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RESUMEN

Objetivo: Aislar e identificar consorcios de bacterias acidofilas y ferroso-oxidante procedentes de suelo y
charcos de agua en los alrededores de la Compafia Minera Huancapeti-Ancashy el crecimiento en calcopirita.
Materiales y métodos: Se tomd 17 muestras de suelo y 13 de charcos, para el aislamiento de los consorcios se
utilizé el medio quimiolitétrofos ABS1X suplementado con 50mm de sulfato ferroso heptahidratado (FeSO,.
7H,0) e identificando con el microscopio compuesto las morfologias de los consorcios en una camara de
Neubauery el crecimiento de consorciose evalué en100ml de medio ABS1X con 10 gramos calcopirita (CuFeS,)
al 15% de pureza las condiciones fueron en estatico a 31°C y pH 2. Resultados: Se aislaron 15 consorcios
acidofilos y ferroso-oxidantes de morfologia en bacilos y cocos de diferentes dimensiones, hubo crecimiento en
calcopirita hasta 1x10° bacterias por mililitro. Conclusién: Los consorcios aislados crecieron a pH2 y a 31°Ccon
el medio ABS1X tanto con sulfato ferroso heptahidratado y calcopirita.
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ABSTRACT

Objective: To isolate and identifyconsortia of acidophilic and ferrous-oxidant bacteria from soil and pools of
wateraround the Huancapeti-Ancash Mining Company and the growth in chalcopyrite.Materials and
methods:Seed and soil samplesweretaken from 17 pools. For the isolation of the consortium, the
chemilithotrophosphate ABS1X mediumsupplementedwith 50mM of ferrous sulfate heptahydrate
(FeS04.7H20) wasused and the morphologies of the consortia In a Neubauer chamber and the growth of
consortium wase valuated in 100ml of ABS1X mediumwith 10 gramschalcopyrite (CuFeS2) at 15% purity
conditions were in static at 31 ° C and pH 2.Results:15 consortiawere isolated acidophilus and Ferrous-oxidants
of morphology in bacilli and cocci of different dimensions, therewas growth in chalcopyrite up to 1x108 bacteria
per milliliter.Conclusion:The isolated consortiagrew at pH 2 and at 31 ° C with the ABS1X
mediumwithbothferrous sulfate heptahydrate and chalcopyrite.
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INTRODUCCION

La mineria es la principal fuente de ingresos del Peru
asi que el estudio de nuevas alternativas para
disminuir la contaminacion generada por la extraccion
de minerales podria ser una buena respuesta frente a
este problema.

Una de las soluciones es el uso de bacterias acidofilas
para realizar biolixiviaciéon, ellos se encuentran
principalmente en donde esta el mineral de interés y
muestran una adaptacion unica frente al medio acido.

El valor agregado que genera la utilizacion de esta
alternativa biolégica se representa en mejorar la
calidad de vida de los mineros y del ecosistema que
rodea esta industria (Agudelo, Betancur y Largo,
2002).

La lixiviacion bacteriana, también conocida como
biolixiviacion o biooxidacién de sulfuros, puede ser
definida como un proceso natural de disoluciones que
resulta de la accién de un grupo de bacterias
especificas para lixiviar o extraer, metales o
concentrados minerales presentes en las minas. El
producto final de la biolixiviacion es una solucién acida
que contiene el metal en su forma soluble. (Agudelo,
Betancury Largo, 2002).

Dependiendo de la composiciéon del mineral
sulfurado, la biolixiviacion es una alternativa
ventajosa con respecto a las tecnologias
pirometalurgicas. Si bien la lixiviacion bacteriana es
mas lenta que la pirometalurgia en cuanto a la
velocidad de obtencion del metal, demanda menores
inversiones de capital y menores costos de operacion.
Ademas se presenta como una tecnologia mas limpia
que las practicadas comunmente, debido a que no se
emite SO, al ambiente en su periodo de operacion.
(Ballester, 2005).

La calcopirita (CuFeS,) es la fuente primaria de cobre
en el mundo, representando el 70% de las reservas.
Su beneficio se hace generalmente por
pirometalurgia; sin embargo, esta tecnologia genera
contaminaciones de SO,, principal causante de las
lluvias 4cidas. (Dutrizac, 1981; Rivadeneira, 2006).

En el género Acidithiobacillus se han estudiado las
Acidithiobacillus thiooxidans, Acidithiobacillus caldus
y Acidithiobacillus ferroxidans; son caracterizadas por
su evolucion favorable a temperaturas entre 28 y 35
°C, utilizan CO, como fuente de carbono y obtienen
energia de la oxidacion del azufre, hierro y sulfuros
metalicos.(Silverman & Lundgren, 1959).

Aislados de la Mina Tamboraque-Pert encontraron
microorganismos acidoéfilos y quimilitotréficos
oxidantes de fierro y/o sulfatos observando solo
bacilos Gram negativos con morfologia
correspondiente a Acidithiobacillus y Leptospirillum
(Quintanaetal, 2002).

La A. ferrooxidans es la bacteria mas ampliamente
estudiada en procesos de biolixiviacion. Aislada por
primera vez de drenajes acidos en minas de carbdn
(Colmery Hinkle, 1947)

Big Bang Faustiniano 2017; 6(1): 30 - 34

El sistema de oxidacion de hierro (Il) en T. ferroxidans
estéa relacionado con la membrana celular. La enzima
ferrooxidante clave parece ser la citocromo c-Fe+2
oxido reductasa; en el proceso también interviene en
la coenzima Q vy el citocromo a, quienes realizan el
transporte de electrones. Existe una proteina de
cobre, que servira como el aceptor inicial de
electrones de la oxidacién de Fe (Il): Rusticianina, la
que es facilmente reducida por Fe (Il) (Guerrero,
1998), y de ella depende que la bacteria reduzca el
sulfato por asimilaciéon, a lo cual despolariza su
membrana para permitir al ion ferroso enlazara sitios
de transporte de la proteina y funciona como ligando
para la sintesis de complejos susceptibles de
oxidacién a pH menor de 3.5 (Boon y Heijnen, 1998).

Acidithiobacillus ferrivorans es unico entre la
Acidithiobacillus en que es capaz de crecer a
temperaturas cerca 0-C y se denomina
'psicrotolerantes’ (Hallberg, Gonzalez-Toril y Johnson
2010).

MATERIALY METODOS

Este proyecto de investigacion se desarrollé el
método prospectivo y descriptivo. Para mostrar
aspectos importante de las bacterias lixiviadoras.
Entonces no se usara un modelo probabilistico.

Tomay transporte de las muestras

El lugar de muestreo se llevé a cabo en alrededores
de la Compariia Minera Huancapeti S.A.C. ubicada en
la provincia de Recuay en el departamento de Ancash,
lo primero que se hizo fue escoger dentro del area 30
zonas de muestreo en el afio 2016.

Las muestras se recolectaron en frascos de vidrio
estériles 17 muestras cada una de 100ml de agua de
charcos y 13 de 100 gramos de suelo, en un intervalo
de tiempo de 5 a 10 minutos, 17 muestras se
recolectaron de suelo +y 13 muestras liquidas,
ubicandonos por cada muestreo con un GPS Garmin.

Eltransporte de las muestras se realiz6 a temperatura
ambiente se midi6 la temperatura y pH por cada punto
de muestreo. El analisis se desarroll6 en el laboratorio
de Multifuncional de Biologia de la Universidad José
Faustino Sanchez Carrion.

Medio de cultivo ABS1X con 50mM de Fe (ll)

El medio seleccionado para el estudio fue el medio
ABS1X. Para la preparacion del medioABS1X (g/L) se
utilizaron: 0.15 g (NH,), SO,, 0.05g de KH,PO,, 0.0669g
Na,SO,, 0.05g de KClI, 0.5g MgSO, .7 H,0y0.014g Ca
(NO,), .4H,0O. Se disolvieron las sales en 1 litro de
agua destilada se ajusto el pH final de 2 con H,SO, 10
Ny se esterilizé en un autoclave a 121 °Cy 15 libras de
presién por 15 minutos, posteriormente se afiadiod
50mM de FeSO,. 7H,0O esterilizado por filtros de
membrana 0.22um.

Preparacion y siembra de las muestras

Las muestras liquidas se usé un inoculo de 20% y en
las muestras de suelo se gener6 una suspension con
agua acida pH 2, dejandose reposar, posteriormente
se tomo el sobrenadante, ambos en 100ml de ABS1X
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con FeSO,. 7H,0, las condiciones de incubacion
fueron a 31 °C y en estatico por 2 semanas. Luego se
prosiguié a realizar resiembras hasta la purificacion
del consorcio.

Tabla 1: Resiembras sucesivas con relaciéon al
cambio de viraje como respuesta del crecimiento
bacteriano.

Resiembras Tiempo de Incubacién
Siembra 15 dias
1° Resiembra 14 dias
2° Resiembra 10 dias
3° Resiembra 7 dias
4° Resiembra 7 dias
5° Resiembra 5 dias
6° Resiembra 5 dias
7° Resiembra 4 dias
8° Resiembra 4 dias
9° Resiembra 4 dias

Crecimiento en ABS1X con Calcopirita

Se uso calcopirita al 15% de pureza afiadido en 100ml
de ABS1X las condiciones de incubacion fueron a
temperatura 31°C, pH 2 y aireacion externa. También
se le hizo un seguimiento de la concentracion
bacteriana en camara de Neubauer.

Identificacion microscopica

Se observé morfologia de las bacterias en una
camara de Neubauer para cada consorcio y se
consideré una escala de tamano.

RESULTADOS
Toma de muestras

Fueron tomadas 30 muestras en total en diferentes
puntos en alrededores de la mina Huancapeti S.A.C
que se encuentra ubicada a4 380 m.s.n.m. (Figura 1),
las condiciones de las muestras encontradas fueron
de 14-17°CypH5.041 a6.660.

Figura 1: Se observa los puntos donde se obtuvieron
las muestras liquidas y de suelos en la Mina
Huancapeti S.A.C.
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Aislamiento de consorcios

Se obtuvo 15 consorcios bacterianos que tenian la
capacidad de oxidar ferroso y crecian a condiciones
acidas.

Figura 2: Se observa los consorcios crecidos en
ABS1X con FeSO,. 7H,0O, presencia de férrico de
color anaranjado por la oxidacion del ferroso.

Identificacion microscopica

A continuacion, en la tabla 2 se muestra la morfologia
observadas en camara de Neubauer de cada
consorcio.

Tabla 2: Se observa morfologia de los consorcios
aislados vistos en camara de Neubauer.

Consorcio Morfologia

M1 Bacilos largos y cocos

M2 Bacilos medianos y cocos
M3 Bacilos medianos y cocos
M4 Bacilos pequefios y cocos
M5 Bacilos pequefios

M6 Bacilos medianos y pequefios
M8 Bacilos pequefios

M9 Bacilos largos

M10 Bacilos largos y pequefios
M13 Bacilos largos

M16 Bacilos pequefios

M17 Bacilos largos

M22 Bacilos pequefios

M23 Bacilos medianos y cocos
M24 Bacilos largos
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Crecimiento en Calcopirita

Atodos los consorcios se le hizo un seguimiento de su
concentracién en funcion de bacterias por mililitro
hasta llegar 1 x10° aproximadamente y ademas el
cambio de viraje a color anaranjado por presencia de
férrico como indicador de crecimiento que se observo
enun periodode 10a 20 dias.

DISCUSION

Resultados obtenidos en experimentos previos
demuestran que los microorganismos que participan
en la biolixiviacién poseen caracteristicas especiales
de crecimiento y supervivencia tales como su
capacidad de crecer a pH acido (Agudelo, Betancury
Largo ,2002; Boon y Heijnen, 1998 & Guerrero, 1998),
a temperaturas entre 2 a 37° C (mesofilos), a
temperaturas mayores entre 45-50° C (termofilos
moderados) llegando hasta temperaturas de 70 °C
(terméfilos extremos). (Dopson, 1999).

Arias et al., 2012 en su aislamiento en unidades
mineras de Julcani y Recuperada-Huancavelica se
encontraron bacterias Gram negativas de forma
bacilar.

Los estudios de Bozdemir, Durusoy, Erincin y Yariim.,
1996; Rawling, Tributsch, y Hansford, 1999; Daoud y
Karamaney, 2006 ;los microorganismos comunmente
usados en la lixiviacion de sulfuros, Acidithiobacillus
ferrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidans metalicos
son mesofilos, se presentan en intervalos de
temperatura entre los 20 y 45 °C; los acidofilos viven
en ambientes cuya acidez puede bajar hastapH <1,y
los quimiolitotrofos, que derivan la energia para llevar
a cabo sus procesos metabdlicos de compuestos
inorganicos , los cuales obtienen la energia necesaria
de la oxidacion de compuestos reducidos del azufre y
delFe* aFe™.

Para el caso de la calcopirita, el crecimiento fue bueno
de los consorcios a pH acido pero lento, asi como
estudios por Bevilaqua, Leite, Garcia & Touvinen.,
2002; Meruane y Vargas, 2003 los cuales aportan que
primero se deberia adaptar los consorcios a la
calcopirita para proseguir con concentraciones
definidas para el proceso de biolixiviacion.

CONCLUSIONES

Los consorcios crecieron apH 2y a 31C° con el medio
ABS1X tanto con sulfato ferroso heptahidratado y
calcopirita.
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