un afio después, se incorpora al proceso una
planta de cianuracién, consiguiendo como producto del proceso un metal doré con 20 %
de oro y 78 % de plata (Minera Florida, 2002) y empleando el proceso INCO para
atenuar el cianuro presente en solucion.

A la luz de los antecedentes anteriores, el presente trabajo se sustenta en la
obtencién de microorganismos desde muestras provenientes del proceso de cianuracion
de minera La Florida, donde es posible encontrar elevadas concentraciones de cianuro.
Ademas de la capacidad de degradacion que presentarian algunas de las cepas aisladas,

siendo ésta evaluada en forma experimental.
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HIPOTESIS.

En virtud a resultados preliminares donde fueron obtenidos microorganismos a
partir de sedimentos provenientes del proceso de cianuracion, nos planteamos la

siguiente hipdtesis:

“Si existen microorganismos en los sedimentos provenientes de minera Florida

capaces de sobrevivir y crecer en ambientes con altas concentraciones de cianuro,

entonces ellos tendrian la capacidad de abatir este compuesto.”
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OBJETIVOS.

Objetivo general.

- Estudiar la capacidad de degradar cianuro de microorganismos provenientes de

ambientes mineros enriquecidos con cianuro.

Objetivos especificos.

- Realizar un muestreo en diferentes puntos del proceso de cianuracion de minera La
Florida.

- Determinar cianuro total y disociable en acido débil en muestras provenientes de
minera La Florida.

- Obtener y aislar microorganismos tolerantes a cianuro en muestras provenientes de
minera La Florida.

- Caracterizar los  microorganismos  seleccionados  utilizando  métodos
microbiologicos y moleculares.

- Estimar la cantidad de cianuro degradado experimentalmente debido a la accion

microbiana.
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MATERIALES Y METODOS.

Muestreo en el proceso de cianuracién.

Se utilizaron muestras provenientes de minera La Florida, especificamente, de la
planta de cianuracion de la faena Alhué. Estas correspondieron a sedimentos y
soluciones enriquecidos con cianuro producto del proceso minero.

El proceso de cianuracion utiliza un concentrado de mineral que es obtenido por
extraccion, chancado, molienda y concentrado por flotacion. El material es conducido a
seis tanques de lixiviacién, conectados en serie, desprovistos de tapas y con agitacion
permanente. Luego es enviado a un espesador que separa la mezcla en dos fases: el
espesado y la solucion clarificada. El espesado es trasladado a un sistema a presion de
filtracién y lavado donde el filtrado retorna al espesador. La solucion clarificada es
conducida al sistema de electroobtencién para extraer Au 'y Ag, luego sus efluentes son
enviados al sistema de atenuacion del cianuro presente en solucion para ser reutilizados
como agua de proceso.

La Figura 3 presenta un diagrama de flujo simplificado del proceso de
cianuracion. En el se observa la ubicacion y tipo de muestra (sedimento o solucién), con
un codigo asignado para su identificacion (Tabla 1). Se seleccionaron siete puntos que
incluyen las etapas del proceso, o los efluentes y afluentes, correspondientes a los

tanques de lixiviacion, el filtro de lavado, la electroobtencidn y el proceso INCO.
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El procedimiento utilizado para colectar las muestras liquidas correspondio a la
metodologia estandar (APHA, 1995). Las muestras sélidas fueron colectadas con una
pala y almacenadas en recipientes de polietileno herméticos, aisladas de la luz y
mantenidos a una temperatura de 4 °C. Cada una de ellas fue rotulada con un cddigo

asignado de acuerdo al lugar de origen y a la fase que esta present6 (Tabla 1).

Tabla 1: Lugar seleccionado en el proceso de cianuracion para la toma de muestra. Cada
muestra fue nombrada con un c6digo asignado en funcién del punto de

muestreo y del tipo de muestra.

PUNTO DE MUESTREO DESCRIPCION DE LA MUESTRA | CODIGO DE MUESTRA
Alimentacion (2)¥* Solucion (L) 2L
Tanques de lixiviacion (1)* Solucién (L) 1L
Sedimento (S) 1S
Acondicionador filtro Larox (3)* Solucién (L) 3L
Sedimento (S) 38
Filtro Larox (4)* Sedimentos lavados (S) 48
Electoobtencion (5)* Efluente liquido (L) 5L
Proceso INCO (6)* Efluente 1lqllld0 (L) 6L
Precipitado (S) 6S
Piscinas de decantacion (7)* Solucién (L) 7L
Sedimento (8) 75

()*: Numero asignado para identificar la etapa del proceso que fue muestreada.
L = muestra liquida; S = muestra solida.

Caracterizacion de las muestras enriquecidas con cianuro.

Para la caracterizacién de las muestras se consideré la determinacion del cianuro
total (CNy), cianuro disociable en acido débil (CNwap) y pH. Ademas de la
concentracion de cadmio (Cd), cobre (Cu), hierro (Fe), niquel (Ni) y zinc (Zn), con la

medicion de los metales disueltos (en solucién) y metales totales (en sedimentos).
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Para la cuantificacion de CNp y CNwap en las muestras mineras,
correspondientes a sedimentos y soluciones, se utilizdé metodologia estandar por
destilacion y espectrofotometria (APHA, 1995).

Para la medicion de pH en las soluciones, se utilizé un medidor de pH Fisher
Scientific modelo Accumet 25 con un electrodo combinado de pH Hanna Instrument
modelo HI1332. Las soluciones fueron agitadas constantemente con un agitador
magnético Heidolph Instrument modelo 3002 S.

Para la medicion de metales, correspondientes a Cd, Cu, Fe, Ni y Zn, se utiliz6
espectroscopia de emision atomica con plasma acoplado inductivamente (ICP-AES) con
un equipo ICP Thermo Jarrel Ash modelo IRIS Advantage, y utilizando un estandar de

calibracion multielementos High-Purity QCS-26.

Aislamiento y seleccion de microorganismos desde las muestras enriquecidas con

cianuro.

Para la obtencién de microorganismos, se sembraron dos tubos con una cantidad
de Y tsp de sedimento (~ 1,23 mL) 6 1 mL de solucion, los tubos de 15,5 mL Pyrex®
Brand 99447 contenian 10 mL de medio de cultivo liquido MCG (apéndice 1) estéril.
Estos tubos fueron incubados a 25 °C en una incubadora Felisa modelo FE-132D durante
96 hrs con agitacion manual esporadica.

A partir de cada uno de los tubos, se extrajo 100 puL y fueron diseminados con
técnicas de siembra, esparciéndola en forma homogénea sobre placas con medio MCG.
Estas placas fueron incubadas a 25 °C durante 48 hrs con la finalidad de obtener colonias

de microorganismos.
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A partir de los aislados anteriores, se realizé la seleccion de aquellos
microorganismos que pudieran crecer en medio MSG (Apéndice 1) en presencia de 13 y
26 mgL” de CN" (35,2 y 65 mgL" de KCN respectivamente). Una segunda etapa de
seleccion fue realizada utilizando placas con medio MSG mas CN™ en un rango desde
26 mgL™ hasta 650 mgL'. Las placas con cada uno de los microorganismos fueron
incubados a 25 °C hasta 96 hrs.

Las especies seleccionadas fueron nombradas de acuerdo a la etapa del proceso
de donde proviene cada muestra. Estas fueron denominadas anteponiendo una letra al
cédigo de muestra. Por ejemplo, dos microorganismos aislados desde una muestra de
sedimento que proviene del filtro de lavado (codigo de muestra 4S) serfan nombradas
como A4S y B4S respectivamente.

Se utilizé cianuro de potasio (KCN, Merck p.a.). Este compuesto presenta un
bajo peso molecular (65,12 gmol™), y una elevada solubilidad en agua (7160 mgL™),
ademas esta descrito como de alta toxicidad con valores de LDsg (oral, ratasy €quivalente a

5 mgKe" de KON, y LDLo (oral, hombre) de 2,6 mgKg™ de KCN.

Caracterizacién de los microorganismos seleccionados.

En la caracterizacion primaria de los organismos tolerantes, se determiné la
morfologia de la colonia, la morfologia celular y la tincién de Gram de acuerdo a lo
descrito en Seeley y col, 1991. Se realizé la determinacion de la degradacion de
metabolitos como almidén, caseina, esculina, gelatina y lecitina, ademas del consumo de

glucosa, lactosa, maltosa y manitol.
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La identificacion de las bacterias tolerantes, fue realizada con un conjunto de
técnicas de biologia molecular, entre los cuales estan: extraccion de DNA, electroforesis
en gel de agarosa, amplificacién de DNA por PCR, purificacion de DNA desde gel de
agarosa y secuenciacion de DNA.

La extraccion del DNA genémico de cada organismo fue realizada empleando la
metodologia descrita en Sambrook y Russell, 2001. Este fue posteriormente analizado
mediante electroforesis en gel de agarosa al 0,8 % en Buffer TAE 1 X. Luego se
amplifico el gen que codifica el rRNA de 16S mediante la técnica de PCR, utilizando los
partidores universales pA (5- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG) y pH
(5'- AAG GAG GTG ATC CAG CCG CA) (Edwards y col, 1989).

La mezcla de reaccion de PCR consta de un volumen final de 25 uL que
contiene: 2,5 pL. de buffer de reacciéon 10 X; 0,5 uL de dNTP’s 10 mM, 1 uL de MgCl,
50 mM, 1 pL de cada partidor 25 uM; 0,5 Unidades de enzima Taq DNA polimerasa
recombinante y agua bidestilada. El termociclador Bio-Rad modelo i-Cycler fue
programado de acuerdo al siguiente protocolo: 1 ciclo a 95 °C por 3 min, 35 ciclos
consecutivos de 95 °C por 30 s, 55 °C por 30 s y 72 °C por 3 min, 1 ciclo a 72 °C por 10
min, para luego mantener la reaccion a 4 °C.

La purificacién de los amplificados de DNA fue realizada utilizando el Kit Bio
101 GENECLEAN II & III. Estos fueron enviados al servicio de secuenciacion del
laboratorio de Genética de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile. Los
resultados proporcionados fueron analizados utilizando el programa BLAST que

correlaciona la secuencia obtenida con la base de datos del GenBank (BLASTN, 2004).
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Para identificar los microorganismos, se utilizaron las secuencias que codifican
para el TRNA 16S debido a su universalidad, que es altamente conservada y es utilizada

como marcador taxonémico (Fry y col, 1991).

Abatimiento de cianuro por microorganismos seleccionados.

Para la determinacién del abatimiento del cianuro, se determiné un conjunto de
pardmetros, entre los cuales estan: eleccion del medio minimo de cultivo, curvas de
crecimiento y degradacion de CN'.

Para elegir el medio minimo, las bacterias tolerantes, previamente seleccionados,
sc sometieron a crecimiento en placas con medio Vogel, Vogel-Bonner y M9
(Apéndice 1), preparados segin la metodologia descrita en Sambrook y Russell, 2001.

Para probar el crecimiento, se resuspendié una colonia de cada uno de ellos en
agua desionizada estéril y luego se hicieron diluciones seriadas (10, 100, 1000 veces), se
sembraron 100 uL de cada una de ellas y fueron incubadas a 26 °C.

Ademas se sembraron placas con medio Vogel, se colocaron cinco filtros
Whatman estériles de 3 mm de didmetro, cada uno con una mezcla de aminoacidos. Las
placas fueron incubadas a 26 °C. Se utilizaron cinco mezclas de aminoacidos que son
presentadas en la Tabla 2.

Una vez seleccionado el medio de cultivo, se procedié a realizar curvas de
crecimiento en medio liquido con agitacion permanente. Estos andlisis se realizaron
utilizando matraces de 100 mL con vastago que contenian 20 mL de medio YEM9
(Apéndice 1). Las experiencias fueron realizadas variando la cantidad de extracto de

levadura (0,05 % 6 0,2 % YE), a temperatura de 26 °C y agitacién promedio de 110 rpm
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empleando un agitador orbital KLINE modelo 255. La determinacion del crecimiento
bacteriano se realizé con la medicion de la absorbancia del cultivo a 540 nm, en un

espectrofotometro Bausch & Lomb modelo Spectronic 20.

Tabla 2: Mezcla de aminoacidos utilizados para suplementar el medio de cultivo minimo

en busca de requerimientos especificos nutricionales.

Mezcla de aminoécidos
1 2 3 4 5
Adenina Guanina Cisteina Metionina Uracilo
Histidina Leucina Isoleucina Valina Lisina
Fenilalanina | Tirosina | Triptofano Treonina Prolina
Glutamato Serina Alanina Aspartato | Arginina

La degradacién del cianuro se probé en tubos Twist-Top a los cuales se les
adiciond una alicuota de 900 uL. de medio YEM9, con bacterias en fase de crecimiento
exponencial (~ 107 células/mL), obtenidas a pértir de la curva de crecimiento (7-8 hrs de
agitacion). Ademas se adicion6é 100 pL de dilucic’)n de CN, a partir de una solucién
patrén que contenia 5200 mgL™, y asi obtener cinco concentraciones para realizar las
experiencias, las cuales fueron: 2,6 mgL™; 13 mgL'; 52 mgL™; 260 mgL" vy 520 meglL™".
El volumen final de los tubos correspondi6 a 1000 pL.

Una bateria de los tubos anteriormente descritos, fue incubada a igual
concentracién de CN y cantidad de microorganismos. Cada uno de ellos, recubiertos
con papel metalico para evitar el contacto con la luz, fue incubado a 26 °C por un tiempo
no inferior a 24 hrs.

Una vez cumplido el tiempo de incubacion, las bacterias fueron eliminadas

mediante centrifugacién a 17380 g durante 5 min en una microcentrifuga refrigerada
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Hettich modelo 16S. Luego se extrajo una alicuota del sobrenadante para cuantificar
CNwap mediante el método del acido picrico (Fisher y Brown, 1952; INCO, 2002). La
cantidad degradada fue estimada con el porcentaje de este compuesto presente en

solucion y que fue calculado utilizando la Ecuaciéon 2.

Porcentaje de CN, % = (Eif J* 100 2)

Ecuacién 2: Calculo del porcentaje de CN presente en solucion, luego de transcurrido el
tiempo de incubacién. (Ci = concentracion inicial y C¢ = concentracion
transcurrido el tiempo de incubacidn).

La determinacién de cianuro se realizd empleando tubos Eppendorf que
contenian 250 pL de solucion AP (1,6 % NaOH p.a; 4 % Na-EDTA p.a;
0,7 % CgH;N307 p.a. con 50 % h@edad; 2,7 % NaB;O,*10H,O p.a.;
0,8 % Na,COs; p.a.), luego se adiciond uﬁa alicuota del sobrenadante de la muestra
centrifugada en un rango de 10 puL a 300 pL para que la concentracion final del tubo
estuviera dentro la curva de calibracién (0 a 5,2 mgL™" CN"), ademas se adiciond agua
desionizada hasta completar un volumen final de 750 uL. Los tubos fueron introducidos
en un bafio de glicerol (glicerina anhidra, Merck) durante 25 min a una temperatura de
89 °C otorgada por agitador magnético Heidolph Instrument modelo 3002 S (Figura 4).
Transcurrido el tiempo de reaccion, los tubos fueron retirados del bafio y se les adiciond
250 pL de agua desionizada. La concentraciéon de CN™ se obtuvo a partir del registro de

la absorbancia a 520 nm, del complejo coloreado (Figura 5), medido en un

espectrofotometro Unicam modelo UV2.
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Para determinar degradacién de cianuro, empleandolo como fuente de nitrogeno,
se utilizo medio M9. Para ello, se empled bacterias crecidas en medio YEM9, siendo
lavadas e incubadas posteriormente en medio M9 a 26 °C. La concentracion de CN

correspondié a 13 mgL™" v 26 mgL™ con un aporte de 0,05 % de glucosa.
P &

Figura 4: Sistema implementado para la cuantificacion de cianuro mediante el método

del acido picrico.

0,00 mgL.”! 0,26 mgL! 1.3 mgL? 2.6 mgL! 5,2 mgl."!
Figura 5: Producto formado a partir de la reaccion de acido picrico al 0,7 % (amarillo)

con distintas concentraciones de CN (incoloro). El rango de concentraciéon va

desde 0,0 mgL™" hasta 5,2 mgL™".
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RESULTADOS.

Caracterizacion de las muestras enriquecidas con cianuro.

En las muestras obtenidas desde el proceso de cianuracién, descrito
anteriormente en la Figura 3, se determinaron los parametros que permitieron
caracterizarlas. Los resultados evidencian que ellas tienen pH alcalino y cantidades
elevadas de CNt y CNwap. Es importante recordar que cada muestra fue rotulada con un
codigo asignado de acuerdo la eleccién del punto de muestreo y del tipo de muestra
colectada (Tabla 1).

La Tabla 3 indica los resultados de la determinacion de pH, CN y CNwap en las
muestras. En los sedimentos se obtuvieron concentraciones entre 170,0 y 4520,0 mgKg™
de CNt y CNwap, los que corresponden a aquellos colectados desde los tanques de
lixiviacion (1S), el acondicionador filtro La;rﬁx (3S) y el proceso INCO (6S). En cambio
en solucién, el valor medido se encontrd entre 6,7 y 5850.2 mgL'] en las muestras
correspondientes a la alimentacion de la lixiviacion (2L), los tanques de lixiviacion (1L),
el acondicionador filtro Larox (3L), la electroobtencion (5L) y el proceso INCO (6L).
Las muestras con mayor concentracién de cianuro total se encontraron en el proceso
INCO y en los tanques de lixiviacion en el caso de sedimentos y soluciones

respectivamente.
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Tabla 3: Concentracién de cianuro total (CNy), cianuro disociable en éacido débil

(CNwap) y pH en las muestras colectadas desde el proceso de cianuracion.

PUNTO DE CODIGO DE pH CNy* CNwap™*
MUESTREO MUESTRA
Alim'er{tac_i’(’m a L 7,09 6,7 nd**
lixiviacion
Taiis He IL 12,12 5850,2 5150,0
lixiviacién N°6 1S nd** 1610,0 800,2
Acondicionador 3L 11,74 1790,1 1630,0
filtro Larox 38 nd** 220,3 170,0
Electroobtencion 5L 10,88 12203 970,1
Proceso INCO 6L 9,75 20,3 nd**
6S nd** 45200 2030,0

* |as concentraciones se cxpresan en unidades de mgL” 0 mgKg', solucién 6 sedimento respectivamente. La fase es apreciable en
. . . p p
el codigo de muestra (L = solucion o S = sedimento). **nd = no determinado.

La Tabla 4 presenta las concentraciones de Cd, Cu, Fe, Ni y Zn. en las muestras.
En los sedimentos se consiguieron concentraciones entre 34,6800 y 304950,3600
mgKg" de los metales totales, los que correspondieron a aquellos colectados desde los
tanques de lixiviacién (18), acondicionador filtro Larox (3S) y proceso INCO (68S). En
cambio en solucién, el valor medido se encontrd entre un valor menor a 0,0030 mgL™' y
856,8000 mgL'l en las muestras correspondientes a la alimentacion de la lixiviacion
(2L), los tanques de lixiviacion (1L), el acondicionador filtro Larox (3L), la
electroobtencién (5L) y el proceso INCO (6L). Las muestras con mayor concentracion
de metales se encontraron en los tanques de lixiviacion, en ellas el Cu, Fe y Zn fueron

las especies predominantes.
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Tabla 4: Concentracién de metales totales (en sedimento) y metales solubles (en

solucion) en las muestras colectadas desde el proceso de cianuracidn.

PUNTO DE CcODIGO Cd* Cu* Fe* Ni* Zn*
MUESTREO DE
MUESTRA
Alimentacion a 2L <0,0015 0.0100 | <0,0027%* | <0,0030** |  0.0300
lixiviacién
Tanque de 1L 0,0447 856,8000 | 489,4000 0,0175 410,4000
lixiviacion N°6 1S 843,9900 | 9161,6300 | 110563,9200 | 2,9800 | 304950,3600
Avondicionafor 3L 0,2040 371,8000 115,1000 0.0174 331,9000
filtro Larox 38 780,7900 | 8278,1900 | 137557.9000 | <0,2780%* | 216221,2500
Electroobtencién 5L 23840 182,9000 51,2200 0,5173 191,2000
Brscsss THEG 6L 0,0278 10.9000 | <0.0027% 0,0610 6,7940
6S 34,6800 | 74591,8000 | 11154,7600 | 103.5200 | 143266,0800

*Las concentraciones se expresan en unidades de mgL” 6 mgKg", solucion ¢ sedimento respectivamente. La fase es apreciable en
el codigo de muestra (L = scelucion o S = sedimento). **LD = limite de deteccion.

Microorganismos aislados desde las muestras enriquecidas con cianuro.

En un analisis previo, se detectd la presencia de microorganismos en muestras
tomadas desde los tanques de lixiviacion, lograndose dos aislados bacterianos,
denominados Al y A2, respectivamente.

Su caracterizacion indicé que corresponden a bacterias Gram positivas con
capacidad para crecer en medio MSG suplementado con diferentes concentraciones de
cianuro. Una de ellas, la cepa Al, se caracterizo por tener un crecimiento mas rapido y
tolerar hasta 156 mgL™ de CN". La secuenciacién del rRNA 16S permitié identificarla
como Staphylococcus xylosus (N° de acceso 726900).

En atencion a lo anteriormente descrito, se elabord un sistema para el aislamiento

de microorganismos presentes en el proceso de cianuracion. Para ello se procedid a
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colectar muestras en los lugares sefialados en Figura 3 v Tabla 1. Como resultados se
logré aislar 24 colonias en MCG, los cuales fueron diferenciados por su forma y color.
La tabla 5 muestra los resultados del proceso de aislamiento de microorganismos
en MCG vy la capacidad de estos aislados para desarrollarse en MSG suplementado con
26 mgL™ de CN". El 58 % (14 de 24) de las colonias aisladas presenté tolerancia a

dichas concentraciones de cianuro, mostrandose algunas de ellas en la Figura 6.

Tabla 5: Microorganismos aislados en las muestras del proceso de cianuracion, crecidos

en medio MCG y luego en medio MSG con 26 mgL™ de CN.

CODIGO DE MUESTRA 6 MICROORGANISMOS MICROORGANISMOS SELECCIONADOS
REPLICA AISLADOS EN MCG EN MSG CON 26 mgL" DE CN
MUESTRA )
(A6B) Numero* Numero* Nombre**

1L A 2 0 -

B 1 0 -
2L A 1 1 A2L
B 2 ' 1 B2L
3L A 2 . 1 A3L
B 1 1 B3L
35 A 2 1 A3S
B 1 1 B3S
4 A 1 1 A4S
B 2 1 B4S
5L, A 1 1 ASL

B 2 0 -
6L A 1 1 A6L
B 1 i B6L
A6S

6S A 1 1

B 0 - -

ATL
L A 1 1

B 1 1 B7L

75 A 1 0 -

B 0 - =

¥ Aislados = 24 ¥ Seleccionados = 14

*Las colonias de microorganismos son diferenciadas entre si por color y forma
*#[:| nombre de cada uno de los microorganismos seleccionados fue asignado en funcion de la muestra donde fueron aislados. Al
c6digo de muestra se antepuso una letra en orden alfabético para identificar cada especie obtenida por cada etapa muestreada.
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A2L B2L

B3S A6L

ATL A2

Figura 6: Colonias de microorganismos crecidos en medio MSG con 26 mgL" de CN’

(Los nombres asignados a cada especie fueron descritos en la Tabla 3).
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Microorganismos seleccionados por tolerancia a cianuro.

La Tabla 6 muestra la tolerancia de los microorganismos aislados en un rango
comprendido entre 26 mgL™ y 650 mgL™' de CN". Se observo que el 36 % (5 de 14) fue
capaz de crecer a concentraciones de 52 mgL'l. Dos de estos organismos, A3S y B3S,
fueron seleccionados por tolerar concentraciones de 520 mgL™, las que corresponden a

aquellas aisladas desde sedimentos del acondicionador filtro Larox.

Tabla 6: Crecimiento de los microorganismos aislados, en el proceso de cianuracion, a

distintas concentraciones de CN™ en medio MSG.

ESPECIE CONCENTRACION DE CN°, mgL™’

AISLADA 1o |49 | 96 | 52 | 65 | 78 | 104 | 130 | 156 | 182 | 208 | 260 | 312 | 364 | 416 | 468 | 520 | 650
Al xpxofox X |xqx | x| X |IxX g st
A2 x| x| x e
AlL -
BIL sl
AZL ®odoad
B2L e
A3L x | x - - - - - -
B3L X x | x X X X X -
A3S ::x x [nd|nd|ndfndfndj x X | ox b3 x | x x | x x | -
B3S ol x I xlxlx] x| x X X X X X X x X X o
A4S X x
B4S xlx
ASL x| x
BSL x s
A6L x x| X X X x | x X -
B6L x | x Simbologia:
A6S x x x = Crece.
B6S o= - = No Crece.
ATL xR nd = No determinado.
BIL Cwlix
ATS il
B7S i
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Caracterizacion de las bacterias seleccionadas.

Se realizd una caracterizacion general de los aislados bacterianos A3S y B3S, en
ella se observo que la temperatura de crecimiento Optimo fue de 35 °C y la morfologia
de la colonia presentaba bordes irregulares y coloracién blanquecina (Figura 7).
Mediante microscopia, se observo que la forma celular era la de un bacilo alargado y la
tincion de Gram indicd que correspondian a bacterias del tipo Gram positivas (Figura 8).

Utilizando el DNA gendémico de ambos aislados, se realizé la amplificacion del
gen que codifica el rRNA de 16S, mediante PCR, esto nos permitio obtener un
fragmento de aproximadamente 1,4 kilobases (Figura 9). La secuencia de 786 pares de
bases de este fragmento fue comparada con la base de datos del GenBank. Como
resultado de ella se determind que ambos- presentan un 100 % de similitud con la
secuencia de Bacillus cereus (N° de acceso AY647292). Adicionalmente, una
caracterizacion bioquimica parcial nos mostré que esta es capaz de utilizar o degradar
distintos compuestos: almidén (+), caseina (+), esculina (+), gelatina (+) y lecitina (+),
ademas del consumo de glucosa (+), lactosa (-), maltosa (+) y manitol (-) ((+) significa
que degrada o utiliza, (-) no degrada o no utiliza). Estos resultados son coincidentes con

las mayoria de los aislados de la especie B. cereus descritos en la literatura (Holt, 1994).
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Figura 7: Microorganismo B3S (B. cereus) crecido en placa petri con medio MSG.

Figura 8: Microorganismo B3S (B. cereus) por microscopia éptica con aumento 1000 X

(A: sin tincién y B: tincion con fucsina).
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4,6
2.3

2,0 D e

0,5

Figura 9: Electroforesis en gel de agarosa 0,8 % donde se muestra DNA amplificado de
B. cereus mediante PCR. Carril 1: DNA del fago A/HindIII; Carril 2: producto
de amplificacion obtenido a partir de B. cereus y utilizando la mezcla de
partidores pA-pH. La flecha indica el fragmento de 1,4 kilobases (kb)
correspondiente a parte del rRNA 16S.

Crecimiento de Bacillus cereus en medio minimo.

Para elegir las condiciones de crecimiento en medio minimo, se utilizaron los
medios M9, Vogel y Vogel-Bonner. Se obtuvo crecimiento cuando el medio minimo fue
suplementado con aportes nutricionales. En medio Vogel fue observado luego de 120 hrs
de incubacion a 26 °C, solo cuando se le adiciond una mezcla de 4 aminoacidos que
contenia Cys, Ile, Trp y Ala 6 Met, Val, Trh y Asp (Tabla 2). Ademas, se observo

crecimiento en medio M9 cuando se agregd extracto de levadura (0,2 % YE). El
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crecimiento fue rapido y en mayor cantidad respecto al observado en medio Vogel
suplementado con aminoacidos, por lo que se opt6 por utilizar este medio de cultivo.

Una vez seleccionado el medio M9 suplementado con YE, fueron realizadas las
curvas de crecimiento a 26 °C y agitacién promedio de 110 rpm. El crecimiento fue
estudiado en funcién de la cantidad de YE (0,05 % 6 0,2 %) y glucosa presente en el
medio (0,0 % 6 0,4%).

En la Figura 10 se muestra que B. cereus present6 crecimiento en medio M9
cuando fue suplementado con YE. Se observo aumento en el nimero de bacterias luego
de 4 hrs de agitacién, alcanzando la fase estacionaria de crecimiento transcurridas
12-13 hrs. Durante este periodo de tiempo, la curva de crecimiento fue mayor que
cuando se utilizé YE, llegando a la fase estacionaria de crecimiento con un valor de

absorbancia (D.0O.) mayor a 1,2.

1,44

1 —=—0,20 % YE
1,24 —=— 0,05 % YE
—+—0,00% YE |

0,8+

Absorbancia, A

0,6

0,4 1

0.2

0.0 v T

]
14

Tiempo, h

Figura 10: Curvas de crecimiento de B. cereus en medio minimo M9 (0,4 % glucosa) a
distintas concentraciones de extracto de levadura (0,0 %; 0,05 % y
0,20 % YE).



Debido a que B. cereus presentd crecimiento en medio M9 suplementado con
YE, se realizaron curvas de crecimiento sin aporte de glucosa (medio YEM9) con el
crecimiento de este organismo solo con el aporte de extracto de levadura.

En la Figura 11 se muestra el crecimiento de B. cereus en medio YEMO. Este fue
observable pero de menor intensidad que en la condicién con glucosa anteriormente
mostrada en la Figura 10. La especie B. cereus presentd una menor tasa de crecimiento
especifico cuando fue crecido con 0,05 % YE respecto al aporte de 0,2 %. Los valores
obtenidos en fase de crecimiento exponencial corresponden a 0,07 + 0,01 hrs” y

0.18 + 0,01 hrs™, respectivamente.

1.4
1 —=—0,20 % YE

124 —=—0,05% YE

—=—0,00% YE

1.0
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" v T T T T T T T * 1
0 2 4 6 8 10 12 14

Tiempo, h

Figura 11: Curvas de crecimiento de B. cereus en medio minimo M9 sin glucosa
suplementado con distintas concentraciones de extracto de levadura

(0,0 %; 0,05 % y 0,20 % YE).



Determinacion de la degradacién de cianuro realizada por Bacillus cereus.

Los experimentos indican que B. cereus, en tubos Twist-Top, tolera
concentraciones de 520 mgL™ en un periodo de incubacion correspondiente a 120 hrs.
Transcurrido ese tiempo se extrajo desde los tubos una cantidad de 100 pL y fue
sembrado en placas con medio MSG, presentando crecimiento luego de 15 hrs de
incubacidn a 26 °C.

Las pruebas de degradacion para fueron realizadas en un intervalo de tiempo
menor a 120 hrs. Los resultados consideran la condicion con bacterias (B. cereus) y sin
ellas (control), ademas del aporte de extracto de levadura (0,05 % 6 0,20 %). La cantidad
de bacterias en cada tubo correspondi6¢ a aproximadamente a 10’ células/mL.

En la Figura 12 se muestra la degradacién observada a una concentraciéon de
2,6 rngL'I de CN"y con un aporte de 0,05 % YE, lo que no ocurre cuando se adiciono
0,20 % YE. Esta disminucion se muestra en la condicion con bacterias, estimada hasta
un 75 % de la concentracion inicial en un periodo de incubacion equivalente a 72 hrs. En
estas pruebas los controles estériles mantuvieron la concentracion inicial de cianuro.

La degradacion no fue detectable a concentraciones de 13 mgL™; 52 mgL™;
260 mgL™ y 520 mgL™. Las experiencias se muestran en las Figuras 13, 14, 15 y 16,
respectivamente.

Cuando se empled el CN™ como fuente de nitrogeno y glucosa como fuente de
carbono (0,05 %), no se detecté degradacion realizada por B. cereus a concentraciones

de 13 mgL" y 26 rngL'1 de CN'. Se observo disminucién en la concentracion de cianuro
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cuando se adiciond un aporte de 0,4 % glucosa y sin la presencia de bacterias

(Apéndice 4).
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Figura 12: Degradacién de CN™ en medio YEM9 (0,05 % y 0,20 % YE). Concentracion
inicial de 2,6 mgL" de CN (B. cereus: tubo con bacterias; Control: tubo sin

presencia de bacterias; YE: extracto de levadura).
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Figura 13: Degradacion de CN" en medio YEM9 (0,05 % y 0,20 % YE). Concentracién inicial de
13 mgL" de CN' (B. cereus: tubo con bacterias; Control: tubo sin presencia de
bacterias; YE: extracto de levadura).
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Figura 14: Degradacion de CN” en medio YEMS (0,05 % y 0,20 % YE). Concentracion inicial de
52 mgL”" de CN (B. cereus: tubo con bacterias; Control: tubo sin presencia de
bacterias; YE: extracto de levadura).
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Figura 15: Degradacion de CN™ en medio YEM9 (0,05 % y 0,20 % YE). Concentracion
inicial de 260 mgL™" de CN" (B. cereus: tubo con bacterias; Control: tubo sin

presencia de bacterias; YE: extracto de levadura).
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Figura 16: Degradacion de CN” en medio YEM9 (0,05 % y 0,20 % YE). Concentracion
inicial de 520 mgL™ de CN™ (B. cereus: tubo con bacterias; Control: tubo sin

presencia de bacterias; YE: extracto de levadura).
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DISCUSION.

A partir del muestreo realizado en el proceso de cianuracion fue posible obtener
un sustrato enriquecido con cianuro en condiciones alcalinas. La determinacion del pH
en las muestras liquidas arrojé un valor mayor o igual a 10,88. Este resultado permitiria
pensar que este compuesto se mantiene en su estado idnico (Figura 1), evitando asi las
pérdidas por volatilizacién de HCN.

La determinacién del cianuro permitié evidenciar que estas concentraciones
varian de una etapa a otra del proceso. Estas diferencias pueden estar relacionadas con
las condiciones especificas a las que estd sometido el mineral en cada una de ellas, no
obstante, lo importante fue la obtencidn de muestras con altas concentraciones de CN
independiente de la razén del cambio.

A partir de la ecuacion de Elsner (Ecuaciéon 1), se estima que la maxima
disoluciéon de Au ocurrirfa cuando se adiciona una cantidad de aproximadamente
50 mgL"' de CN". A concentraciones superiores, el incremento de este compuesto
favorece la disolucion de otros metales, provocando disminucion de la selectividad por
Au y Ag (Smith y Mudder, 1996). Si consideramos esto Gltimo, en conjunto con las
concentraciones superiores a 5000 mgL"' CNry CNwap encontradas en los tanques de
lixiviacion, tenemos que el CN estaria acomplejando a los metales presentes en el
mineral.

En base a lo descrito anteriormente, podemos pensar que el CN™ no estaria
disponible por encontrarse acomplejado. Para dilucidar esto ultimo, es importante

contrastar las concentraciones de cianuro con las de los metales. En este analisis, las
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especies que dan origen a los complejos dificilmente disociables (CNgsap), como Fe y
Cu, no representan una cantidad importante de la concentracion de cianuro total. Esto se
observa en la pequeiia diferencia porcentual encontrada entre CNt y CNwap, que en los
tanques de lixiviacion asciende al 12 % (Tabla 3) (CNt = CNsap + CNwap). Los metales
como Cd, Ni y Zn dan origen a los complejos débilmente enlazados, que en conjunto
con el CNjgre constituyen el CNwap. Las altas concentraciones de CNwap evidencian
que la formacién de estos complejos se encuentra favorecida, sin embargo estos no
influirfan mayoritariamente en la concentracién de cianuro total porque solamente el Zn
se encontré en concentraciones elevadas (Tabla 4) (CNwap = CNigre + CN
acomplejado débilmente). Los antecedes antes descritos, permiten respaldar que una
parte considerable del CNrt se encontraria en su forma libre.

La formacion de los complejos con metales diferentes al Au o Ag, quedo de
manifiesto con la determinacién de aquellos disueltos en solucién. Se obtuvo altas
concentraciones de Cu, Fe y Zn en los tanques de lixiviacién (mayor o igual a
410,4000 mgL']) respecto de aquellas provenientes de la alimentacion (menor o igual a
0,0300 mgL™). Los sedimentos colectados desde los tanques de lixiviacion presentaron
cantidades importantes de estos metales con una concentracion mayor o igual a
9161,6300 mgKg™.

A vpartir de las muestras del proceso de cianuracién, se aislaron 24
microorganismos en un medio rico en nutrientes. Posteriormente, fueron seleccionados
14 aislados que presentaron crecimiento en un medio sin glucosa y presencia de cianuro
(26 mgL’l). Entre si, ellos, presentaron diferencias sustanciales en cuanto a la morfologia

de la colonia, obteniéndose principalmente bacterias y un aislado que mediante
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microscopia dptica presentaba un aspecto levaduriforme (A6L). Estos resultados dan
cuenta de la presencia de una diversidad de microorganismos en un sitio donde se
cuantificaron elevadas concentraciones de cianuro y metales (Tabla 3 y Tabla 4,
respectivamente).

La fase posterior de seleccion permitioé obtener 2 cepas bacterianas que crecen a
concentraciones de 520 mgL'], estas correspondieron a los aislados A3S y B3S, ambos
posteriormente identificados como B. cereus. Estas especies representaron el 8 %
(2 de 24) de las especies aisladas, con caracteristicas de Gram positivo y forma celular
de bacilo alargado, ademds con una temperatura 6ptima de crecimiento de 35 °C.

El abatimiento de cianuro fue probado con esta cepa de B. cereus en medio de
cultivo minimo. La eleccién del medio fue compleja debido a que la bacteria requirié de
nutrientes adicionales. Se observd crecimiento en medio Vogel suplementado con
aminoacidos o en medio M9 con aporte de extracto de levadura, selecciondndose este
ultimo por el crecimiento observado. Una ventaja adicional que presentaria M9 es la
presencia de fosforo, nutriente utilizado en la biodegradacion de cianuro con
microorganismos como Pseudomona paucimobilis (Mudder y Whitlock, 1984) y
Fusarium solani (Dumestre y col, 1997), y por otra parte se observa que existe una
proporcionalidad entre la cantidad de foésforo adicionada por nosotros a B. cereus y la
degradacion realizada por Burkholderia cepacia (Blumenroth y col, 2003). La presencia
de este compuesto seria importante para el crecimiento de B. cereus pero éste se
encuentra condicionado al aporte de YE.

Las curvas de crecimiento realizadas en medio M9 evidencian crecimiento

bacteriano dependiente del aporte YE (Figuras 10 y 11). En ellas se determiné que
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probablemente YE otorgd aporte de carbono, razdén por la que se limitd este producto a
la menor concentracion probada (0,05 % YE). El aporte de carbono es concordante con
lo descrito en la literatura donde el YE proporciona nutrientes como fuente de carbono,
de sulfuro y de nitrégeno (Fluka, 2004).

La cepa de B. cereus que fue aislada desde el acondicionador filtro Larox,
presentd CNwap en una cantidad de 1,070 mgKg™' en fase s6lida y 1630,0 mgL" en fase
liquida (Tabla 3). Estas concentraciones permitirian la adaptacion de la bacteria para
tolerarlo, creciendo en condiciones de laboratorio hasta una concentracién de 520 mgL ™’
de CN".

En las experiencias de abatimiento de cianuro realizado por B. cereus
(~ 107 células/mL), en el rango de concentraciones probadas (2,6; 13; 52; 260 y
520 mgL™), se observé degradacion a una concentracion de 2,6 mgL'1 (Figura 12). Esta
se muestra en la condicion con un menor aporte de YE (0,05 % YE), observandose una
reduccion del 75 % en un periodo de incubacion de 72 hrs. Los controles sin bacterias no
presentan disminucion de la concentracion de cianuro por lo que se podria concluir que
esta fue realizada por este microorganismo.

Cuando se adicion6 una concentracién de 13 mgL™ de CN', se observé una
tendencia a la disminucién entorno al 10 -15 % del valor inicial, situacion donde no fue
posible diferenciarla de los controles sin bacterias (Figura 13). Pese a ello, esta
disminucion seria similar a la condicion con una concentracion inicial de 2,6 mgL'] de
CN".

No se observo degradacion de cianuro cuando se adicionaron concentraciones de

52 mgL" (Figura 14), 260 mgL™"' (Figura 15) y 520 mgL™ (Figura 16). A estas
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concentraciones, resulta dificil discriminar si existié la degradacién en base a los
resultados descritos anteriormente. La metodologia no es capaz de determinar
concentraciones elevadas, por lo que una disminucién equivalente a 1,3 mgL™ seria
dificil de estimar. Para aclarar este punto se requiere un periodo de incubacién mas
extenso para medir la posible disminucién en la concentracion de cianuro. B. cereus
toler6 todas las concentraciones de CN° probadas, presentando crecimiento al ser
sembradas en medio MSG e incubadas por un tiempo de 15 hrs a 26 °C.

No se evidencidé degradacion de cianuro al utilizar medio M9 sin aporte de YE.
Se observé disminucion en la concentracion de CN™ en los tubos con bacterias y en los
controles cuando el aporte de glucosa fue superior a 0,4%, producida por la reaccién con
glucosa que lleva a la formacién de una cianohidrina como producto final (Solomons,
1996).

El anélisis de la literatura nos permite recurrir a otros trabajos donde se muestran
otros microorganismos que pueden degradar el cianuro. Podemos mencionar la
degradacién de 52 mgL™ en 72 hrs por Fusarium solani (Dumestre y col, 1997),
26 mgL”" en 17 hrs por Pseudomona stutzeri (Watanabe y col, 1998) y 470 mgL™" en
una noche por Bacillus pumilus (Jandhyala y col, 2003). En general, estas experiencias
fueron realizadas con agitaciéon y temperatura mayor o igual a 30 °C. Existen trabajos
donde se ha utilizado directamente la enzima cianuro dihidratasa, aislada de
Bacillus pumilus, la que transforma cianuro a 4cido férmico y amoniaco, consiguiendo
degradacion de 14 mM (364 mgL™) con una cantidad de 0,5 mg/mL (50 mgL™) de

enzima (Benedit y Jandhyala, 2003).
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Los resultados obtenidos en este trabajo nos indican que la cepa aislada de
B. cereus fue capaz de degradar cianuro cuando se aportdé una menor cantidad de YE.
Esto nos haria suponer que el cianuro pudiera ser degradado cuando esta bacteria lo
utilizaria como fuente de carbono o nitrégeno. Es importante considerar un posible
requerimiento de sulfuro para crecer, condicion observada en medio Vogel con
suplemento de Cys y Met. Este resultado seria concordante con el requerimiento de
dichos aminoacidos descrito para un mutante de B. cereus (Lundgren y Bott, 1969).

En base a la utilizaciéon como nutriente, la degradacion podria ser mejorada en
funcion de las condiciones de crecimiento de B. cereus. La temperatura utilizada en los
experimentos de degradacion (26 °C) fue inferior a la de crecimiento 6ptimo (35 °C),
condicion que fue escogida para evitar posibles emanaciones de HCN.

B. cereus es un organismo de metabolismo aerdbico donde su crecimiento estaria
relacionado directamente con el aporte de oxigeno en el medio de cultivo. En este
sentido, la utilizacion de tubos cerrados herméticamente limitaria la oxigenacién del
medio y con ello el crecimiento bacteriano.

Los resultados obtenidos en este trabajo indican una propiedad impoL‘tante de esta
cepa de B. cereus, la que corresponde a la capacidad para tolerar el cianuro, ademas de
la degradacion de este compuesto. Esta condicién nos permite pensar en su utilizacion
de un sistema de biodegradacion de cianuro que pueda ser aplicable a la mineria del oro.

Existen experiencias de biotratamiento realizadas por otros grupos de trabajo
donde la degradacion de cianuro, realizada por P. paucimobilis, ocurri6 sin ser utilizado

como nutriente (Mudder y Whitlock, 1984). En otras la degradacion de este compuesto,
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por la cepa B. pumillus, otorgd la fuente de carbono y nitrogeno (Chapatwala y col,
1998).

Podemos inferir que B. cereus, tendria mayor aplicabilidad en el tratamiento de
sedimentos y lodos debido a que una gran cantidad del cianuro se encontraria
acomplejado, permaneciendo en el ambiente y liberandose de acuerdo a la estabilidad
del complejo formado. En cambio los residuos liquidos, requieren de un microorganismo
que realice la degradacion en un intervalo de tiempo menor, considerando como
limitante el almacenamiento del residuo. La utilizacion de bacterias para degradar el
cianuro corresponde a una alternativa economica de abatimiento del mismo, que ademas
presenta la ventaja de prescindir de reactivos peligrosos (Chapatwala y col, 1998) o
generar precipitados en el tratamiento ’que induzcan otro problema a futuro
(Blumenroth y col, 2003).

Los limites de cianuro establecidos en la normativa son bastante exigentes, lo que
determina una necesidad de tratamiento de los desechos liquidos y sélidos que
abandonan las dependencias mineras y tienen como destino final el ambiente. La
legislacion en Chile sefiala que las descargas liquidas no pueden superar valores entre
0.2 mgL™" y 1 mgL' CNy (D.S. 90, 2000). En Canadé, la normativa establece una
cantidad de 8,0 mgKg'l CNyisre en suelos de uso comercial o industrial (EQG, 2002).

Por otra parte, se han descrito cepas de B. cereus que poseen la propiedad de
detoxificar soluciones que presentan metales pesados como As, Cd y Co (Zaired, 2003).
En estos casos se han utilizado residuos de cafia de azGicar como fuente de carbono. Esto

eventualmente seria un caracter que podria ser utilizado en conjunto con la degradacion
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de cianuro, considerando que esta bacteria fue aislada desde una muestra que contenia
altas concentraciones de Cd, Cu, Fe y Zn (Tabla 4).

La proyeccion de un tratamiento bioldgico de residuos con presencia de cianuro
deberia considerar el anélisis de los requerimientos nutricionales del microorganismo y
de las condiciones que favorezcan su crecimiento. Este andlisis es un tema importante
para la obtencién de un medio de cultivo que puede ser mejorado en base al suministro
de solamente los compuestos necesarios, ademas de los aspectos del sistema de
tratamiento donde se determine efectivamente cuales son las condiciones Optimas de
aireacion (presion de O,) y temperatura.

Un acercamiento al aislamiento de microorganismos que fueran capaces de
degradar concentraciones elevadas, podria hacerse con la busqueda de genes que
codificaran enzimas (cianuro dihidratasa, cianuro hidratasa y cianuro oxidasa) que
participan en la degradacion, a través de la técnica de PCR utilizando DNA extraido
directamente desde las muestras. Las pruebas de degradacién podrian ser realizadas en
conjunto con la determinacién de los productos de aquella transformacion como
amoniaco y acido férmico.

Considerando los temas abordados para afrontar la problemética ambiental del
cianuro, queda de manifiesto la necesidad de instituir una vision desde las Ciencias
Ambientales, es decir una mezcla de la quimica tradicional integrada a otras disciplinas,
empleando distintas estrategias, métodos y técnicas con el fin de brindar soluciones a un
problema que es de cardcter multidisciplinario. Ademas, abordar la problematica

ambiental desde una disciplina en particular, dificulta la entrega de una solucion
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integral, generando el aislamiento, y posible competencia de intereses con otras
disciplinas.

Cuando los problemas ambientales involucran intereses sociales, la componente
econémica es fuerte y condiciona la toma de decisiones en favor de una solucion en
particular, razén por la que debe ser internalizada a los proyectos de caracter técnico. En
este contexto, el tratamiento bioldgico podria ser una alternativa econdémica y limpia

para tratar residuos con presencia de cianuro.
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CONCLUSIONES.

- La caracterizacion de las muestras colectadas en distintas etapas del proceso de
cianuracién, nos permitié establecer que éstas contienen elevadas concentraciones de

CN'[‘, CNWAD, Cd, CU., Fe Yy Zn.

- Las pruebas de aislamiento de microorganismos realizadas con las distintas
muestras nos permiten concluir que existen bacterianas que pueden ser aisladas en las

diferentes etapas del proceso.

- A partir de los microorganismos aislados se puede demostrar que cada uno de
ellos presenta diferentes niveles de tolerancia a cianuro. Encontrando que al menos uno

de ellos, B. cereus, tolera concentraciones de 520 mgL " de CN.

- En nuestras condiciones experimentales la cepa aislada de B. cereus fue capaz de

abatir cianuro.
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APENDICE

Apéndice 1: Medios de cultivo.

1) Medio rico con glucosa (MCG):

Glucosa

Extracto de Levadura
Peptona

Agar

2) Medio sin glucosa (MSG):

Extracto de levadura
Peptona

Agar
3) Medio minimo Vogel 50X (MV):

Citrato de sodio dihidrato

Fosfato potasio dibasico

Nitrato de amonio

Sulfato de magnesio II heptahidrato
Cloruro de calcio dihidrato
Elementos trazas (*a)

Biotina

Cloroformo

Agar
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0.8 %
0,5 %
0,5 %
1,5%

0,3 %
0,3 %
1,5%

15,0
25,0
10,0
1,0
0,5
5,0
0,25
2,0

3

2,0

p/v
p/v
p/v
p/v

p/v
p/v
p/v

% plv
% pl/v
% plv
% p/v
% plv
mL/L
mL/L
mL/L
%



*a) Solucién de elementos trazas: En 300 mL de agua destilada agregar

sucesivamente:
Acido bérico : 9.0 mg
Sulfato de cobre 11 58,5 mg
Ioduro de potasio 1,95 mg
Sulfato de manganeso II 9.0 mg
Molibdato de amonio 5,05 mg
Cloruro de hierro III hexahidrato 138,8 mg
Sulfato de zinc hidrato 822,0 mg

4) Medio minimo Vogel-Bonner (MVB):

Sales VB 25 X (*b) 40 mL/L
Glucosa 2,5 % plv
Agar 2,0 % p/v

*b) Sales VB 25 X:

Sulfato de magnesio 11 0,5 %p/v
Acido citrico 50 %p/v
Fosfato de potasio dibasico 25,0 % p/v
Cloruro de amonio 1.4 %p/v
Fosfato de sodio bésico 15,6 % p/v

5) Medio minimo M9:

Agua desionizada 770,0 mL/L
Sales M9 5 X (*c) 20,0 mL/L
Sulfato de magnesio IT 1 M 2,0 mL/L
Cloruro de calcio 1 M 0.1 mL/L
Glucosa 20 % p/v 20,0 mL/L
Agar 15,0 g/L
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(*c) Sales M9 5 X.

Fosfato de sodio dibasico heptahidrato 6,4 % piv

Fosfato de potasio basico 1,5 % piv
Cloruro de sodio 0,25 % p/iv
Cloruro de amonio 0,5 % p/v

- Se autoclava por separado: HyO, M9 5X, MgS0O4 1 M y CaCl; 1 M. Se
mezclan en orden correlativo v luego se adiciona la glucosa esterilizada por

filtracion.
6) Medio minimo YEM9
Corresponde a medio minimo M9 suplementado con extracto de levadura

- Se disuelve el extracto de levadura (0,05 % 6 0,2 % YE segtn corresponda) en

agua antes de esterilizar y luego se sigue el mismo procedimiento que en M9.
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Apéndice 2: Tipo, metodologia, especie, constante de estabilidad

toxicidad referentes al cianuro.

¢ indices de

Tipo de Metodologia Especies y/o Log | Solubilidad Toxicidad Toxicidad
Cianuro Cuan- compuestos Ke | g/100g H,0 Peces Ratas
tificacion ofp (LC50 en (LD50 en
mg/L) mg/Kg)
Cianuro CNyLsre CN 2 . 0,1 5 (KCN)
Libre HCN 9,23 . 0,0520,18
CNpjpre; CN7 KCN (s) - 716g (25°C)
Ca(CN); (s) - 0,02 2 0,08
NaCN*2H,0(s) | - | 342g(15°C) 0,420.7
Cu(CN) (s) 19,5 - -
CNwap; CNy Zn(CN), (s) 15,9 . -
Ni(CN), (s) - 9,1x10% -
(25°C)
Complejos | CNyap; CNy Cd(CN)y~ 17,9 - -
Débiles Zn(CN)f’ 19,6 - 0,18
Ni(CN).* 30,2 - 0,42
Complejos CNwap; CNy Cu(CN)Z" 16,3 - -
Moderada- Cu(CN);* 21,6 - 0,71 (24hrs)
mente Cu(CN),* 23,1 5 =
Fuertes Ag(CN)zl' 20,5 - -
Fe(CN)s " - 35,4 - 35,0(L) ;
Complejos CN: Fe(CN)s™ 43,6 z 860-940(0)
Fuertes Au(CN)zl' 38,3 . 35,2(L); 860-
1210 (O)
Tiocianato SCN° 50-200 854
Cianato CNO’ 34-54 567
(KCNO)
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Apéndice 3: Preparacion de buffer TAE, gel de agarosa y siembra

1) Buffer TAE 50 X:

Tris base 24,2 % plv
Acido acético glacial 57,1 mL/L
EDTA (0,5M) pH 8,0 100,0 mL/L

- Se prepara un stock de 1 Litro de buffer TAE 50 X, diluir una alicuota del stock para

conseguir buffer TAE 1X que es utilizado en la electroforesis en gel de agarosa.
2) Preparacion del gel de agarosa:

- Preparar una solucién al 0,8 % de agarosa en buffer TAE 1X. Calentar hasta
ebullicion para disolver la agarosa.
Enfriar a temperatura ambiente y adicionar bromuro de etidio hasta una
concentracion final de 0,5 pg/mL de gel. Precaucidn: el bromuro de etidio es
mutagénico por lo que se debe evitar el contacto con la piel.
Nivelar el molde del gel e insertar un peine de tamafio apropiado (*1) (Ver Figura
A3-1 con la descripcion de los pasos a seguir).
Trasvasijar al molde la solucién enfriada a temperatura ambiente. Es importante que
la solucién no presente burbujas (*2). Esperar hasta que la solucion gelifique
completamente.
Retirar cuidadosamente el peine y trasladar el gel a la cubeta de electroforesis.

Agregar buffer TAE 1X hasta cubrir todo el gel.
3) Siembra en el gel de agarosa:

- Colocar en un tubo eppendorf una alicuota de la solucién de DNA gendmico.
- Agregar una alicuota de buffer de siembra GLD y otra de agua estéril. Se mezcla,

cuidadosamente, cargando y descargando con la micropipeta.
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La cantidad de DNA y de reactivos utilizados son dependientes de la colonia de
microorganismos obtenida.

Cargar lentamente la muestra en uno de los pocillos formados por accién de los
dientes del peine en el gel. (*3)

Sembrar un marcador de peso molecular conocido en un pocillo contiguo.

Conectar la fuente e iniciar la corrida a voltaje constante por un periodo
determinado. (*4)

Colocar el gel sobre un transiluminador UV y observar manteniendo los 0jos

protegidos de la radiacion UV.

&

muestra /
pocilio ,f‘/ﬁ ”

gel de agarosa j

A3-1: Esquema gréfico resumen de la preparacion y siembra en gel de agarosa
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4) Técnica de GENECLEAN, extraccion de DNA desde el gel:

Realizar la extraccion utilizando el Kit Bio 101 GENECLEAN II & IIL.

Cortar la banda de DNA desde el gel de agarosa.

Adicionar 400 pL de Nal 6M e incubar entre 55-60 °C hasta disolver completamente
la agarosa.

Agregar 10-15 pL de silica (Glassmilk) e incubar por 5 min,

Centrifugar a velocidad maxima por 1 min y eliminar el sobrenadante.

Adicionar entre 300-500 PL de solucién de New Wash (resuspende la silica).
Centrifugar por 3 min y eliminar totalmente el sobrenadante.

Agregar 5 UL de agua estéril para resuspender.

Incubar por 5 min a 55 °C y centrifugar por 5 min.

Rescatar el sobrenadante, el cual contiene el DNA.
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Apéndice 4: Determinacién de cianuro y reproducibilidad con la metodologia del

acido picrico.
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A4-1: Determinacion del rango lineal de la determinacion de CN con los volimenes de

muestra empleados (volumen total de 1 mL).
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A4-2: Reproducibilidad de las curvas de calibracion de CN con los volumenes de

muestra empleados (volumen total de 1 mL).
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Porcentaje de CN, %
respecto a la concentracion inicial.
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A4-3: Disminucién de la concentracion de cianuro en presencia de 0,4 % de glucosa

(Muestra: tubo con presencia de B. cereus y Blanco: tubo sin microorganismos).
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A4-4: Determinacion de

Alicuota de Medio de Cultivo, pL

1 complejo coloreado generado por la presencia de glucosa en

medio M9. Se varié la alicuota adicionada de medio de cultivo (Glu: glucosa;

YE: extracto de levadura).
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