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RESUMEN

El cianuro es un compuesto quimico utilizado para la extraccion de oro, este provoca la
contaminacién de fuentes de agua y suelo. Para mitigar su efecto toxico en el ambiente, se
emplean técnicas fisicas y quimicas que son costosas y algunas generan residuos alin mas
toxicos. Como alternativa se emplean microorganismos que tienen la capacidad de eliminar
cianuro de los ecosistemas. En Narifio la remocién de cianuro se realiza por métodos
tradicionales, como alternativa en biorremediacion se aislaron bacterias de las minas de oro
de Sotomayor (Narifio), se evalu6 su capacidad para degradar cianuro asimilandolo como
fuente de carbono o de nitrogeno y se conformd un consorcio con bacterias no antagonicas
eficiente para remover esa sustancia. Para evaluar el consorcio se disefiaron dos medios de
cultivo con suelo y agua de la region, CE1 con concentracion inicial de 300 ppmy CE2 a
concentracion inicial de 200 ppm. La remocion alcanzada en el medio CE1 y CE2 fue de
30,9% y 19 % respectivamente.

Palabras Clave: Bacterias, Eliminacién de KCN, Medio de cultivo alternativo.



ABSTRACT

Cyanide is a chemical compound used to extract gold, this causes the contamination of
water and soil sources. To mitigate its toxic effect on the environment, physical and chemical
techniques are used that are expensive and some generate more toxic waste. Alternatively,
microorganisms that have the ability to remove cyanide from ecosystems are used. In Narifio
the removal of cyanide is carried out by traditional methods, as an alternative in
bioremediation bacteria were isolated from the gold mines of Sotomayor (Narifio), their
ability to degrade cyanide assimilating it as a source of carbon or nitrogen was evaluated and
a consortium was formed with non-antagonistic bacteria efficient to remove that substance.
To evaluate the consortium, two culture media were designed with soil and water from the
region, CE1 with an initial concentration of 300 ppm and CE2 at an initial concentration of
200 ppm. The removal achieved in the CE1 and CE2 medium was 30.9% and 19%
respectively.

Keywords: Bacteria, KCN Elimination, Alternative culture medium
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1. INTRODUCCION

Los compuestos quimicos que contienen el ion CN™ (cianuro) se utilizan en diferentes
sectores industriales para el procesamiento de fotografias, asi como para producir plastico,
maquillajes, purificacion de metales pesados como el oro y la plata, entre otras (Garcés
Molina, Agudelo Betancourt, Macias Mazo, & Salinas Alzate, 2006; Razanamahandry,
Karoui, Andrianisa, & Yacouba, 2017). En las actividades mineras de limpieza del oro los
residuos cianurados luego de tratamientos fisicos y quimicos, son dispuestos en el ambiente,
en la mayoria de los casos estos residuos presentan concentraciones de cianuro el cual puede
contaminar el suelo y las fuentes de agua, constituyendo en un factor de riesgo para la salud y
la biodiversidad porque es altamente toxico para la vida (Cabello, et al., 2018). Es por eso
que el uso de microorganismos es una estrategia valiosa para el tratamiento de residuos con
presencia de sustancias cianuradas, ya que estos organismos pueden asimilar el cianuro como
fuente de carbono y nitrogeno (Luque-Alamargo, Moreno, & Roldan, 2016).

En el departamento de Narifio existen varios municipios que derivan su economia de la
extraccion y procesamiento del oro como el municipio de los Andes Sotomayor, en este
municipio las plantas de beneficio utilizan tratamientos fisicos y quimicos para el
procesamiento de arenas cianuradas que son depositadas a cielo abierto en zonas de pendiente
y que adn contienen concentraciones de cianuro.

Con el fin de contribuir a la solucién de este problema ambiental se planteé un estudio
para conformar un consorcio de bacterias cultivables silvestres aisladas de las plantas de
tratamiento de oro del Municipio de los Andes Sotomayor las cuales se caracterizan porque
pueden asimilar cianuro como fuente de carbono o nitrégeno.

Igualmente es de sefialar que los estudios de degradacién de cianuro se realizan con
medios de cultivo quimicamente definidos, los cuales pueden resultar costosos si se desea

implementar una estrategia de remocion de cianuro bajo condiciones de campo. En
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consecuencia, se disefiaron dos medios de cultivo CE1 y CE2 con sustratos de la region de
facil acceso para los mineros, con una concentracién inicial de cianuro de 300 ppm y 200
ppm, respectivamente, el consorcio bacteriano conformado por Bacillus megaterium y
Pseudomonas aeruginosa presentd una remocion de cianuro de 30.9% y 19%
respectivamente. Este dato es importante como referente para futuras investigaciones bajo

condiciones de campo.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cianuro es un compuesto quimico empleado en la industria por su composicion y
facilidad de reaccionar con otras sustancias (Guerrero, 2005; Mirizadeh, Yaghmaei, & Nejad,
2014). Por ejemplo, se utiliza en: la produccion de quimicos organicos como nailon, nitrilo y
plastico acrilico, y en mineria para purificar el oro a través de la lixiviacién (Garces Molina,
et al., 2006; Razanamahandry et al., 2017).

Un proceso que méas desechos con cianuro produce es la extraccion de oro, lo cual causa
graves dafios ambientales, porque hay contaminacion de las cuencas hidricas, del suelo,
ademas, se presenta péerdida de biodiversidad, destruccion de habitats, entre otros (Cabello, et
al, 2018; Javaheri Safa, Aminzadeh, Zamani, & Motallbi, 2017). Para los animales y el ser
humano esa sustancia resulta toxica, ya que forman complejos con metales (Fe, Au, Cd, Mn'y
Cu) los cuales actian como cofactor de enzimas (Kumar, et al, 2016; Kao, Liu, Lou, Lin, &
Chen, 2003) interviniendo principalmente en la respiracion e inhibiendo la produccién de
ATP (Cardona Giraldo, 2015; Morillo Mendoza & Guevara Gonzales, 2015).

Para disminuir la contaminacion con cianuro se emplean técnicas tanto quimicas como
fisicas. Entre los métodos fisicos se encuentra el uso de luz UV, pero no es tan conveniente
porque no cubre todas las areas contaminadas y es un proceso demasiado lento (Morillo
Mendoza & Guevara Gonzales, 2015). Mientras que el método quimico mas utilizado es la
cloracion alcalina, en donde se obtiene cianato que es considerado menos tdxico; aun asi usan
quimicos que causan otro tipo de contaminacion, por ejemplo, en la oxidacion de cianuro con
hipoclorito de calcio se libera cloro residual y cloruros al medio; la exposicidn de estos
compuestos a largo plazo es peligrosa porgue son considerados como carcinogénicos,
mutagénicos, teratogénicos, productores de enfermedades respiratorias y encefalopatias

crénicas (Fajardo, Burbano, Burbano, Apraez, & Rosero, 2010; Morillo Mendoza & Guevara
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Gonzales, 2015). Ademas, los tratamientos quimicos y fisicos son costosos, necesitan
infraestructura compleja y son inespecificos metal-cianuro (Cabello, et al., 2018).

Es asi que, para degradar cianuro, derivados de cianuro y complejos con metal una buena
opcion son los microorganismos que lo pueden asimilar al tomarlo como fuente de carbono o
de nitrégeno y obtener productos finales menos peligrosos y no téxicos, tales como
formamida, &cido formico y amoniaco (Mirizadeh et al., 2014; Kumar et al., 2016). Entre las
bacterias con potencial degradador se encuentran las pertenecientes a los géneros:
Pseudomonas, Acinetobacter, Burkhoderia, Alcaligenes, Bacillus, Serratia, Streptomyces; y
hongos de los géneros: Fusarium, Gliocladium y Trichoderma (Mirizadeh et al., 2014;
Kumar et al., 2016; Morillo y Guevara, 2015; Luque, et al. 2005; Manso, et al., 2015).

Se han realizado varios estudios que demuestran la eficiencia de algunos microorganismos
para degradar cianuro con condiciones de laboratorio, por ejemplo: Coley y Zapata (2006)
aislaron, purificaron e identificaron a: Pichia ohmeri, Exophiala sp., Candida sp.,
Staphyloccocus sp., los cuales tuvieron un porcentaje de remocién de cianuro del 97% a una
concentracion de 150 mg/L. Asi mismo Javaheri, et al., (2017) aislaron a Bacillus sp. M01 y
estudiaron la capacidad de degradar cianuro a una concentracion de 562 mg /L con una
eficiencia del 86% en 48 h.

Es de sefalar que en el afio 2004 se realizé un trabajo de investigacion por Benavides
(2004), donde se reportaron 16 microorganismos de los géneros Pseudomonas, Klebsiella y
Chromobacterium, aislados de la mina Nueva Esparta en el Municipio de los Andes
Sotomayor en Narifio. Sin embargo, hasta la fecha no se ha implementado ninguna estrategia
con microorganismos nativos para mitigar la contaminacion derivada de las arenas cianuradas
en Narifio. En la mina nueva Esparta en el municipio de Sotomayor las arenas residuales se
depositan a cielo abierto y se encontrd la mayor concentracion de cianuro libre es de 433.33

ppm, lo cual representa un alto riesgo para el ambiente si se presentan las descargas sin
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previo tratamiento (Fajardo et al., 2010). Ademas, en Colombia la ley contempla que los
residuos contaminantes deben ser tratados al momento de ser vertidos, y que la concentracion
de CN debe ser encontrado con un valor maximo de 1 ppm (Giraldo, Gil, Camargo y Ossa,
2006; Cardona, 2015).

Al respecto, una de las tendencias para remover sustancias contaminantes del ambiente es
el uso de consorcios bacterianos, porque se genera una mayor eficiencia para degradar
cianuro (Kandasamy, Dananjeyan , & Krishnamurthy, 2014; Nwokoro & Uju Dibua, 2014;
Cornejo, 2016), es necesario usar estos microorganismos a escala de laboratorio para realizar
tratamientos y tecnologias, como el desarrollo de biorreactores aerdbicos y anaerdébicos que
permitan aumentar la remocion de cianuro (Kumar, et al., 2016; Cabello, et al., 2018).

No obstante, también es necesario establecer las mejores relaciones entre las variables
biologicas y operacionales para asegurar la eficiencia del sistema de descontaminacion
(Restrepo , Montoya, & Mufioz, 2006; Cabello, et al., 2018; Guerrero, 2005). Entre los
anteriores factores, las variables biologicas son la base para realizar los estudios de las
variables operacionales. Al respecto entre las variables bioldgicas se encuentran,
caracteristicas metabdlicas del modelo biologico, la composicion del consorcio microbiano,
edad y concentracion del indculo y la composicion del medio de cultivo adaptado a las
condiciones de campo.

Por ultimo, es de sefialar que las condiciones de laboratorio son diferentes a las
condiciones de campo en donde existen variables que inciden directamente en la actividad de
los microorganismos y enzimas como el caso del suelo que presenta varias cantidades de
minerales algunos de los cuales podrian actuar como inhibidores (Chakraborty, Wu, &
Hazen, 2012), por lo que es necesario disefiar un medio de cultivo alternativo para que se

pueda realmente aplicar en las zonas contaminadas con cianuro, utilizando fuentes de
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carbono y nitrégeno como cianuro, sacarosa y nitrato, suelo y agua de la regién como fuentes
de micronutrientes.
En atencion a los anteriores argumentos se plantea la siguiente pregunta de investigacion:
¢En qué medida un consorcio con bacterias silvestres y medio de cultivo son mas
eficientes para la remocidn de cianuro, procedentes de las minas de oro del municipio de los

Andes Sotomayor del departamento de Narifio, a escala de laboratorio?
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3. JUSTIFICACION

Para procesos de biorremediacion como la eliminacién de cianuro de suelo y agua
contaminados, lo ideal es el uso de microrganismos nativos para que no se altere el
ecosistema natural, ya que al ingresar microorganismos ajenos se podria afectar las
interacciones que se estén presentando o generar patogenicidad en las siembras aledafias o
para el ser humano. El uso de bacterias resulta ser mas econémico, son procesos mas
eficientes y los productos que se generan no son toxicos. Ademas, las bacterias deberian
usarse conformando consorcios con base en el analisis de las interacciones ecoldgicas para
evitar los antagonismos microbianos. Estos consorcios se realizan para aumentar la eficiencia
de remocion de cianuro.

Por otro lado, la relevancia de esta investigacion radica en el aislamiento y conformacion
de un consorcio bacteriano con capacidad para degradar cianuro. De esta manera se sientan
bases para futuras investigaciones, porque estos microorganismos pueden ser utilizados para
realizar procesos de biorremediacion en las minas de oro del municipio de Sotomayor en el
Departamento de Narifio. Asi mismo con la conformacion de dos medios de cultivo
alternativos permitieron sentar bases para el desarrollo de una tecnologia para la solucion de
un problema ambiental porque se sentaron las bases para establecer las variables
operacionales.

No obstante, el mayor aporte de la presente propuesta recae en la poblacion minera de
Narifio y Colombia. La extraccion de oro en Colombia se realiza en Antioquia, Choco,
Cordoba, Bolivar, Caldas y Narifio abarcando aproximadamente 5 millones de hectareas. La
mayor zona de explotacion se encuentra en el norte de Antioquia y el Sur de Bolivar, con
aproximadamente 12.400 minas (Cardona Giraldo, 2015).

Para Narifio, esta actividad se distribuye en distritos tales como: el Distrito Minero

Mallama - Cumbitara (Los Andes-Sotomayor), el Distrito Minero de Pasto - San Pablo, el
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Distrito Minero de Barbacoas, el Distrito Minero de los Alisales - Monopamba - Patascoy y
el Distrito Minero del Mira - Guiza. Existen 204 explotaciones de las cuales el 49.75%
corresponden a extraccion de oro de filon o aluvial, con esta actividad se genera empleo a
16.000 personas en la Regién Andina y Pacifica y ademas la economia de Narifio depende en

un 8% a la extraccion de oro (Coponarifio, 2007).
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4. OBJETIVOS
4.1. Objetivo general
Evaluar un consorcio de bacterias silvestres procedentes de las minas de oro del municipio
de los Andes Sotomayor del departamento de Narifio y un medio de cultivo alternativo para

la remocién de cianuro, a escala de laboratorio.

4.2. Objetivos especificos

1. Seleccionar bacterias aisladas de arenas residuales y piscinas de cianuracién
de las minas de oro cooperativa de pequefios mineros los Andes y Ecominer SAS del
municipio de Sotomayor, para conformar un consorcio bacteriano con actividad para

degradar cianuro de potasio.

2. Disefiar medios de cultivo alternativos para el crecimiento de un consorcio de
bacterias degradadoras de cianuro de potasio.
3. Determinar la eficiencia del consorcio bacteriano para degradar cianuro de

potasio en el medio de cultivo disefiado para tal fin.
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5. MARCO TEORICO
5.1. Cianuro

El cianuro es un compuesto quimico que tiene en su estructura carbono y nitrégeno unidos
mediante tres enlaces (Guerrero, 2005; Mirizadeh, et al., 2014). A todos los compuestos que
tienen esa caracteristica se denominan cianuro (Tuya-Salas, 2014) y se puede encontrar en el
ambiente de tres maneras: formando sales, complejos con metales y en forma libre. Las
principales sales inorgéanicas encontradas son cianuro de sodios (NaCN), cianuro de potasio
(KCN) y cianuro de hidrégeno (HCN); por otro lado, el cianuro forma complejos cianuro-
metal, con los siguientes metales: Cd, Co, Cu, Ni, Au y Fe, este Gltimo es con el que presenta
mayor afinidad (Guerrero, 2005; Kumar, et al., 2016; Razanamahandry, et al., 2017). Por
altimo, se encuentra la forma libre como ion cianuro (-CN) (Kumar, et al., 2016;
Razanamahandry, et al., 2017).

En la naturaleza mas de 2000 plantas son consideradas cianogénicas, entre los cuales se
incluye: almendras, albaricoques, bambues, frijoles germinados, cerezas, aceitunas, papas,
sorgo, y nueces, producen cianuro como método de defensa o en poscosecha (Guerrero, 2005;
Razanamahandry, et al., 2017), Por otro lado, ciempiés, escarabajos, polillas, mariposas,
algas, hongos y bacterias producen cianuro para competir o defenderse. Cabe sefialar que la
cantidad de cianuro producido por los seres vivos se encuentra en niveles minimos por lo cual
no se considera contaminante (Guerrero, 2005; Kumar, et al., 2016; Razanamahandry, et al.,
2017).

5.1.1. Aplicaciones del cianuro en la industria.

Por las propiedades fisico-quimicas que tiene el cianuro es ampliamente utilizado en la
industria, por ejemplo: se usa en la fabricacion de papel, de textiles y plasticos, en fotografia
para revelar fotos, como plaguicida para controlar plagas de roedores e insectos, en la

realizacion de maquillaje, para produccion de quimicos organicos como nailon, nitrilo y
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plastico acrilico, en la elaboracion de medicamentos como laetril (combatir el cAncer) y
nitroprusiato (tratar la presion arterial), y en mineria para purificar metales preciosos como el
oro mediante procesos de lixiviacion. Se estima que de la produccién mundial de CN, el 20%
es para generar NaCN, del cual el 90% es destinado para procesos mineros (Guerrero, 2005;
Garces Molina, et al., 2006; Coley & Zapata, 2016; Razanamahandry, et al., 2017; Ibafiéz, et
al., 2017). Estas industrias descargan gran cantidad de cianuro en las fuentes hidricas y en los
suelos (Mirizadeh, et al., 2014).

5.1.1.1. Cianuro en mineria

Este quimico ha sido utilizado desde 1887 en la limpieza de metales pesados como la plata
y el oro, atraves de lixiviacion, usando concentraciones entre 100 y 500 ppm a pH basico
(Garces et al., 2006). Para extraer oro, se tritura la piedra, se coloca sobre arcilla, se cubre
totalmente con solucion de cianuro para que este forme un complejo estable con el Au, luego
se filtra para retener el complejo (CN-Au) y la solucion restante contaminada con cianuro es
descartada (Guerrero, 2005; Garcés et al., 2006). En procesos industriales asociados con la
extraccion de oro y plata se conocen varias formas de cianuros: total, libre, y disociable en
acido débil (WAD, por sus siglas en inglés) (Guerrero, 2005).

Para Narifio, esta actividad se distribuye en distritos tales como: el Distrito Minero
Mallama - Cumbitara (Los Andes-Sotomayor), el Distrito Minero de Pasto-San Pablo, el
Distrito Minero de Barbacoas, el Distrito Minero de los Alisales - Monopamba - Patascoy y
el Distrito Minero del Mira - Guiza. Existen 204 explotaciones de las cuales el 49.75%
corresponden a extraccion de oro de filon o aluvial. En estos distritos se realiza lixiviacion
utilizando cianuro a concentraciones maximas de 500 ppm. En algunos casos como en la
mina nueva Esparta de los Andes-Sotomayor la concentracién de cianuro libre es de 433.33
ppm, lo cual representa un alto riesgo para el ambiente si se presentan las descargas sin

previo tratamiento (Fajardo et al., 2010).

25



5.1.2. Toxicidad y contaminacion del cianuro

Las formas més peligrosas reportadas son: HCN y -CN, ya que tiene afinidad con la
enzima citocromo oxidasa, por eso se considera altamente toxico para todos los organismos
aerobios. Cuando se forma ese complejo, la enzima deja de funcionar, por lo tanto, no habra
traspaso de electrones, se inhibe la respiracion aerdbica y se da una anaerobiosis, habra &cido
lactico en la sangre, se afecta el sistema nervioso, se produce paro cardiorrespiratorio y
finalmente la muerte (Kao, et al., 2003; Cardona, 2015; Morillo & Guevara, 2015; Kumar, et
al, 2016).

Al tener una exposicidn prolongada con compuestos cianurados, aunque en
concentraciones bajas hay efectos nocivos para la salud, tanto de humanos como de animales,
afectando principalmente al sistema nervioso central, la tiroides y el rifion (Ramirez, 2010;
Cardona, 2015). Entre las dosis letales para animales, generalmente, se encuentra
concentraciones de 200 mg HCN/L (Montenegro, 2003), aunque puede variar, COmo se
describe en la Tabla 1. En tanto, para humanos es letal cuando se ingiere (1 a 3 mg CN /Kg),
se absorbe (100 a 300 mg CN/Kg) y se inhala (100 a 300 mg CN/L) (Ruiz & UN. ECLAC,
2004). Por otro lado, en los microorganismos el principal efecto es que inhabilita el
crecimiento, aunque puede alterar la morfologia (en Bacillus pumillus) y modificar la
motilidad (en Spirillum volutans), también en hongos causa mutaciones como en el caso de
Neurospora crassa (Dubey & Holmes, 1995). Mientras que en plantas se inhibe la
fotosintesis (Whishinick & Lane, 1969; Vasil'ev, et al., 2007).

Tabla 1

Dosis letal cianuro libre en algunas aves y otros animales.

Especies Dosis
Anade real 1.43 mg CN Kg*
Urubd de cabeza roja 36 mg NaCN Kg*
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Buitre negro americano 2.54 mg CN Kg'*

Paloma bravia 3.7mg CN Kg*
Codorniz japonesa 4.5 mg CN Kg*
Cernicalo americano 2.12 mg CN kg
Gallina 11.1 mg CN kg™*
Estornino pinto 9.0 mg CN kg
Ganado 200 mg HCN kg
Perro 24 mg NaCN kg
Raton 8.5 mg CN kg

Rata 5.1-5.7 mg NaCN kg*

En esta tabla se muestra la dosis letal de cianuro para algunos animales. Extraido de
Razanamahandry et al, 2017

El cianuro presente en el suelo y agua es un grave problema de contaminacion hoy en dia,
ya que, se estima que se libera 14 millones de kg de cianuro anualmente en el agua
(Mirizadeh et al.,2014), afectando los ambientes acuéticos, especialmente en peces, al reducir
la capacidad natatoria e inhibir su reproduccion (5,0 y 7,2 g CN/L) (Hernandez L. , 2010),
también aqueja a las aves migratorias ya que son sensibles aun en muy bajas concentraciones
(0.1 mg/L) y a los animales que toman de esa agua (Cardona, 2015; Cabello, et al., 2018). Por
lo tanto, los compuestos con cianuro y derivados pueden afectar a la biodiversidad y la
biomasa de los ecosistemas, provocando asi, graves problemas en el ambiente (Cabello, et al.,
2018).
5.2. Métodos para eliminar contaminacion por cianuro en plantas de extraccion de oro.

Es de gran interés descontaminar el suelo y agua que tienen altas concentraciones de
cianuro, como es el caso de las aguas cianuradas y arenas residuales procedentes de procesos
mineros. Es importante sefialar que en Colombia la ley contempla que los residuos
contaminantes deben ser tratados al momento de ser vertidos, y la concentracion de CN debe
ser encontrado con un valor maximo de 1 ppm (Giraldo, Gil, Camargo y Ossa, 2006;
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Cardona, 2015). Para tener control, disminuir las concentraciones contaminantes de cianuro y
llegar a las permitidas por la ley en cada pais se han desarrollado métodos fisicos como la
fotodescomposicion del cianuro y quimicos como la cloracién alcalina (Fajardo, et al., 2010;
Morillo Mendoza & Guevara Gonzales, 2015).

5.2.1. Métodos fisicos.

El método fisico més utilizado es la fotodescomposicion de cianuro, la cual consiste en la
utilizacién de luz ultravioleta (UV), un oxidante como el aire y un semiconductor como el
dioxido de titanio. Con ese procedimiento se logra la conversion de cianuro libre hasta
nitratos, dioxido de carbono y agua. A pesar de eso, es considerado un proceso lento en aguas
turbias y profundas. Ademas, cuando los residuos son solidos se necesita un area amplia en
donde estos se extiendan y sean alcanzados por los rayos UV (Gil, Camargo, Castro, &

Pineda, 2005; Hernandez, 2010).

5.2.2. Métodos quimicos.
Hay varios métodos para disminuir la toxicidad del cianuro como los siguientes:

tratamiento con hipoclorito de calcio, precipitacion de sulfato ferroso y oxidacion de
perdxido de hidrégeno.

5.2.2.1. Tratamiento con hipoclorito de calcio.

En este proceso el cianuro es oxidado a cianato, luego en amoniaco y bicarbonato en pH
acido. Aunqgue se logra degradar cianuro a compuestos menos toxicos, es peligroso porque se
generan productos finales como cloruro de ciandgeno y organoclorados; la exposicion de
estos compuestos a largo plazo es peligrosa porque son considerados como carcinogénicos,
mutagénicos, teratogénicos, productores de enfermedades respiratorias y encefalopatias
cronicas (Fajardo, et al., 2010; Morillo Mendoza & Guevara Gonzales, 2015).

5.2.2.2. Precipitacion con sulfato ferroso
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Este proceso se realiza a pH entre 7,5 a 10,5 utilizando sulfato ferroso, consiste en la
transformacion de cianuro a compuestos mas estables y considerados menos toxicos como
ferrocianuro y/o ferricianuro, luego son vertidos al ambiente (Fajardo, et al., 2010; Morillo
Mendoza & Guevara Gonzales, 2015). A pesar de que los compuestos finales son menos
toxicos, no es una solucién a fondo, ya que la especie quimica sigue sin cambiar en su
estructura y se puede liberarse de nuevo bajo nuevas condiciones de temperatura y pH.

5.2.2.3.  Oxidacion de peroxido de hidrégeno

Este método es simple y con minimos requisitos; el uso de peroxido de hidrogeno resulta
no ser toxico y oxidante con la capacidad de romper el triple enlace del cianuro. Se da una
oxidacion por medio de Cu*? a través del sulfato de cobre con un pH alcalino, se forma un
complejo con el ion cianuro denominado tetracianocuprato (es potencialmente activo), el cual
tiene mayor afinidad con el peroxido. Posteriormente estos residuos son eliminados (Gil,
Camargo, Castro, & Pineda, 2005; Hernandez, 2010). El problema de esta técnica es que el
cianuro se transforma en cianuro de hidrogeno, siendo esta la forma mas toxica de cianuro.
5.3. Biorremediacion de cianuro.

La biorremediacidn es importante porque utiliza microorganismos, hongos, plantas o
enzimas derivadas para recuperar ambientes contaminados a su condicion natural, es por eso
que se ha considerado una alternativa factible para degradar cianuro, derivados de cianuro y
complejos con metal. Por otro lado, se ha reportado que existen microorganismos y plantas
con capacidad de tolerar y degradar tanto cianuro libre como cuando esta formando
complejos con metales (Cornejo, 2016).Una buena estrategia es utilizar microorganismos que
pueden asimilarlo como fuente de carbono o de nitrégeno, lo cual resulta mas beneficioso que
continuar utilizando los métodos tradicionales (quimicos y fisicos), ya que, se obtienen

productos finales como: formamida, acido formico y amonio que son menos peligrosos y no
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toxicos para el medio ambiente y el ser humano al ser vertidos (Manso, et al., 2015;

Akinpelu, et al., 2018; Deloya, 2012).

5.3.1. Microorganismos degradadores de cianuro.
A pesar de lo toxico que resulta el cianuro para los organismos aerobios, se ha encontrado

que hay bacterias y hongos que son capaces de tolerarlo y hasta de usarlo como fuente para la
construccion de aminoacidos y proteinas. Estos microorganismos son eficientes para la
degradacion de -CN porque tienen capacidad oxidativa, logran adaptarse, utilizar diversas
sustancias quimicas como fuente tanto de nitrégeno como de carbono, son capaces de
sobrevivir aun cuando hay pocos nutrientes y en ambientes alcalinos. Entre los géneros con
potencial degradador de cianuro se encuentran, para hongos: Fusarium, Gliocladium y
Trichoderma; mientras que para bacterias son: Pseudomonas, Acinetobacter, Burkholderia,
Alcaligenes, Bacillus, Serratia y Streptomyces (Mirizadeh et al., 2014; Kumar et al., 2016
(Lugue-Alamargo, y otros, 2005; Morillo Mendoza y Guevara Gonzales, 2015; Manso, et al.,
2015). En la Tabla 2 se mencionan diferentes microorganismos y su eficiencia para degradar
cianuro (Razanamahandry et al., 2017).

La biorremediacién con microorganismos es beneficiosa porque: tiene menores costos
operacionales, se logra eliminar una amplia gama de compuestos cianurados, existe la
capacidad de producir efluentes de alta calidad, los procesos son ecol6gicos ya que se trabaja
con microorganismos autoctonos y resulta ser mas sano para el medio ambiente. El éxito de
este proceso se da cuando se trabaja con microorganismos nativos que tienen capacidades
fisiologicas y metabdlicas para degradar contaminantes del medio (Deloya, 2012; Cardona,

2015; Tuya, 2014).
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Tabla 2.

Microorganismos con capacidad degradadora de cianuro

Organismo

Recurso de cianuro

Eficiencia degradadora

Referencia

Thiobacillus intermedius

Klebsiella sp., Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas putida

Pseudomonas fluorescens NCIMB
11764

P. fluorescens NCIMB 11764

P. fluorescens NCIMB 11764

a. Neurospora crassa, b.
Gibberella zeae, c. Aspergillus
nidulans

Thiobacillus thioparus THI115

Bacillus sp. (Bacillus safensis,
Bacillus lichenformis, y Bacillus
Tequilensis

CN- /50 mM

Tetracyanonickelate

KCN/50 mM
20 - 50 mM

HCN

KCN

KCN
Complejos metal-

cianuro

SCN-

Compuestos de cianuro

0.021 pmol min-1
0.042 pmol min-1
0.015 pmol min-1

85%/6 h (condiciones aerobicas)
89%/12 h (condiciones
anaerobicas)

760 umol min-1 ml-1 (después
72 h)

90 - 100%

< 80% (a), (b), (c) (después de 48
h)

93% (en 38 h)

65.5% (200 mg CN L-1)
44.3% (400 mg CN L-1)

Singleton y Smith (1988)

Silva-avalos et al., 1990)

Kunz et al., (1992)

Kunz et al., (1998)

Fernandez et al., (2004)

(Basile 2008)

Yamasaki et al., (2002)
Mekuto et al., (2013)
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Micromonospora braunna

B. safensis + B. lichenformis +
Bacillus tequilensis
Wastewater

Burkholderia cepacia C-3

Pseudomonas sp.

Pseudomonas sp.

Klebsiella oxytoca

Trametes versicolor

Trametes versicolor

Klebsiella oxytoca

Pseudomonas pseudoalcaligenes
CECT5344

Klebsiella pneumoniae +

Ralstonia

KCN (recurso de
nitrogeno)

KCN

Cianuro libre

Cianuro libre

Cianuro libre

Cianuro libre

Cianuro libre

Cianuro libre

Cianuro libre

Cianuro libre

KSCN (Tiocianato)

98.79% (100 ppm en 18 h)

65.5% (por 8 dias) para 200 mg

CN L-1

44.3% (por 8 dias) para 400 mg

CN L-1

80%

60%

89%

99.9%

100 % (después de 42 h)
30%

26%

99.9%

500 - 2500 mg L-1 dia-1

Shete y Kapdnis (2012)

Mekuto et al., (2013)

Adjei y

Ohta (2000)

Kao et al., (2003)

Akcil et al., (2003)

Kao et al., (2003)

Akinpelu et al., (2015)
Cabu et al., (2006)

Chen et al., (2008)

Huertas et al., (2010)

Chaudhari y Kodam,
(2010)
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sp.

Bacillus sp. CN-22

Bacteria + cassava peels

Enterobacter sakazakii (a)
Azotabacter sp. (b)
Rhizobium sp. (c)

Pseudomonas fluorescens +
Chlorella vulgaris.

Fusarium solani

Gloeocercospora sorghi

HCN

KCN

KCN

Cyanide 0.5 mg +
glucosa

19(a)

Cyanide 0.5 mg +
glucosa

1g+NaCl 1g(b)

Cyanide 1 mg +
glucosal

g+NaCl1lg(c)

Cyanide 1 mg +
glucosa 1

g + NaCl 1g (d)

KCN 80 mM

KCN 30 mM

200 - 6.62 mg L-1 72 h-1

400 mg L-1 dia-1

99% (después de 96 h)

60% (a)
58% (b)
54% (c)
51% (d)

Km: 4.7 mM

Vmax : 1.7 microM min-1

mg-1,

Km: 90 mM
Vmax: 4.4 mmol min-1

Wau et al., (2014)

Siller y Winter, (1998)

Ninan et al., (2013)

Kiruthika, (2008)

Barclay et al., (1998)

Jandhyala, (2002)
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mg-1

Gloeocercospora sorghi KCN 20 mM < 80% (después de 48 h)
Complejos metal-
cianuro
Aspergillus awamori KCN 0-475 ppm
Fusarium oxysporum + Beta Cianuro de metal + 83-263mg CN L-1
vulgaris KCN 500 mg CN L-1

Basile (2008)

Santos et al., (2013)

Akinpelu et al., (2015)

Extraido de Razanamahandry et al., 2017.
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5.3.1.1. Vias metabdlicas para degradar cianuro.

Para asimilar y degradar cianuro los microorganismos pueden tener vias alternativas en
donde se producen reacciones bioquimicas como: reaccion hidrolitica, oxidativa, reductiva y
substitucion/ transferencia. Las reacciones con sus respectivas ecuaciones se encuentran en la
Tabla 3 (Luque-Alamargo, Moreno, & Roldan, 2016; Kumar, et al., 2016; Razanamahandry
et al., 2017).

5.3.1.1.1. Reaccion hidrolitica.

Reduccion del cianuro en presencia de agua con enzimas para producir formiato o
formamida y amoniaco. Las enzimas involucradas son: Cianuro hidratasa (CH) nitrilo
hidratasa (NH), tiocianato hidratasa (TCN), nitrilasa y cianidina. Las CH, NH y TCH son las
que hidrolizan y escinden directamente el enlace triple del cianuro para formar formamida.
Por otro lado, nitrilasa y cianidina forman amonio y &cido carboxilico (Kumar, et al., 2016;
Luque et al., 2016; Razanamahandry et al., 2017).

Tabla 3

Tipos de reacciones, con la enzima correspondiente y la reaccion.

Tipo de Enzima Reaccion
reaccion
Oxidacion Cianuro dioxigenasa HCN + Oz + 2e- + 2H" - NHs + CO2
Cianuro monooxigenasa HCN + O, + 2e- + 2H" > OCN" + H,0
Cianasa OCN" + HCO3 + 2H" > NH3 + 2CO»
Reduccion Nitrogenasa HCN + 6e-+ 6H" - CHs + NHs
Hidrolisis Cianidasa HCN + 2H>0 - HCOOH + NH3
Cianuro hidratasa HCN + H,O - HCONH:
Formamidasa HCONH; + H,O - HCOOH + NH3
Nitrilasa R-CN + 2H,O - R-COOH + NH;3
Nitrilo hidratasa R-CN + H20 - R-CONH;
Amidasa R-CONH:2 + H,O = R-COOH + NH;3
Substitucion/ 3-Cianoanolanina HCN + Cys - 3-Cianoanolanina + H2S
transferencia  sintasa
Rodanasa HCN + S;05” > SCN™ + SOs?

Extraido de Kumar et al, 2016.

5.3.1.1.2. Reaccion oxidativa.
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Estas reacciones se dan en presencia de NADPH, en donde el cianuro reacciona con
oxigeno y produce amonio y didxido de carbono. Las enzimas involucradas son: cianuro
monooxigenasa, cianida (presente en animales, hongos, bacterias y plantas) y cianuro
dioxigenasa (Kumar, et al., 2016; Luque et al., 2016; Razanamahandry et al., 2017).

5.3.1.1.3. Reaccidn reductiva.

Se basan en la transferencia de electrones a través de la enzima nitrogenasa en ambientes
principalmente anaerobios. Los productos finales de HCN son metano y amonio. En
Klebsiella se puede reducir tiocianato (Kumar, et al., 2016; Luque et al., 2016;
Razanamahandry et al., 2017).

5.3.1.1.4 Reaccion substitucion/ transferencia.

La substitucion/transferencia es una reaccion catalizada por cianoalanina sintasa la cual
usa O-acetilserina (OAS) como sustrato. Estas reacciones evitan la toxicidad del cianuro a las
células y proporcionan una fuente de nitrégeno (Kumar, et al., 2016; Luque et al., 2016;
Razanamahandry et al., 2017).
5.4.Consorcios microbianos degradadores de cianuro.

Se define como una comunidad formada por el conjunto dos o de mas especies de
microorganismos que interacttan para su mutuo beneficio (Salazar & Sanchez, 2011).

Hay dos caracteristicas que cumplen los consorcios microbianos que son importantes para
soportar los cambios del medio ambiente y realizar funciones que los microorganismos por si
solos no pueden realizar. Primero la comunicacion entre las poblaciones mediante
metabolitos o sefiales moleculares. Dado lo anterior se desprende la segunda caracteristica
que consiste en una divisidn del trabajo, ya que la produccién general se obtiene de una
combinacion de las funciones desempefiadas por los individuos constitutivos o sub-
poblaciones (Salazar & Sanchez, 2011). Las poblaciones mixtas pueden realizar funciones

que son dificiles o incluso imposibles para las cepas de manera individual.
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Los microorganismos usados para la conformacién de consorcios deberan convertir el
cianuro en materiales no peligrosos y menos toxicos. Varias especies bacterianas,
especialmente miembros del género Pseudomonas, Bacillus, Alcaligenes, Acinetobacter, y
Burkholderia han sido reportados por su potencia para degradar cianuro. El cianuro libre en
medio &cido, incluso a pH ligeramente alcalino (pH 9.2 a 25°C) cambia a HCN, para los
resultados en biorremediacién se deben, por lo tanto, utilizar condiciones alcalinas (Kumar, et
al., 2016). Estas comunidades tienen un periodo de aclimatacién y posterior degradacion de
CN (Kandasamy, et al., 2015; Kumar, et al., 2016).

En procesos de degradacion de cianuro Kandasamy, et al (2014), Nwokoro & Uju (2014),
Mekuto, et al., (2015) y Cornejo (2016) proponen segun sus respectivas investigaciones que
para remover contaminacion con cianuro es mejor el uso de consorcios microbianos, ya que
asi se obtiene un mayor porcentaje de remocién, por lo que resulta méas efectivo al momento
de realizar biorremediacion. También es necesario usar estos microorganismos para realizar
tratamientos y desarrollar tecnologias que tengan mas eficiencia en la degradacion de cianuro
(Kumar et al. 2016; Cabello, et al., 2018).

5.5. Medios de cultivo para crecimiento de microorganismos degradadores de cianuro.

Un medio de cultivo es considerado una fuente que permite el crecimiento y desarrollo de
microorganismos. Este debe tener ciertos componentes como: nutrientes adecuados,
consistencia adecuada del medio, presencia o ausencia de oxigeno, humedad suficiente, pH
ajustado y esterilidad. Segun el estado fisico los medios de cultivo pueden ser: liquidos,
semisdlidos o sélidos. Debido a la diversidad metabdlica de hongos y bacterias, hay varios
medios de cultivos y no existe uno que sea considerado adecuado para todos en general
(Restrepo , Montoya, & Mufioz, 2006).

Hay diferentes condiciones que se deben tener en cuenta al momento de realizar los

medios de cultivo para bacterias que degradan cianuro como:
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5.5.1 Disponibilidad de nutrientes.
Se ha reportado que cuando hay presencia de una fuente de C o N aumenta el crecimiento

microbiano, por lo tanto, se incrementa la captacion y degradacion de compuestos de cianuro.
Por otro lado, los grupos carbonilo (aldehidos y cetonas) reaccionan con el cianuro en
condiciones naturales (40°C y pH neutro) para formar sal carboxilica (una especie estable de
cianuro) en presencia de ion de metal; por lo que no estarian al alcance de los

microorganismos (Kumar, et al., 2016).

5.5.2 Temperatura.
Las enzimas generalmente son producidas por microorganismos mesofilos. La tasa de

biodegradacion del cianuro es dependiente de la temperatura ya que estos microorganismos
generalmente son aislados del suelo y trabajan de manera eficiente con una temperatura que

generalmente oscila entre 20 y 40°C (Kumar, et al., 2016).

5.5.3 El efecto del pH
En la biorremediacion del suelo contaminado con cianuro es significativo. EI pH 6ptimo

para el crecimiento de bacterias (6-8), hongos (4-5) y enzimas degradadoras de cianuro (6-9)
es tipico durante la degradacion de cianuro. Para evitar la formacion de HCN volatil, el pH
alcalino es preferencial (pH = 9.2). Asi, desde un punto de vista quimico, los tratamientos
biologicos de los efluentes industriales contaminados con cianuro requieren un pH alcalino

(Kumar, et al., 2016).

5.6. Antecedentes

Se han realizado varios estudios de eficiencia degradadora de cianuro por
microorganismos, por ejemplo:
Benavides (2004) realiz6 un trabajo de investigacién, donde report6 bacterias de los

géneros Pseudomonas, Klebsiella y Chromobacterium, aislados de la mina Nueva Esparta en
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el Municipio de los Andes Sotomayor en Narifio. Utilizo los medios de cultivo BS1y BS2 y
encontrd que Pseudomonas Xp5d tolerd cianuro hasta 400 mg CN-/L.

Luque y colaboradores (2005) encontraron a Pseudomonas pseudoalcaligenes con la
capacidad de degradar cianuro una concentracion de 30mM y a un pH éptimo de 9.5. Esta
bacteria usa el cianuro como Unica fuente de nitrégeno y tiene la capacidad de utilizarlo en la
mayoria de sus estados, como cuando el CN esta formando complejos con metales.

Coley y Zapata (2006) aislaron microorganismos, los purificaron e identificaron como:
Pichia ohmeri, Exophiala sp., Candida sp., Staphylococcus sp., los cuales tuvieron un
porcentaje de remocion de cianuro del 97% a una concentracion de 150 mg CN-/L.

Garcés, et al (2006) aislaron y evaluaron tres consorcios microbianos autoctonos de minas
de oro del municipio de Amalfi en Antioquia, a una concentracion de 2000 ppm de KCN con
un porcentaje de remocion de 53.15% en condiciones aerobias. Por lo cual los autores
sugieren que los consorcios pueden ser utilizados de manera efectiva en tratamientos para
descontaminacion de cianuro.

Mirizadeh et al. (2014) encontraron que la cepa a la cual denominaron C2 presento la
mayor capacidad para degradar CN con un porcentaje de remocion del 86%. Ademas,
afirman que a medida que se aumenta la concentracién de cianuro, los microorganismos
necesitan mayor tiempo de aclimatacion y generalmente los microorganismos utilizan el CN
como fuente de nitrogeno.

Nwokoro y Uju (2014) aislaron y evaluaron dos especies de bacterias (Pseudomonas
stutzeri y Bacillus subtilis) individualmente y juntas. Encontraron que la mayor eficiencia de
degradar cianuro se presentd cuando las bacterias estaban juntas con un porcentaje de
remocion del 88.5% a los 10 dias de tratamiento.

Kandasamy, Dananjeyan, Krishnamurthy, & Benckiser (2015) aislaron 10 bacterias, de las

cuales Bacillus pumilus y Pseudomonas putida degradaron cianuro con porcentajes de
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remocion de 63% y 61% respectivamente. Encontraron que a medida que aumenta el tamafio
poblacional, disminuian las concentraciones de NaCN y glucosa.

Kumar, Kumar, & Chand (2015) formaron un consorcio con tres bacterias Enterobacter
sp. RL2a, Serratia marcescens RL2b y sp. RL2c para la degradacién efectiva de las aguas
residuales de cianuro. La degradacién de cianuro in vitro fue 6ptima a pH 6,0, temperatura de
30°C a 20 mM de concentracion de cianuro (eliminado en 36 h), con 2% volumen de inéculo
de las células.

Mekuto, Obed Ntwampe, & Jackson (2015) estudiaron un consorcio bacteriano mesofilo
tolerante a los alcalis del género Bacillus, al cual se le evalud la capacidad para degradar altas
concentraciones de cianuro libre (hasta 500 mg CN-/L), complementado Gnicamente con
residuos de suero de leche. Las condiciones dptimas fueron: pH 9.88, temperatura 33.60 ° C y
concentracion de residuos de suero 14.27 g/ L, bajo el cual 206.53 mg CN- / L en 96 h fue
biodegradado con una concentracion de cianuro inicial de 500 mg CN- / L.

Morillo Mendoza y Guevara Gonzales (2015) evaluaron la degradacion de cianuro de
sodio por Pseudomonas sp. aislada de lodos de una planta de tratamiento en Peru, a dos
temperaturas (32°C y 36°C) y tres pH (9.5, 10 y 10.5). Encontraron que la mayor
concentracion de cianuro (655 ppm) degradado fue a 36°C y pH 9.5.

Sankaranarayanan & Gowthami (2015) estudiaron consorcios microbianos con la
capacidad de degradar cianuro en condiciones aerobias. El consorcio fue compuesto de
bacterias de los géneros Bacillus, Klebsiella y Pseudomonas. Méas del 98% de cianuro se
eliminé como amoniaco en 96 horas a un rango de pH de 7.0-8.0 por los consorcios
microbianos elegidos. Sin embargo, las especies individuales mostraron solo un 50-75% de
degradacion de cianuro. El mayor porcentaje de eliminacion de cianuro observado en el

consorcio que en el organismo individual sugirio la existencia de sinergismo en el consorcio.
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Cornejo (2016), quien aislé 89 cepas microbianas, de las cuales las pertenecientes a los
géneros Pseudomonas, Bacillus y Alcaligenes presentaron mayor capacidad de degradar
cianuro, tanto individualmente, asi como en consorcios, reduciendo cianuro en un 97 y 99 %
tras 15 dias de tratamiento en laboratorio.

Mekuto, et al., (2016) determinaron que Exiguobacterium acetylicum tiene la capacidad de
degradar tiocianato (SCN-) y no logré degradar CN; mientras que Bacillus marisflavi es
capaz de degradar CN- pero no SCN. Luego evaluaron a Exiguobacterium acetylicum y
Bacillus marisflavi juntas y encontraron que logran degradar CN- y SNC- con una eficiencia
degradativa de 99.9%, a 34°C y pH: 9,0.

Javaheri Safa, Aminzadeh, Zamani, & Motallbi (2017) aislaron a Bacillus sp. MO1 y
estudiaron la capacidad de degradar cianuro a una concentracion de 562 mg /L con una
eficiencia del 86% en 48h con temperatura optima de 44°C y velocidad de rotacion de 130
rpm.

A pesar de gque se han estudiado ampliamente los diferentes microorganismos con
capacidad para degradar cianuro es necesario establecer las mejores relaciones entre las
variables biologicas y operacionales para asegurar la eficiencia del sistema de
descontaminacion in situ (Restrepo et al., 2006; Cabello, et al., 2018; Guerrero, 2005;
Mekuto, et al., 2016). Entre los anteriores factores, las variables biologicas son la base para
realizar los estudios de las variables operacionales. Al respecto entre las variables bioldgicas
se encuentran, caracteristicas metabolicas del modelo biolégico, la composicién del consorcio
microbiano, edad y concentracion del in6culo y la composicién del medio de cultivo

adaptado a las condiciones de campo.
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6. METODOLOGIA

La presente propuesta de investigacion es de tipo experimental, en donde se aislaron
bacterias de piscinas de cianuracion y relaves de arena, las cuales fueron sometidas a
diferentes tratamientos bajo condiciones controladas a escala de laboratorio, para conformar
un consorcio bacteriano eficiente para degradar cianuro y un medio de cultivo alternativo en
donde crece el consorcio.

6.1. Disefio de muestreo

Para realizar este trabajo se colectaron muestras de las minas Ecominer S.A.Sy
Corporacion de pequefios mineros los Andes, ubicadas en el municipio de Los Andes -
Sotomayor, departamento de Narifio, Colombia; con coordenadas 1°29'36" N 77°31'17" O, a

1588 metros sobre el nivel del mar (Figura 1).

Mapa de toma de
muestras en minas.
Sotomayor, Narifio

Elaborado por:
Elizabeth Ortega
Universidad de
Narifio

1:245.580

Figura 1. Mapa de minas de oro del municipio de Sotomayor donde se colectaron las
muestras. Fuente: En este estudio.

Para el muestreo, se colectd agua en dos piscinas de cianuracion ubicadas en la mina

Corporacion de pequefios mineros los Andes, para tal efecto se dividié la piscina en tres
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parcelas de aproximadamente 3 m de ancho para la piscina uno y 2 m para la piscina 2, como
se observa en las figuras 2 y 3. De cada parcela se colecté una muestra compuesta, para tal
efecto submuestras de 100 ml de diferentes puntos y profundidades fueron colectadas con
jarra nisky hasta completar un litro (Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, 2011;

Ciatiac, 2011). Para un total de 6 muestras entre las dos piscinas.

Figura 2. Piscina uno de cianuracién ubicada en la mina cooperativa de pequefios mineros los
Andes, localizada en el municipio de los Andes Sotomayor, Narifio. La piscina fue dividida
en tres parcelas para la toma de muestras. Fuente: Este estudio.

Figura 3. Piscina dos de cianuracion ubicada en la mina cooperativa de pequefios mineros los
Andes, Narifio. La piscina fue dividida en tres parcelas para la toma de muestras. Fuente: Este
estudio.
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Por otra parte, las muestras de arena fueron colectadas en la mina Ecominer S.A.S del
cementerio de arena. Para tal efecto se dividid la piscina de arena en tres parcelas de
aproximadamente 4 m de ancho para la piscina uno y 2 m para la piscina dos, como se
observa en las figuras 4 y 5. En cada una de ellas se hicieron recorridos en patron de zig-zag,
se colectaron de forma estéril muestras de suelo a 10 cm de profundidad hasta completar 1

kg. En total se colectaron nueve muestras de arena (Vargas & Vargas, 2015).

Posteriormente, todas las muestras se transportaron bajo refrigeracion hasta los

laboratorios de la Universidad de Narifio donde se procesaron para los diferentes analisis.

Figura 4. Depdsito de arena uno ubicada en la mina Ecominer SAS, en Sotomayor, Narifio.
La piscina fue dividida en tres parcelas para la toma de muestras. Fuente: Este estudio.

44



Figura 5. Depdsito de arena dos ubicada en la mina Ecominer SAS, en Sotomayor, Narifio.
La piscina fue dividida en tres parcelas para la toma de muestras. Fuente: Este estudio.

6.1.1. Aislamiento, purificacidn y conservacion de bacterias resistentes a cianuro de
potasio.

Para el aislamiento se usé el medio minimo (M9), con las modificaciones propuestas por
Mekuto y colaboradores (2016), el pH se ajusté a 8,5, se adicioné KCN a 100 ppmy se
utiliz6 agar-agar a concentracion de 12 g/L. EI medio se esterilizd mediante autoclave a
121°C durante 15 minutos. Por otra parte, la solucion de cianuro (10 g de KCN en 1 L de
agua destilada) se esteriliz6 por filtracidon a través de membrana, utilizando filtro millipore
0.45 umy luego se adiciono al medio estéril M9. Para el aislamiento de las muestras de arena
y agua se utilizd el método de dilucidn seriada, para ello se prepararon diluciones seriadas
hasta 10, se hicieron 3 réplicas de cada dilucion y se sembr6 en tres cajas petri con el medio

de cultivo M9.

Las caracteristicas de las colonias bacterianas se describieron con base en el manual

Bergy (color, forma, borde, elevacion), la morfologia microscopica se describioé con base en
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la respuesta a la tincion de Gram. Para conservar las bacterias se prepararon tubos con agar
M9 inclinado y fueron puestos a refrigeracion a 4°C. Las muestras de estos tubos fueron

usadas para los siguientes experimentos.

6.2. Seleccion de bacterias aisladas de arenas residuales y piscinas de cianuracion del
municipio de Sotomayor, para conformar un consorcio bacteriano con actividad

para la degradacién cianuro de potasio.

Para cumplimiento de este objetivo se realizaron tres fases: evaluacion de la capacidad
para utilizar KCN como unica fuente de carbono o nitrégeno, crecimiento apH 9,5y

ausencia de antagonismo en cultivo mixto.

Para la primera fase se prepararon dos medios de cultivo con agar (M9-A y M9-B) como
base en el medio minimo M9 (Millar, 1972), los cuales tienen los mismos nutrientes salvo
que uno tiene KCN como unica fuente de carbono y el otro tiene KCN como Unica fuente de

nitrégeno. Las composiciones de los medios de cultivo se presentan en la tabla 4.

Se reactivaron las bacterias en caldo M9. Después se sembraron por estria y por triplicado
en el medio de cultivo M9-A y M9-B, suplementado con agar y se incubaron durante 72

horas a 30°C.

Tabla 4

Composicion de los medios de cultivo M9-A'y M9-B

Nutriente M9-A M9-B
KCN como KCN como fuente
fuente de nitrégeno  de carbono
NazHPO4 3.0q9 3.0¢9
KH2PO4 15¢g 159
NaCl 0.25 g 0.25¢
MgSO4 120.4 mg 120.4 mg
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CaCl 111.0 mg 111.0 mg

ZnS0O4 287.5 mg 287.5 mg
FeSO4 278.0 mg 278.0 mg
MoOs 200.0 mg 200.0 mg
CeH1206 109 0
NH4NO3 0 1g
KCN 200 ppm 200 ppm
Agua 1000 ml 1000 mi
destilada

En la segunda fase se evalud la capacidad de crecimiento de las bacterias en el caldo de
cultivo M9 a pH, 9,5. Las bacterias que crecen a pH 9.5 se usaron para los posteriores

experimentos.

6.2.1. Evaluacion de la actividad antagdnica

De acuerdo con el epigrafe 6.2 se seleccionaron bacterias que asimilan KCN como fuente
de carbono y como fuente de nitrégeno, se hicieron combinaciones entre bacterias de los dos
grupos. Estas combinaciones se utilizaron para evaluar si existe un efecto antagdnico, segun la
metodologia propuesta por Aquiahuat & Pérez, (2004), en medio s6lido M9 se sembraron las

dos bacterias por medio de estria cruzada. Se realiz6 por triplicado.

Para evaluar el antagonismo en medio liquido se utiliz6 135 ml de caldo M9, con las
bacterias seleccionadas se prepararon indculos de 0.1 unidades de absorbancia y se adiciono
7,5 ml de cada bacteria al medio (Peréz, Gonzales, & Mufioz, 2014). Las muestras se
incubaron a 30°C durante 120 horas, cada 24 horas se tomé 1 mL de muestra para evaluar el
crecimiento y se evaluo6 por espectrofotometria a 600 nm. Las bacterias que no presentaron

antagonismo se seleccionaron para conformar el consorcio.
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6.3. Caracterizacion bioquimica de las bacterias seleccionadas para conformar el
consorcio bacteriano.

Se caracterizaron las bacterias que conformaron el consorcio bacteriano usando pruebas
Api CH 50 y Api 20 E (Bou, Fernandez, Garcia, Saez, & Valdezate, 2011; Coley & Zapata,

2006).

Para la identificacion de los microorganismos con paneles API, se debe tomar una colonia
pura del microorganismo de interés y se suspende homogéneamente en 5mL de agua
destilada estéril. Luego se llena cada pozo, se coloca la tira en una cdmara himeda de

incubacion y se incuba a 30 °C durante 48 h.

6.4. Disefio de medios de cultivo alternativos para el crecimiento de un consorcio de

bacterias degradadoras de cianuro.

Para esta fase como materia prima se utilizo suelo proveniente de la finca Portillo Gdmez,
ubicada en Sotomayor, Narifio; con coordenadas 1°29'36" N 77°31'17" O, a 1588 metros
sobre el nivel del mar. Y se tomaron muestras de agua del municipio de Sotomayor. Estos
sustratos fueron tomados en Sotomayor, Narifio, porque se planted realizar un medio de
cultivo con condiciones de campo y con materiales de facil acceso para los mineros de la
region. De acuerdo con la composicion del analisis fisicoquimico del suelo, se realizaron los
calculos para alcanzar las concentraciones de nutrientes del medio M9, y se suplementd con

las sales necesarias. El medio se esteriliz6 mediante autoclave a 121°C durante 15 minutos.

6.5.Determinacién de la eficiencia del consorcio bacteriano para degradar cianuro en

los nuevos medios de cultivo disefados.

El consorcio bacteriano se conformé con los aislados DA2-4 y DAL-1, Para tal efecto se
prepar6 un indculo a 0.1 (DOeoo), entre las 2 bacterias y 30 mL de indculo fueron agregados

en 270 mililitros de medio de cultivo CE1y CE2, por triplicado. Como control se inocul6
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medio de cultivo M9 con un in6culo preparado bajo las mismas condiciones de los medios
CE1y CE2. Todos los tratamientos se realizaron por triplicado, se colectaron muestras de 10
ml cada 48 horas durante 240 horas para evaluar el crecimiento a 600 nm en

espectofotometria.

Los parametros cinéticos de crecimiento y biodegradacion se evaluaron mediante el
calculo de la velocidad especifica de crecimiento p (h™), Ecuacion 1; el tiempo de
duplicacién celular Td (h), Ecuacién 2; y el porcentaje de eficiencia de remocion RE,

Ecuacion 3: (Tuya, 2014)

InXy — InX, y
U=——— [Ecuacion 1]

Ty =— [Ecuacion 2]

So — 5 iy
RE = S * 100  [Ecuacion 3]
0

Donde Xo y Xf es el numero de células inicial y final de la fase exponencial de
crecimiento, tomadas en los tiempos to y tf. So y Sf es la concentracion de cianuro (mg/L)

inicial y final del ensayo.

Por otra parte, la concentracion de cianuro se evalué por el método de anélisis volumétrico
(Tuya, 2014). Esta técnica consiste en la reaccion de ion cianuro con nitrato de plata
(AgNO3) en pH alcalino mayor o igual a 11 para formar Ag(CN). como se muestra en la

reaccion:

Ag* +2CN™ = Ag(CN)2

6.6. Analisis estadistico.

A todos los datos se les realizd prueba de homogeneidad de varianza con el test- F de

Fisher y ademas se analizé la normalidad con el test de normalidad Shapiro-wilk, con un
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a=0.05 en el programa PAST3 version 3.15. Para determinar el antagonismo microbiano se
realiz6 una prueba de varianza, con un a=0.05 en el programa PAST3 version 3.15. Mientras
que para evaluar la eficiencia de los consorcios en el medio de cultivo disefiado se realiz6 una
prueba Anova de 1 via, se evalud la normalidad, con un a=0.05 en el programa PAST3

version 3.15.
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7. RESULTADOS

7.1. Aislamiento, purificacion y conservacion de bacterias resistentes a cianuro de
potasio.

Con la metodologia aplicada para el aislamiento de bacterias degradadoras de cianuro se
obtuvo que el 62%, correspondiente a 8 aislados bacterianos diferentes provienen de muestras
de agua de la planta Cooperativa de Pequefios Mineros, los Andes, Narifio y el 38%
corresponde a 5 aislados bacterianos de muestras de arena de la planta de tratamiento
Ecominer S.A.S. En la planta de tratamiento Cooperativa de Pequefios Mineros, los Andes,
Narifio el 75 % de los aislados corresponden a bacilos Gram positivos, de estos, dos aislados
bacterianos fueron bacilos Gram negativos y se obtuvo un coco Gram negativo. En cambio,
en la planta de tratamiento Ecominer S.A.S se aislaron 4 bacilos Gram negativos y se obtuvo
un bacilo Gram positivo. En el Anexo 2 se presentan la relacion de los diferentes morfotipos
obtenidos de las plantas de cianuracion, y en los anexos 1y 2 se muestra las figuras de la

tincion de Gram y las morfologias de las colonias.

7.1.1 Seleccion de bacterias aisladas de arenas residuales y piscinas de cianuracion del
municipio de Sotomayor.

De acuerdo con los datos obtenidos, en el medio M9-A el cual contenia KCN como unica
fuente de nitrégeno crecieron 6 aislados, y en el segundo medio (M9-B) con KCN como

Unica fuente de carbono crecieron 3 aislados; y en los dos medios 4 aislados (tabla 5).

Tabla 5
Crecimiento de aislados bacterianos en los medios de cultivo M9-A, M9-B y a pH
9,5.
Aislado bacteriano M9-A M9-B Crecimiento
apH95
DAGB-2 + - -
DA1-1 + - +
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DA4-1 + ] -

DA5-3 + - -
DA5-6 + - -
DS2-1 + - -
CS9-3 - + -
DA2-4 ; + +
DA1-8 ] + +
DS7-3 + + -
CS7-1 + + -
DA5-7 + + -
CS7-2 + + -

En esta tabla se muestra el crecimiento de los aislados bacterianos en los medios M9-A y
M9-B. El primero tiene KCN como Unica fuente de nitrégeno y el segundo tiene KCN como

Unica fuente de carbono. Se cultivaron a 30°C durante 72 horas.

De las bacterias que solo utilizan KCN como Unica fuente de nitrogeno solo DA1-1 crecid
en caldo M9 a pH 9,5 (tabla 5) y de las bacterias, que utilizan cianuro como Unica fuente de
carbono DA2-4 y DA1-8 crecieron a pH 9,5 lo cual se evidencid por la turbidez del caldo de

cultivo. Estos microorganismos fueron usados en los posteriores experimentos.

7.1.2 Evaluacion de la actividad antago6nica
Para la formacidn de consorcios bacterianos para degradar cianuro se evaluaron las

relaciones antagonicas entre las bacterias seleccionadas para lo cual se formaron dos grupos,

el primero formado por DA1-1y DA2-4 y el segundo por DA1-1y DAL1-8. El efecto
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antagonico se determind por el método de estria cruzada en agar, en la figura 6b) se observa

una posible inhibicion de crecimiento de la bacteria DA1-1 sobre la bacteria DA1-8.

Figura 6. Fotografias de cajas Petri con bacterias sembradas por estria cruzada sobre cultivo
M9 incubado a 30°C por 72 horas. En la fotografia A se observa una caja de cultivo con los
aislados bacterianos DA1-1y DA2-4 y en figura B un cultivo con los aislados DA1-1 y DA1-
8, en donde se evidencia una posible inhibicién.

Con el fin de corroborar la inhibicion del crecimiento las bacterias se sembraron en caldo
M9 sin cianuro, bien sea en cultivo puro y cultivo mixto. Los resultados se aprecian en la
Figura 7, en donde se observa el crecimiento de DA1-1, DA2-4 y el grupo conformado por
estas dos bacterias, mientras que en la Figura 8 se aprecia el crecimiento de las bacterias
DA1-1, DA1-8 y en cultivo mixto, en esta Ultima figura se observa en un descenso de la
turbidez del medio de cultivo
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A 600 NM

0,1
24 48 72 96 120
-0,1
-0,2
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——DA1-1y DA2-4 —#—DA1-1 -—&—DA2-4
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Figura 7. Crecimiento de DA1-1, DA2-4 y el grupo conformado por estas dos bacterias,
cultivado en caldo M9 por 120 h a 30°C. Anova de una via, estableciendo que no existen
diferencias estadisticas significativas (p= 5,37).
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Figura 8. Crecimiento de DA1-1, DA1-8 y el grupo conformado por estas dos bacterias,
cultivado en caldo M9 por 120 h a 30°C. Test de Tukey p = 0,00016, por lo tanto, en esta
combinacion se presenta una inhibicion bacteriana.

A partir de las 24 horas en la curva conformada por el cultivo mixto, se realizo un analisis
de Anova de una via, estableciendo que existen diferencias estadisticas significativas (p=
2,75E-10) en los valores de absorbancia obtenidos para DA1-1, DA1-8 y el cultivo mixto.
Segun el test de Tukey se establecio que la diferencia estadistica en los valores de
absorbancia es producida por el cultivo mixto (p = 0,00016). Por lo tanto, en esta

combinacion se presenta una inhibicion bacteriana.

En consecuencia, se seleccionaron las bacterias DA2-4 y DA1-1 para la conformacion del

consorcio bacteriano porque primero no se evidencia antagonismo y pueden crecer a pH 9.5.

7.2 Caracterizacion bioquimica de las bacterias seleccionadas para conformar el

consorcio bacteriano.

Los perfiles bioquimicos de los aislados DA1-1 y DA2-4 se obtuvieron a través del panel
API 20 E y API 50 CH, respectivamente. Los resultados fueron comparados en la base de

datos para perfiles bioquimicos Biomerieux-APIWEB.
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Con base en la bateria bioquimica API 50 CH, se encontrd que DA2-4 corresponde a
Bacillus megaterium con un porcentaje de similitud del 93%; mientras que con base en API
20 E, se encontrd que DA1-1 es Pseudomonas aeruginosa con un porcentaje de similitud del

96,8%.

7.3 Disefio de medios de cultivo alternativos para el crecimiento de un consorcio de

bacterias degradadoras de cianuro.

Para el disefio del medio de cultivo se utilizé suelo y agua de Sotomayor-Narifio. Se
realizé un analisis fisicoquimico del suelo, los resultados en el Anexo 4. Con base en el
analisis se realizo un extracto de suelo con los sustratos anteriormente mencionados y se
suplementaron con nutrientes hasta alcanzar las concentraciones del medio M9. Por otro lado,
para determinar las concentraciones de cianuro se basé en la propuesta por Mirizadeh, et al.,
(2014) en donde se utiliza una concentracion de cianuro 200 ppm disefiado para uso en
laboratorio. Por otra parte, los andlisis fisicoquimicos de las aguas cianuradas de la planta de
beneficio se indican concentraciones de cianuro a 300 ppm. Por lo cual se disefiaron dos
medios de cultivo alternativo (CE1y CE2) con igual concentracion de nutrientes, pero
difieren en la concentracion de KCN (300 y 200 ppm respectivamente). En la tabla 6 se

observan las concentraciones de los diferentes componentes de los medios de cultivo.

Tabla 6

Formula de los medios de cultivo CE1y CE2.

SUSTRATO CE1l CE2
Extracto de suelo 1000 mL 1000 mL
FeSO4 0.28 g 0.28 g
NaCl 0.26 g 0.26 g
Na2HPO4 3.1g 3.1g
ZnSO4 0.29 g 0.29 g
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MoO3 0219 0219

Sacarosa 12 g 12 ¢
NHsNO3 1.05¢ 1.05¢
[KCN] ppm 300 200

7.4 Determinacion de la eficiencia de consorcios bacterianos para degradar cianuro en
los nuevos medios de cultivo alternativo.

En la Figura 9 se observa el crecimiento del consorcio bacteriano conformado por las
bacterias DA1-1 y DA2-4, en los medios M9, CE1 y CE2. Con los datos obtenidos a las 240
horas de experimento, se realizo un analisis de Anova para determinar las variaciones en las
medias de crecimiento del consorcio en los medios cultivo M9, CE1 y CE2, determind que
existen diferencias estadisticamente significativas (p=0.00). Por lo cual se realizé la prueba
Tukey y se detectd que el medio de cultivo que presenta variacion es M9 con respecto a los
medios CE1 y CE2 (p= 0.00 y 0.00 respectivamente), con promedio de crecimiento superior

al obtenido en los medios CE1 y CE2.

En la Figura 10 se representa la concentracion de cianuro a diferentes tiempos en los
medios CE1, CE2 y M9. En el analisis de Anova se establecio que existen diferencias
estadisticas significativas (p=7,47E-11) entre las concentraciones de cianuro residual
obtenido a las 240 horas. Con la prueba Tukey el medio de cultivo que presenta diferencias
estadisticamente significativas fue el M9 (p= 0,00y 5,11E-11, respecto a los medios CE1 y

CE2 respectivamente). También se presentd diferencias entre CE1 y CE2 con un p=0,00.
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Figura 10. Degradacion de KCN por el consorcio microbiano compuesto por las bacterias

DA1-1y DA2-4, evaluado en los medios CE1, CE2 y MO9.

Los parametros de crecimiento y degradacion del consorcio bacteriano en tres medios de

cultivo se observan en la Tabla 7.

Tabla 7

Parametros cinéticos de crecimiento y biodegradacion del consorcio bacteriano (DA1-1y
DA2-4) en los medios M9, CE1 CE2.

Parametros Medios
CE1 CE2 M9
X o X o X >
U 0,12 0,01 0,04 0 0,21 0,02
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Td 5,81 0,4 17,315 0,3 3,334
RE 30,99 6 19,05 4 95

0,3

Donde, p= velocidad especifica (h-1), Td=el tiempo de duplicacion celular (h); y RE=

porcentaje de eficiencia de remocion (Tuya-Salas, 2014).
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8. DISCUSION

Entre las dos plantas de tratamiento de oro del municipio de Sotomayor fueron aisladas 13
colonias, este nimero de aislados es igual a los datos publicados por Benavides (2004) quien
encontrd 16 bacterias resistentes a cianuro; aunque se considera mayor que lo encontrado por
Kandasamy et al (2015), quienes aislaron 10 bacterias en procesos industriales en la India. Al
respecto en los ambientes contaminados con sustancias tdxicas prevalecen bacterias que
presentan mecanismo de defensa, como la activacion de enzimas alternativas que les
permiten continuar con los procesos metabolicos (Dwuivedi, Balomajumder, & Mondal,
2016; Mekuto et al, 2016). No obstante, es de sefialar que estos morfotipos son los mas
abundantes en las muestras colectadas en las piscinas de cianuracion, con el 62% de los
aislados bacterianos, esto concuerda con la investigacion de Razanamahandry, Andrianisa,
Karoui, Kouakou, & Yacouba (2016), en donde se reporta una mayor diversidad de

microorganismos resistentes a cianuro en las zonas liquidas con mayor concentracion de este.

Probablemente si se aplica una metodologia para cuantificar bacterias totales presentes en
el agua y arena se podria identificar una gran diversidad de especies gracias al elevado aporte
que realizan las bacterias no cultivables (Cornejo, 2016), sin embargo, es de sefialar que el
interés de este trabajo se enfoca en el desarrollo de un consorcio bacteriano para aplicarlo en
un futuro como parte de una estrategia de descontaminacion de aguas y arenas cianuradas,
por tal razdn es necesario que las bacterias a seleccionar sean poco exigentes en sus
requerimientos nutricionales y condiciones fisicas del cultivo y que puedan crecer en medios
econdmicos de facil acceso para el personal que labora en las plantas de cianuracion de las

minas de oro.

El medio de cultivo M9 fue modificado con el propdsito de que el KCN participe como un

nutriente bien sea como Unica fuente de carbono en el medio M9-B o como fuente exclusiva
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de nitr6geno en medio M9-A. Por lo cual solo las bacterias con mecanismo de asimilacion
para cianuro de potasio pueden crecer en estos medios de cultivo, en tal sentido, las bacterias
CS9-3, DA2-4 y DA1-8 asimilan esta sustancia como fuente de carbono y las DA6-2, DA1-1,
DA4-1, DA5-3, DA5-6 y DS2-1 lo utilizan como fuente de nitrégeno, en cambio las bacterias
que crecieron en los dos medios DS7-3, CS7-1, DA5-7 y CS7-2 presentan dos vias de
asimilacion.

Al respecto la modificacion del medio de cultivo M9 se constituye en un aporte al
conocimiento cientifico-tecnoldgico porque se constituye en una estrategia novedosa para el
aislamiento de bacterias que utilizan el KCN bien sea como fuente de carbono o de nitrogeno.
Otros medios de cultivo se han empleado para el aislamiento de bacterias que degradan
cianuro (Benavides, 2004; Luque et al, 2005; Coley & Zapata, 2006; Kandasamy et al, 2015),
pero solo logran discriminar la via de asimilacion de esta sustancia tomada como fuente de

nitrégeno.

Con respecto al medio M9-A se reporta que los microorganismos toman cianuro como
fuente de nitrégeno porque en esta molécula el estado de oxidacion del nitrogeno es -3, asi
como en NH*" por lo que es una buena fuente de N para el crecimiento bacteriano (Dursun &
Aksu, 2000). Debido a que Pseudomonas pseudoalcaligens CECT5344 utiliza el cianuro
como fuente de nitrogeno, es posible que las bacterias DA6-2, DA1-1, DA4-1, DA5-3, DA5-
6 y DS2-1 que crecieron en el medio M9-A presenten un mecanismo similar de
destoxificacion. Se ha estudiado en Pseudomonas pseudoalcaligens CECT5344 que al
ingresar el CN a la célula se afecta la respiracion aerobia generando estrés oxidativo, para
disminuir la toxicidad y continuar con la espiracion se activan los mecanismos de defensa
frente a las especies reactivas de oxigeno (ROS), se induce oxidacion alternativa (AOX) y
malato:quinona oxidorreductasa (MQO). El oxalacetato producido por MQO se une al

cianuro y se forma cianhidrina de oxalacetato, la cual es asimilada por la enzima nitrilasa
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NitC generandose amonio, este Gltimo es asimilado por la bacteria a través de la ruta de la
glutamina sintetasa y la glutamato sintasa (GS/GOGAT), como se observa en la figura 11

(Estepa, 2016; Cabello, et al., 2018).

MEDIO CN' - Oxalacetato ..

CN

Oxalacetato

I

Cio
a8 mMQo ,
e v 1 CN ’
CN” __, CN - Oxalacetato
Malsto Oxalacetato —
NITRILASA NitC | I
CITOPLASM

NH,'

A ;1; a

Figura 11. <’ Ruta de asimilacién de cianuro en P. pseudoalcaligenes CECT5344. 1. En
presencia de cianuro, una malato:quinona oxidorreductasa (MQO) asociada a la oxidasa
terminal alternativa cataliza la formacion de oxalacetato. 2. El oxalacetato reacciona
quimicamente con el cianuro dando lugar a la cianhidrina del oxalacetato. 3. A través de la
nitrilasa NitC el nitrilo formado da lugar a amonio. 4. El amonio es asimilado por la ruta
GS/GOGAT”’ (Estepa, 2016).

Por otro lado, para determinar la via metabdlica que activan las bacterias DA2-4, CS9-3,y
DA1-8 que crecieron en el medio de cultivo M9-B es necesario realizar estudios adicionales.
El crecimiento de estas bacterias en el medio M9-B contradice lo planteado por varios
investigadores quienes afirman que los microorganismos no son capaces de tolerar CN como
Unica fuente de carbono ya que este elemento tiene un nivel de oxidacion +2 por lo que se
convierte en CO, siendo asi una mala fuente de C. (Dursun y Aksu , 2000; Luque, et al.,
2005; Kandasamy, et al., 2015). Es de sefialar que bacterias como el asilado DA2-4

previamente identificado como Bacillus megaterium, degradan cianuro como fuente de
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nitrogeno en donde la serina reacciona con el cianuro para formar 3-cianoalanina el cual es
hidrolizado a asparagina y luego a acido aspartico (Castric & Strobel, 1969). Sin embargo, el
crecimiento de Bacillus megaterium DA2-4 sugiere que existe otra via de degradacion, para
lo cual es necesario pruebas de biologia molecular y de estudios de degradacion de cianuro
para confirmar la especie del aislado DA2-4 y la ruta metabdlica de transformacion del

cianuro como fuente de carbono.

Por otra parte, para el desarrollo del consorcio se utilizaron las bacterias que tienen vias de
asimilacion diferentes con el objeto de ampliar las opciones de asimilacion del cianuro. No
obstante, las bacterias que tienen las dos vias de asimilacion pueden tedricamente ser mas
eficientes para remover cianuro, sin embargo es de sefialar que en el presente estudio solo las
bacterias DA1-1, DA2-4 y DA1-8 crecieron a pH 9,5. Esta caracteristica es muy importante
al momento de desarrollar un consorcio bacteriano, porque es bien conocido que el Cianuro
en medio liquido se volatiliza a un pH menor a 8,0 (Tuya-Salas, 2014; Razanamahandry, et
al., 2017), por lo cual solo las bacterias que soportan altos niveles de pH pueden utilizarse

como inoculos para remover cianuro bajo condiciones de campo en plantas de cianuracion.

Si bien los aislados bacterianos DA1-1, DA2-4 y DA1-8 tienen elevadas posibilidades
para degradar cianuro debido a su crecimiento en medios de cultivo con pH de 9,5, cabe
indicar que para la conformacion de un consorcio se deben evaluar las interacciones
ecoldgicas que se presentan entre ellas porque pueden inhibir o incrementar su capacidad
para degradar cianuro (Faust & Raes, 2012; Lindemann, et al., 2016). Al respecto en cultivo
mixto conformado por DA1-1 y DA1-8 fue evidente una relacion antagonica cuando se
cultivaron en medio liquido (Figura 8). Cabe mencionar que muchos microorganismos tienen
la capacidad de ejercer un efecto de control biolégico sobre diferentes poblaciones de otros
microorganismos, estas relaciones antagonicas son estudiadas ampliamente en el sector

agricola (Hernandez, Bautista, & Velazquez, 2007; Valenzuela, 2014; Hernandez, et al.,
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2018), sin embargo en los estudios sobre degradacién de cianuro si bien se evallan las
relaciones antagdnicas no se mencionan las especies que presentan este tipo de interacciones

(Mirizadeh, et al, 2014).

Entre los mecanismos de antagonismo en microorganismos se encuentran las relaciones de
competencia, la produccion de antibidticos, enzimas y de otras sustancias como siderdforos,
que permiten a estos microorganismos ejercer su capacidad biocontroladora (Bais, Weir,
Gilroy, & Vivanco, 2006). Al respecto, el mecanismo de antagonismo presentado entre DA1-
1y DA1-8 no es claro, por lo cual se requiere realizar estudios adicionales enfocados en este
tema. No obstante, el antagonismo entre bacilos Gram — como DA1-1 y bacilos Gram + como
DAL1-8 se constituye en un aporte al conocimiento de las relaciones ecoldgicas que presentan
las bacterias de las piscinas de cianuracion del municipio de los Andes Sotomayor, este
aspecto es importante considerarlo si se pretende aplicar estrategias de remocién de cianuro

con bhacterias en la zona de estudio.

Ademas, es claro que para la remocion de cianuro in situ se deben emplear in6culos de
cultivos mixtos de bacterias que no presenten antagonismo entre si como el caso de DA2-4 'y
DA1-1 (Bacillus megaterium y Pseudomonas aeruginosa, respectivamente). También, se
deberian adicionar a altas concentraciones a fin de mitigar el efecto antagdnico con bacterias

presentes en las piscinas de cianuracion.

Si bien especies como Bacillus megaterium de DA2-4 y Pseudomonas aeruginosa de
DA1-1 ya han sido informados como degradadoras de cianuro (Elangovan, Venkatesh, &
Nagarajan, 2005; Mekuto, Obed, Kena, Tolbert, & Solomon, 2016), no existe abundante
informacion sobre su empleo en consorcios. En esta investigacion se encontrd que la
combinacidn de estas dos bacterias bajo condiciones de laboratorio, se pueden alcanzar

porcentajes de remocion de cianuro bastante altos (95% de remocion de KCN en medio M9).

63



Sin embargo, bajo condiciones de campo en donde no hay control de las variables climéticas
y fisicoquimicas los porcentajes de remocion de sustancias contaminantes son inferiores
(Razanamahandy, et al., 2017; Cabello, et al., 2018). Por tal razon se disefiaron los medios de
cultivo CE1 y CE2 con materiales de la region de los Andes Sotomayor a fin de simular en

parte el efecto del suelo y agua disponibles en esta zona.

Es evidente que los mayores niveles de crecimiento y degradacion de cianuro (Figuras 9 y
10, respectivamente) se obtuvieron con el medio de cultivo M9 utilizado como control. Cabe
anotar que este medio se utiliza para evaluaciones bajo condiciones de laboratorio porque es
quimicamente definido y del cual no se ha informado que presente efecto de inhibicidn sobre

el crecimiento de bacterias o degradacion de cianuro.

Los medios de cultivo CE1 y CE2 presentaron menores porcentajes de remocion en
comparacion con el medio control probablemente por la presencia de sustancias inhibidoras
que pueden afectar la expresion de genes, la actividad enzimatica o el transporte de
nutrientes. En esta investigacion la actividad enzimatica pudo verse afectada porque el suelo
con el que se prepararon los medios alternativos contenian Fe (21.2 mg/Kg — Anexo 4).
Cuando hay elevadas cantidades de este compuesto, las bacterias disminuyen su eficiencia
para degradar cianuro. Ademas, es posible la formacién de complejos cianuro-metal, los
cuales complican y evitan el crecimiento bacteriano (Morillo Mendoza & Guevara Gonzales,
2015; Lugue et al, 2016). Sin embargo, es necesario realizar estudios de optimizacion para
verificar si es posible incrementar el porcentaje de remocion de cianuro con los medios de

cultivo CE1y CE2.

De cualquier forma, los porcentajes de remocion de los medios CE1 y CE2 de 30% y 19%
respectivamente son valores de referencia para futuros estudios a escala de laboratorio y

campo, desde esta perspectiva, los medios de cultivo CE1 y CE2 se consideran como una
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novedad cientifica que aporta al estudio de remocion de cianuro con microorganismos; estos

medios podrian utilizarse como base para estudios de simulacidn de cianuro.

En el medio de cultivo CE1 el consorcio bacteriano presenta mayor velocidad de
crecimiento y tasa de duplicacion con respecto al medio CE2. Este resultado concuerda con
lo encontrado por Kandasamy et al, (2015) en donde B. pumilus, presenté mayor crecimiento
que se evidencia con el aumento de la densidad 6ptica (0,42 a 660 nm) a 5mM de NaCN,

mientras que en 1mM de NaCN tiene menor crecimiento (0,2 a 600nm) a 120 horas.

Por otro lado, la mayor tasa de remocion de KCN se obtiene con el medio de cultivo CE1
(Tabla 7). Este resultado es coherente con otras investigaciones en donde se demuestra que, a
mayor concentracion inicial de cianuro, habra mayor degradacion, como lo reportado por
Kaewkannetraa, et al., (2009) quienes evaluaron la degradacion de KCN utilizando Azobacter
vineladii como modelo bioldgico, evalué 3 concentraciones (50, 100 y 150 ppm CN-), y los

porcentajes de remocion fueron: 56%, 58% y 65,3% respectivamente.
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9. CONCLUSIONES

Con la metodologia aplicada se lograron aislar 13 bacterias resistentes a cianuro, el 62%
de los aislados bacterianos se present6 en las piscinas de cianuracion de la mina
Cooperativa de Pequefios mineros Los Andes, Narifio, y el 38% en las arenas residuales
de la mina Ecominer S.A.S.

Se logro diferenciar las vias de asimilacion de KCN de los 13 aislados bacterianos
obtenidos en este estudio a partir de las modificaciones planteadas al medio de cultivo
M9, en donde se utilizé el cianuro como unica fuente de carbono o Unica fuente de
nitrégeno. Los aislados bacterianos DA1-1, DA6-2, DA4-1, DA5-3, DA5-6 y DS2-
asimilan KCN como unica fuente de nitrogeno, los aislados DA2-4, CS9-3, y DA1-8
utilizan el KCN como unica fuente de carbono y 4 aislados DS7-3, CS7-1, DA5-7, CS7-2
utilizan las dos vias.

El consorcio bacteriano se conformé con dos bacterias que no presentan antagonismo
microbiano DA1-1y DA2-4. A su vez el aislado bacteriano DA1-1asimila KCN como
fuente de nitrogeno y DA2-4 asimila KCN como fuente de carbono.

Los medios de cultivo CE1 y CE2 disefiados con suelo y agua de la region de los Andes
Sotomayor se consideran como una novedad cientifica que aporta al estudio de remocidn
de cianuro con microorganismos; estos medios podrian utilizarse como base para estudios
de simulacién de remocidn de cianuro.

En el presente estudio se reporta por primera vez el uso del consorcio bacteriano
conformado por las bacterias silvestres Bacillus megaterium (DA1-1) y Pseudomonas
aeruginosa DA2-4, las cuales cultivas en medios de cultivo alternativos CE1 y CE2

presentan una remocién de cianuro del 30% y 19% respectivamente.
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10. RECOMENDACIONES

A partir de este estudio surgen diversas investigaciones que pueden contribuir a la

construccion de una linea de investigacion de remocién de cianuro con bacterias silvestres.

Es necesario la identificacion molecular de los microorganismos aislados que permita
ampliar la caracterizacion de las bacterias empleadas.

Se recomienda realizar estudios sobre la via de asimilacion de KCN como fuente de
carbono o nitrégeno con el fin de comprender los procesos metab6licos e incrementar
la remocion de cianuro con estrategias de ingenieria metabolica.

Realizar estudios que permitan optimizar los medios de cultivo CE1 y CE2 a fin de
encontrar las concentraciones de nutrientes y condiciones operacionales que incidan en

el incremento de la remocion de cianuro.

Realizar estudios de remocion bajo condiciones de campo a fin de desarrollar un
paquete tecnoldgico bajo las condiciones de las instalaciones de las plantas de
beneficio del municipio de los Andes Sotomayor. En este sentido, es necesario usar
microorganismos que no tengan antagonismo entre si y también realizar indculos altos

para evitar inhibiciones.
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12. ANEXOS

Anexo 1

Fotografias en agar M9 de los microorganismos aislados de las dos minas.

DA2-4 CS7-1
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DAG-2

DA4-1

DA5-3

DA1-8

CS7-2

73



CS9-3

Anexo 2

Fotografias de la tincién de Gram de los microorganismos aislados.
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DA2-4 CS7-1

DAS5-3 DS2-1
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DA1-8

CS9-3

CS7-2

76



Anexo 3

Aislados bacterianos obtenidos de diferentes puntos de muestreo en las plantas de beneficio de oro en los Andes Sotomayor. Se emple6 como
medio de cultivo M9 suplementado con cianuro a 100 ppm. La planta 1 es: Cooperativa de pequefios mineros Los Andes, Narifio y la planta 2 es
Ecominer S.A.S.

Planta

T N ) N = T N e S S C IS CR N

Sitio de
muestreo

Agua
Arena
Agua
Arena
Agua
Agua
Agua
Agua
Agua
Arena
Agua
Arena

Arena

Cadigo del
aislado

DA5-6
DS7-3
DA2-4
CS7-1
DAG-2
DAl-1
DA4-1
DAS5-7
DA5-3
DS2-1
DA1-8
CS7-2
CS9-3

Morfologia macroscopica

Morfologia

microscopica

Color Forma Borde Elevacion
Amarilla Puntiforme Entero Plana
Beige Irregular Entero Plana
Rosado Puntiforme Entero Elevada
Beige claro Irregular Lobulado Plana
Beige Irregular Entero Umbonada
Café Circular Entero Papilada
Rosado oscuro Irregular Ondulado Plana
Blanco Puntiforme Entero Plana
Café Circular Entero Convexa
Café claro Fusiforme Ondulado Plano
Blanca Circular Entero Convexa
Cafe claro Fusiforme Entero Papilada
Beige Irregular Ondulado Plana

Bacilos Gram -
Bacilos Gram +
Bacilos Gram +
Bacilos Gram -
Bacilos Gram +
Bacilos Gram -
Cocos Gram +
Bacilos Gram -
Bacilos Gram +
Bacilos Gram -
Bacilos Gram +
Bacilos Gram -

Bacilos Gram -
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Anexo 4

Anélisis fisicoquimico del suelo, realizado en la Universidad de Narifio.

Codigo:LBE-PRS-FR-115
SECCION DE LABORATORIOS Pagina: 1de 1
REPORTE ANALISIS DE SUELOS AGRICOLAS Version: 2
Vigente a partir de:
2014-01-15
DATOS USUARIO DATOS MUESTRA REPORTE No. LSIA-R-84-18
USUARIO DEL o n ;
Bl Rosario Elizabeth Ortega |Tipo de Muestra Suelo Agricola Fecha Toma Muestra AA 18 MM 10 DD 20
Fecha Fecha Fecha
AA18 MM 11 DD 16 AL AA
CC - Nit: 1085329204 Recepcién AA 18 MM 11 DD 07 ejecucién 18 MM 11 DD23 Emisién del AA 18 MM 11 DD 26
Muestra del andlisis |Reporte
N P Manzana J Casa 22 Barrio =
Direccién: E Procedencia
Ezequiel Moreno
Teléfono: 3103825761 Departamento: Narifio T ]Cuu
e-mail: Vereda: Finca IArea dellote: 3/4h.a.
Propietario: Familia Portillo Gémez |cultivo actual: Platano Cultivo Proyectado Platano
An?h‘sw Completo Ferfmzames Topograffa: Altitud Profundidad : 20
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ENSAYOS METODO TECNICA UNIDAD DE
MEDIDA
pH, Potenciémetro . i H
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B e Walkley-Black (Colorimétrico)- s . ;
Materia Organica NTC 5403 Espectrofotometrica uv-vis % 5,30
Fosforo disponible Bray Il y Kurtz NTC 5350 Espectrofotometrica uv-vis mg/Kg 2,53
Capacidad Intercambio CH3COONH, 1NpH7 Velimatne o
e ri
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Calcio de Cambio H3COONH, 1NpH7 Espectrofotmetria de Absorcid I*/Kq 21
- - spectrofotmetria de Absor
: Magnesio de Cambio 5 Rl hee San ] emed/ke 0,76
- - NTC 5349 Atémica -
Potasio de Cambio 1,01
Aluminio de Cambio Extraccion KCI INNTC 5263  |Volumétrica ND
Hierro disponible 21,2
Manganeso disponible ect tri; i6
g ! ! {o] DTPA - NTC5526 Es;? : rofotmetria de Absorcién 0,18
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F=Franco - Ar=Arcilloso
Al Tacto Grado T | -Ar-
A=Arenoso - L=Limoso e ey
Densidad Aparente Probeta graduada Gravimétrica g/ec 0,79
UABORATORIO! Los 1 son validos unit para la muestra i Una vez este informe de resultados el Laboratorio deja de tener control
OBSERVACIONES: RA sobre su reproduccién total o parcial. ND = No se detecté. LCM=Limite de Cuantificacién del Método. NA = No Aplica
USUARIO
TABLA DE INTERPRETACION DE RESULTADOS (ICA, Fertilizacién en diversos Cultivos, Quinta Aproximacién)
UNIDADES: cmol'/Kg a UNIDADES: mg/Kg pH
Bases Fésforo y El
intercambiables BAIO MEDIO ALTO Menores BAIO MEDIO ALTO Valor Categoria
Ca <de3 3-6 >deb P <de20 20-40 >de 40 <de5,5 |Extremadamente 4cido
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K <de0,2 0,2-0,4 >de 0,40 Mn <de5 5-10 >de 10 6,0-6,5 |Adecuado
Materia Orgénica Segtin el Clima (%) Cu <de2 2-3 >de3 6,6-7,3 |Neutro
FRIO <de5 5-10 >de 10 Zn <de 15 15-3 >de3 7,4-8,0 |Alcalino
MEDIO <de3 3-5 >deS B <de0,2 0,2-0,4 >de 0,4 >de8 Muy alcalino
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Conductividad electrica (Grado de Salini dS/m - Decisi /metro
No Salino | Ligera salinidad | Moderado | Fuerte [ Muy Fuerte
07 B o, I 7-% 1 15 T Mayorde 15
eer 0f C7 Z e
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