INSTITUTO TECNOLOGICO DE COSTA
RICA

INFORME FINAL DE PROYECTO

TRATAMIENTO DE DESECHOS DEL CIANURO POR
BIORREMEDIACION

ALMA DELOYA M. MSc, COORDINADORA DEL PROYECTO, ESCUELA
DE QUIMICA, CENTRO DE INVESTIGACION EN PROTECCION
AMBIENTAL

MARIA PORRAS A. MLA, ESCUELA DE QUIMICA, CENTRO DE
INVESTIGACION EN PROTECCION AMBIENTAL

SETIEMBRE 2011



TABLA DE CONTENIDO

RESUMEN ...ttt sttt ettt sttt at et s he et e sb e s bt et e e bt e ae e bt eae et e sbeeabeebeeheembesbeentebesaeenbesaeenneneas 3
ABSTRACT ...ttt ettt ettt ettt s h et e bt s bt et e s bt e he e bt s heea e e sbeeat e besheeabeebeeht e bt ehe et e bt eatebesheetesbeeatebe s 4
INTRODUGCCION ....utiitetiettete sttt sttt ettt ettt et et s he et e st e eat e be s bt e st e bt eat e e e sbe et e nbesbtenbesbeeatebesaeeneesaeenseneas 6

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMAL.......coitiiieieeitett ettt ettt st ettt et sbe ettt b e sae e 7
MARCO TEORICO.....vuuriuririieiaeiaeiseseeeiseis ettt 8

Quimica del cianuro, analisis y tratamiNntos ........ccccueeeeeiiiieeeiiee et e e e eareee e 9

Métodos usados para biorremediaCion: .......c.ueeeieiiiie i 11

Ventajas y desventajas de la biorremediacion .........ccccueeieiiiii i 12
OBJETIVIO GENERAL. ....eutett ittt ettt ettt ettt sttt ettt et s at et e s bt eat e tesb e et e sbeeatenbesbeentenbesaeentesbeenseneas 15
OBJETIVOS ESPECIFICOS........ouieieeeeveteteteeciete ettt sttt es st a ettt s et seses s e st s s s s s s ese s s s nanaees 15
MATERIALES Y IMETODOS. .....eiiiiteeiteteettete st et ettt ettt eat et sateste s bt et e sbesat e besbeentenbesaeeneesaeensesteeneensens 15

EQUIPO PRINCIPAL. ...eetieiieieittet ettt ettt e e e e ettt e e e e e e ettt e e e e e e s s anre b eeeeeeseaannneneeeeeessannnns 15
IMIETODOLOGIA. .ttt ettt ettt et e e e e ettt e e e e e e e b e bt e e e e e e e s e nabe b eeeaeeeeaasnbeeeeeeeeseaannsneeaeaaeann 17
RESULTADOS OBTENIDOS. ...ttt ettt ettt e e ettt e e e e s e sbe et e e e e e s e nsbeeeeeaeeesaannneeaeaaaens 19
DISCUSION DE RESULTADOS .....o.vvvieeeieeeeeeessesesesesesesesssssesesesesesesesessssssssssssssssssssesssssssesssssssssesesssesenns 23
CONGCLUSIONES ...ttt ettt ettt ettt et et e bt et e s beeat e beeae et e ebeeaeetesaeemsesbeestenbesaeeneenbesneentesaeenseseas 31
RECOMENDACIONES ...ttt ettt e e e ettt e e e e e e ettt e e e e e s s e nabe b eeeaee s e s nnbeeeeeeeeseaannnneeaeaaeann 31
BIBLIOGRAFTA .....ceuteieiieeieiaeesetsess ettt bbbt 32
APENDICE 1 .ttt ettt ettt e e e e e ettt e e e e e e s bbbt e e e e e e e e e s nbetteeee e e e bnreeeeeeeeeeanrreaeeeeeaenn 36



INSTITUTO TECNOLOGICO DE COSTARICA VICERRECTORIA DE
INVESTIGACION

INFORME FINAL DE PROYECTO

TRATAMIENTO DE DESECHOS DEL CIANURO POR
BIORRENEDIACION.

ALMA DELOYA M. MSc, COORDINADORA DEL PROYECTO, ESCUELA
DE QUIMICA, CENTRO DE INVESTIGACION EN PROTECCION
AMBIENTAL. E-mail: adeloya@tec.ac.cr

MARIA PORRAS A. MLA, ESCUELA DE QUIMICA, CENTRO DE
INVESTIGACION EN PROTECCION AMBIENTAL. E-mail:
mporras@tec.ac.cr

RESUMEN

En la investigacion se desarrollé un consorcio autdoctono de
microorganismos degradadores del cianuro para aplicarlo en el
tratamiento bioldgico de los desechos peligrosos del cianuro.

Los microorganismos autdoctonos obtenidos, se liofilizaron en
diferentes medios protectores, como la Gelatina y Caldo
lactosado a diferentes temperaturas, (-35,-45,-55 y -65).

Para tratamiento preliminar de los desechos del cianuro se
aplic6 un método de pretratamiento en lechada, para la
lixiviacion preliminar del desecho, con periodos de 3-5 dias y
un tratamiento posterior, por Lagunas aireadas, aplicando el
consorcio de microorganismos liofilizados.

Se obtuvieron ocho diferentes liofilizados bajo diferentes
condiciones de temperaturas y con dos medios protectores de
liofilizacion que presentaron excelentes recuperaciones a los
seis meses de la liofilizacién.

El consorcio de microorganismos liofilizados presentd,
viabilidad del 70 al 80 %, con porcentajes de remocién del
cianuro mayores al 95 por ciento y puede conservarse activo
por tiempos prolongados (por afos).



Los microorganismos liofilizados, pueden aplicarse en la
biodegradacién de los desechos del cianuro procedentes de las
minas de oro o cualquier otro desecho de cianuro como los
bafios de electrodeposicion de metales, asi como los
procedentes de la industria manufacturera de joyas.

PALABRAS CLAVES. Microorganismos autéctonos, medio
protector, liofilizacidn, lixiviacion, consorcio de
microorganismos, biorremediacién

ABSTRACT

In the following research was developed an autochthonous
consortium of degrader microorganisms of the cyanide for the
application in the biological treatment of the dangerous wastes
of cyanide.

The autochthonous microorganisms obtained were lyophilized
in different protective environments such as gelatin and
lactose broth at different temperatures, (-35,-45,-55 y -65).

For the preliminary treatment of the cyanide wastes it was
applied a method for the preliminary leaching of the waste,
with periods between 3 and 5 days, and an posterior
treatment, by aerated lagoons, applying the consortium of
lyophilized microorganisms.

There were obtained eight different Iyophilized in different
temperature conditions and with two lyophilization protective
media that presented excellent recovery at six months of
lyophilization.

The consortium of lyophilized microorganisms presented 70 to
80 percent of viability, with cyanide removal percentages
higher than 95 percent and it can be conserved active for a
prolonged time (for years).



The lyophilized microorganisms can be applied in the
biodegradation of the cyanide wastes from the gold mines or
any other cyanide waste such as metal plating baths as well as
from jewelry manufacturing.

KEY WORDS. Autochthonous microorganisms, protective

media, lyophilization (Freeze drying), leaching, consortium of
microorganisms, biodegradation.



INTRODUCCION

Actualmente los desechos del cianuro son tratados por métodos quimicos
muy eficientes y con buenos resultados. Sin embargo la busqueda de
tecnologias correctivas bioldgicas para degradar el cianuro, que no
generen productos toxicos y que sean menos impactantes para el
ambiente, ha impulsado las investigaciones para sustituir los Métodos
Convencionales como son la adsorcion, la conversion quimica y el
tratamiento electrolitico. Estos métodos son costosos y corrosivos
generando desechos que a veces son mas contaminantes que los iniciales.

El planteamiento de este proyecto surge, con el objetivo de adaptar
tecnologia que sea mas amigable con el ambiente, como Ia
biorremediacién.

Una de las ventajas del tratamiento de los desechos tdxicos por
biorremediacién, es que son mas econdmicos porque no se necesita de
reactivos quimicos, estos implican un manejo adecuado y en la mayoria
de los casos, costos elevados e importacion de los mismos. Ademas la
biorremediacién es un método sencillo y no se necesita de personal
experto para el manejo y operacion del sistema de tratamiento.

La biorremediacién causa impacto menos negativo en el medio ambiente,
porque esta basada en la accion de microorganismos autdoctonos vy
modificaciones ambientales de gran sencillez, como la aplicacion de
nutrientes y la aireacion.

Por ser el cianuro biodegradable, sus desechos pueden ser tratados por
biorremediacién, ya que la colonizacibn y crecimiento de los
microorganismos no sera inhibida por altas concentraciones, si el desecho
es acondicionado con un pre-tratamiento como el de lechada (lixiviacion
en agua con agitacion

Durante el tratamiento por biorremediacién, el cianuro se transforma en
otras sustancias quimicas mas estables y menos téxicas mediante
procesos fisicos, quimicos y bioldgicos naturales.



Los factores que intervienen en el proceso de biorremediacién son
variados y entre los mas importantes para la biorremediacién del cianuro
en medio acuoso son el pH, el oxigeno y por ultimo la concentracién del
cianuro.

En la siguiente investigacion se desarrolld6 un consorcio de
microorganismos autdctonos, para degradar el cianuro y aplicarlo en el
tratamiento bioldgico de los desechos del cianuro (biorremediacién). El
tratamiento preliminar consistid en la lixiviacion del desecho y un posterior
tratamiento aerobio por Lagunas aireadas a pH no menor a 9,4.

Como producto principal del proyecto se obtuvo el desarrollo e
implementacion de una tecnologia adaptada para tratar los desechos del
cianuro y desechos téxicos afines.

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Los residuos liquidos industriales del cianuro vertidos a la naturaleza sin
ningln tratamiento sobrepasa la capacidad de auto-recuperacion de los
cuerpos receptores, o del suelo sobre el cual se disponen alterando sus
caracteristicas y provocando una eminente contaminacion ambiental y un
gran impacto ambiental, al destruir ecosistemas y afectar la salud de
poblaciones.

El tratamiento de los contaminantes en el agua, permite proteger el
medio ambiente y la salud, asi como cumplir con las especificaciones de
vertido del reglamento 33601 MINSALUD-MINAE que rige en Costa Rica.

Generalmente los tratamientos del desecho del cianuro se han realizado
por métodos quimicos que son costosos y requieren de sustancias
guimicas que implican una alta inversion y una adecuada dosificaciéon y
manipulacion.

Este es el caso de los efluentes procedentes de los procesos que utilizan
grandes cantidades de cianuro, como lo es el proceso de recuperacién de
metales preciosos de oro y plata a partir de yacimientos de rocas



intrusitas de vetas de cuarzo, que presentan reacciones colaterales con
los minerales asociados al oro, o la plata, que son bastante complejas y
toxicas. Ademas en el laboratorio de ingenieria de los materiales del
Tecnoldgico se genera desechos liquidos del proceso de nitruracién® de
metales que pueden tratarse por medio de la biodegracién aplicando el
consorcio de microorganismos degradadores del cianuro obtenido
producto de esta investigacion.

MARCO TEORICO

Desde hace mas de un siglo, el cianuro ha sido utilizado en todo el mundo
en la extraccion de oro y plata. Si bien durante décadas se han
investigado productos quimicos para reemplazarlo, sigue siendo el Unico
producto de lixiviacién utilizado, debido a la combinacién de una serie de
factores como la disponibilidad, la eficacia, el costo y la posibilidad de
utilizarlo con un nivel de riesgo aceptable para los seres humanos y el
medio ambiente. Mas del 90% de la recuperaciéon de oro del mundo se
basa en la utilizacion de cianuro. Hay quienes piensan que debe prohibirse
la mineria en general debido a las falencias ocasionales y lamentables de
operaciones que terminan en graves episodios ambientales. La
preocupacion publica acerca de los aspectos de seguridad y ambientales
del cianuro es valida y comprensible dada la historia y algunos episodios
recientes relacionados con el cianuro y la mineria. Pese a estas
preocupaciones, el uso del cianuro sigue siendo fundamental en una gran
cantidad de industrias en las que se maneja de manera segura y
ecolégicamente racional en decenas de instalaciones en todo el mundo

(1).

! La nitruracién liquida se realiza en un baifo de sales fundidas compuesto de una mezcla
tipica de sales de sodio y potasio. Las sales de sodio, representan 60 a 70% (en peso) de la
mezcla total, estan compuestas por 96.5% de NaCN, 2.5% de Na,CO; y 0.5% de NaCNO. La
nitruracion es, uno de los tratamientos térmicos para mejorar dureza y corrosion
superficial de metales, mas baratos y que menos equipamiento requiere.



Generalmente, cuando se refieren al cianuro se piensa en un elemento
contaminante y venenoso, sin conocer que éste se encuentra presente
incluso en plantas y frutos en forma natural en pequenas cantidades (2).

Existen alrededor de 2,000 fuentes naturales de cianuro en la naturaleza.
Ejemplo de ello son las almendras, cerezas, alfalfa, rabano, legumbres,
col, coliflor, brdocoli, nabos, entre otras plantas. Asimismo, estad presente
en bacterias, hongos, algas e incluso en algunos insectos los cuales, como
en el caso de las plantas, producen cianuro en pequefas cantidades con la
finalidad de ahuyentar a sus posibles depredadores (2).

En cuanto a los tipos de cianuro se refiere, el cianuro de hidrogeno y el
cianuro de sodio son los de uso mas difundido. El cianuro de hidrégeno es
un gas incoloro producido a través de la combinacion de gas natural con
amoniaco a altas temperaturas, y como subproducto de la fabricacién de
fibras acrilicas (2).

Actualmente, se producen alrededor de 1.4 millones de toneladas de
cianuro en el mundo por afo. Los principales demandantes de este
producto son las empresas de las industrias quimica e industria
(concentrando alrededor del 82% de la demanda) y la mineria, que
consume el restante 18% (fundamentalmente, de cianuro de sodio) (2).

Quimica del cianuro, analisis y tratamientos

Potencialmente el cianuro se encuentra presente en las soluciones de
procesos relacionados con la extraccion de oro y plata de varias formas.
Otros compuestos relacionados con el cianuro se forman a causa de
interacciones con el mineral, el tratamiento del agua y la atenuacién
natural. Histéricamente, se habla de las siguientes formas de cianuro:
cianuro libre, cianuro facilmente disociable (WAD), cianuro total y cianuro
pasible de cloracion (CAC). A través de los anos, el procedimiento analitico
para cianuro WAD fue el elegido por la industria y las autoridades



normativas para medir el cianuro “toxicolégicamente significativo” o
“ecoldgicamente sensible” (1).

El procedimiento analitico para cianuro WAD mide el cianuro libre y otras
formas complejas débiles de cianuro. Restar el contenido de cianuro WAD
del cianuro total da el contenido de cianuro de hierro basicamente no
toxico estable. Si se aplican y ejecutan correctamente, los procedimientos
para el cianuro total y cianuro WAD brindan resultados confiables y
significativos que pueden utilizarse con fines de control y cumplimiento de
las normas. La sensibilidad de estos métodos es suficiente para
determinar la presencia de las distintas formas y cuantificar los niveles de
cianuro peligrosos para los seres humanos y el medio ambiente (1).

Los problemas surgen cuando se utilizan estos métodos mas alla de sus
posibilidades y se procura cuantificar niveles de cianuro cercano o inferior
a los que producen impactos en el medio ambiente. Se asigna un valor no
justificado a valores bajos y no confiables de cianuro. Puede brindarse un
grado razonable de proteccion para los seres humanos y el medio
ambiente mediante la promulgacién de normas que protejan el uso en
determinadas aguas superficiales y subterraneas (1).

El cianuro se puede presentar en dos formas dependiendo del pH del
medio en el que se encuentre. Con pH alcalino predomina la forma soluble
del cianuro, mientras que con un pH neutro y acido en el medio,
predomina la forma gaseosa, el acido cianhidrico (HCN). Por lo tanto, para
mantener el cianuro en disolucidén y no eliminarlo a la atmdésfera como un
gas téxico es necesario mantener el medio acuoso a pH alcalino (superior
a pH9) (3).

Los métodos convencionales para degradar el cianuro son el tratamiento
electrolitico, la conversién quimica y la adsorcién. Los tratamientos
quimicos y electroquimicos descomponen el cianuro en nitrégeno y diéxido
de carbono, pero son corrosivos y costosos. La adsorcién consiste en la
remocion del quimico empleando carbén activado o intercambio idnico,
ambas técnicas costosas. La conversién consiste en transformar el cianuro
en compuestos menos toxicos como el tiocinato o el fertrocianato. En la
naturaleza el cianuro también es degradado, pero este proceso puede
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durar afios o décadas (4).

La biorremediacién puede definirse como el uso de organismos vivos,
componentes celulares o enzimas libres con el fin de realizar una
mineralizacidon, transformacion parcial o humificacion de residuos o
agentes contaminantes. También puede alterar el estado redox de
metales. El compostaje es una forma primaria de biorremediacién en la
cual los residuos organicos son biodegradados por microorganismos. Los
factores que determinan la biorremediacion son complejos y varian
dependiendo de la aplicacién, siendo en algunos casos, dificil de distinguir
entre los factores bidticos y abidticos que contribuyen en dicho proceso. El
tratamiento de biorremediacién aplicado varia de acuerdo con las
propiedades fisicas — quimicas del contaminante. La contaminacién in situ
se establece en el lugar donde ocurrié la contaminacion y la ex situ se
lleva a cabo retirando a cabo la muestra contaminada y trasladandola
hasta la unidad de tratamiento (4).

Los cientificos pueden ahora seleccionar diferentes tipos de
microorganismos, que pueden adaptarse, sobrevivir y servir en ambientes
altamente contaminados. Estos microorganismos, necesitan las sustancias
organicas que componen los contaminantes, para extraer la energia
necesaria a sus funciones vitales. Con esa energia, sustraida de los
mismos desechos transforman las sustancias toxicas y contaminantes (5).

Métodos usados para biorremediacion:

Los métodos de biorremediacion actuales que definen la forma de
aplicacion y actuacion de las bacterias, segun Ecobiotec son: Ila
estimulacién de los microorganismos presentes en el medio natural; el uso
de formulaciones de microorganismos en polvo (disecados); y el uso de
liguidos con microorganismos vivos en estado de latencia (5).

El primer método también llamado bioestimulacion o estimulacion de
microorganismos autéctonos, se basa en activar y potenciar las colonias
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bacterianas indigenas (nativas), en los mismos suelos, mediante
nutrientes y oxigeno (5).

El segundo método distingue dos formas de conservacion: formulaciones
de microorganismos deshidratados (obtenido por secado a altas
temperaturas) y formulaciones de microorganismos liofilizados (obtenidos
por secado a bajas presidon y temperatura), que resultan muy eficaces en
la degradacion de compuestos téxicos. Un proceso de liofilizado consiste
basicamente: en tomar las bacterias aisladas y reproducirlas en grandes
cantidades para que luego sean congeladas y luego secarlas. Los
microorganismos estan vivos, inactivos, pero vivos y pueden ser
conservados en tubos especiales, herméticamente cerrados y refrigerados.
Por ultimo las bacterias estdn como polvo blanco y pueden ser encapsulan
para su comercializacién. Para ser aplicadas en el medio contaminado son
puestas nuevamente en cultivo en un medio liquido. Asi las bacterias se
rehidratan y empiezan a crecer para ser utilizadas. Como tercer método
se usa una mezcla de microorganismos vivos en medio liquido, que tienen
las propiedades de transformar y degradar (5).

Ventajas y desventajas de la biorremediacion

Ventajas
Generalmente solo se originan cambios fisicos menores sobre el medio

Cuando se produce correctamente no produce cambios adversos
significativos.

Ofrece una solucién mas simple y completa que las tecnologias mecanicas
Menos costosa que otras tecnologias.
Desventajas

Para muchos tipos de contaminantes su efectividad no ha sido
determinada.
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El tiempo de actuacidén es largo.
Su implementacion es especifica para cada lugar contaminado.

Su optimizacion requiere informacién sustancial acerca del lugar
contaminado y las caracteristicas del contaminante (6).

Otro aspecto importante sobre los microorganismos empleados en
biorremediacion es que estos emplean CN como fuente de carbono y de
nitrogeno, segun resultados realizados por Garcés, A, et al 2006 en su
trabajo Aislamiento de consorcio de microorganismos degradadores de
cianuro.

Los factores que interviene en el proceso de biodegradacion son
multiples:

Temperatura y humedad en el medio, estimulan el crecimiento y la
actividad de los microorganismos aerobios, que necesitan oxigeno para
vivir.

La acidez del medio, el pH acido limita la capacidad de desarrollo de los
microorganismos.

La disponibilidad de oxigeno, hay sustancias como el aceite que no se
degrada en un medio anaerobio. Por otro lado, hay sustancias como
algunos pesticidas y los téxicos difenilos policloradoso PCBs que sélo se
degradan en medios aerobios (7).

Para realizar la biodegradacion es necesario considerar algunas
etapas.

Caracterizar el Contaminante: Se deben conocer los pardmetros basicos
como concentracion de contaminante, DBO, DQO, pH y temperatura.

Seleccion del Microorganismo: Esta etapa es muy importante ya que cada
especie presenta diferentes capacidades para la biodegradacion; para la
remediacién de aguas contaminadas con trazas de cianuro la literatura
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recomienda emplear Pseudomonas.

Medio de Cultivo: Todos los microorganismos vivos necesitan cierta
cantidad de macronutrientes y micronutrientes o trazas de elementos para
sobrevivir y realizar todas sus funciones metabdlicas.

Inéculo: Es el proceso que se lleva a cabo para dar inicio a la

fermentacion.
Fermentacién: Esta etapa es la parte mas importante en el proceso de

biorremediacién (7).
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OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un consorcio de microorganismos, adaptado para degradar
concentraciones elevadas de cianuro que se conserve por tiempos
prolongados, para aplicarlos en la biorremediacién de los desechos
peligrosos del cianuro.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aplicar el pre-tratamiento por lechada para la
lixiviacion y desintoxicacidon de desechos del cianuro.

Obtener un extracto enzimatico o microbiano por la
técnica del sustrato selectivo, para aplicarlo en la biorremediacion de los
desechos del cianuro.

Secar el extracto obtenido por liofilizacién, para
conservarlo y disponerlo para su aplicacién por periodos prolongados (por
anos).

MATERIALES Y METODOS.

Se obtuvo un consorcio de microorganismos a partir de un desecho liquido
de cianuro, generado durante el proceso de nitruracion, en el Laboratorio
de Ingenieria de los Materiales del Instituto Tecnoldgico de Costa Rica,
sede Cartago.

EQUIPO PRINCIPAL.
El contenido de cianuro en el desecho se midié con el Espectrofotometro
portatil, LaMotte SMART Spectro.
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El oxigeno disuelto se determind con un medidor con electrodo de
membrana, marca Fischer Scientific, modelo APG4, portatil.

El control del pH durante el tratamiento del desecho de cianuro se midié
con pH-metro de mesa Dnver- UB-10, instrumental.

Las observaciones al microscopio se realizaron con el Microscopio
Trinocular, Marca MOTIC, modelo BA300.

Para la separacion del extracto de microorganismo a liofilizar se usé la
centrifuga, Centrifuga Damon y EC Division y EC- HN-FII, modelo
dcs-16rv-r.

Los medios bacterioldgicos se esterilizaron en auto clave Biocientifica-C-
7511

La determinacion de la humedad residual del liofilizado, se realizd en
estufa Marca Thermo Electrén Corportion, Precision

16



Para la liofilizacion se utilizé el Liofilizador - Freeze Dyer ALPHA 2-4 / LD.

METODOLOGIA.

El desecho en estudio se caracterizé en cuanto al contenido de
cianuro, usando el Método de Cianuro 36-SC del Espectrofotémetro
portatil, LaMotte SMART Spectro.

Para la obtencidn del consorcio degradador del cianuro, primero se
procedid a la lixiviacion del desecho en agua a temperatura ambiente,
con micronutrientes de calcio, hierro y magnesio, con agitacién por tres
dias y controlando que el pH siempre fuera superior o igual a 10,4 para
obtener un medio alcalino. Ademas se controlé que el oxigeno disuelto se
mantuviera por lo menos en 2 mg/L, para asegurar las condiciones
aerobias (8) (9).

Posteriormente, como segundo paso para la obtencion del consorcio de
los microorganismos degradadores del cianuro, en los experimentos
montados y previamente agitados por tres dias, se prolongé la agitaciéon
por 63-72 dias, bajo las condiciones mencionadas y se alimentd dia por
medio durante todo el periodo del ensayo, con 1,4 mg/L del desecho de
cianuro, como Unica fuente de carbono y nitrégeno para las funciones de
las bacterias. (10)

Todos los ensayos de lixiviacion y biodegradacidon se montaron en replicas
por triplicado, en recipientes de 25 litros, con un volumen del desecho a
tratar de 20 litros.

Los ensayos de control, durante el proceso de obtencion del consorcio de
microorganismos fueron: pH, oxigeno disuelto, temperatura vy
examenes microscopicos. Todos los analisis se realizaron de acuerdo
con los Método Estandarizados para el andlisis de aguas y aguas
residuales (11).
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Para la seleccion y adaptacion, los consorcios de microorganismos, se
separaron por centrifugacion, a 5000 rpm, durante 10 minutos, se lavaron
con agua destilada dos veces y se incubaron por 48 horas a temperatura
ambiente, en caldo lactosado al 20%. Se anadieron micronutrientes y se
aumentd gradualmente la concentracién de cianuro desde 1,400 hasta
2500 mg/L. Los ensayos se realizaron bajo condiciones aerobias,
manteniendo el oxigeno disuelto por lo menos en 2 mg/L y el pH entre
9,4 a 10,4 unidades de pH (8).

Este proceso de seleccion y adaptacion de los microorganismos se
llevdo a cabo hasta la tercera generacion de microorganismos, re-
inoculando los microorganismos separados por centrifugacion a 5000 rpm
en caldo lactosado, bajo las mismas condiciones anteriores de nutriente,
oxigeno y pH.

Se controlé en todos los casos el crecimiento de los microorganismos por
observaciones el microscopio, dia por medio. Las nuevas cepas obtenidas
se volvieron a separar por centrifugacion y se congelaron para su
posterior liofilizacion.

Los consorcios de microorganismos, separado por centrifugacién se
resuspendieron en diferentes medios protectores de liofilizacidon como son
la gelatina al 10% y 5% vy la lactosa al 10%, y 5% (12).

Después de la resuspensién, la congelacion de los microorganismos, se
realizd el dia anterior a la liofilizacién por un periodo de 20 a 24 horas a
temperaturas de -3 a 0 grados centigrados.

El proceso de liofilizacion se realiz6 a presiones de 0,250, 0,070,
0,021 y 0,0054 milibares equivalentes a temperaturas de resublimacion
entre -35, -45, -55 y -65 grados centigrados respectivamente. Los
tiempos de liofilizaciéon fueron de 24 a 36 horas para el proceso de
secado primario. El secado secundario se realizé a 20 grados centigrados,
por 10 a 8 horas (13).

A los liofilizados se les determindé la humedad tanto en el secado
primario como en el secado secundario, con el propdsito de controlar la
humedad final del liofilizado.
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Los liofilizados se conservaron en refrigeracién y a temperatura ambiente
en ambos casos en frascos de vidrio y tapados.

Los microorganismos liofilizados se recuperaron, re-hidratdandolos a
temperatura ambiente, en una suspension de caldo lactosado al 10 %,
con una concentracién de cianuro de 2500 mg/L, pH de 9,4 a 10,4 vy
concentracion de oxigeno disuelto de no menor que 2 mg/L. Para la
recuperacion de los microorganismos liofilizados se tomaron 10 ml al
0,1 %, de la suspensién del cultivo liofilizado y se resuspendieron en 100
ml de caldo lactosado al 10 %. La suspension del liofilizado se incubd por
48 horas a temperatura ambiente (14).

El recuento heterdtrofo de microorganismos, se realizé a las 48 horas
de recuperacién, para calcular el porcentaje de recuperacion del
liofilizado. El recuento heterétrofo se realizd en el Laboratorio CEQIATEC,
Departamento de Quimica del ITCR.

El tratamiento del desecho de cianuro, se realizé por triplicado. Como
pretratamiento se lixivido el desecho con volumenes de 20 litros de agua,
agitando por 3 dias a 200 rpm. Durante los tres dias del pretratamiento se
mantuvo el pH en valores iguales o superiores a 10,4 unidades de pH.
Posterior a la lixiviacion se tratd el desecho por aireacién con difusores,
con las mismas condiciones de pH, oxigeno disuelto y nutrientes con las
que se obtuvo el consorcio microbiano, prolongando el tiempo tratamiento
por 12 dias mas (16).

Se cuantificéo el cianuro, antes y después del tratamiento total de 15
dias, (3 dias de pretratamiento por lixiviacién y 12 dias de tratamiento por
aireacion).

RESULTADOS OBTENIDOS.

A continuacién se resumen los principales resultados del proyecto. El
estudio se realizé en el Centro de Proteccién Ambiental de la Escuela de
Quimica, abarcando del 22 febrero del 2008 al 22 de febrero del 2010.
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En el cuadro 1, se presentan las caracteristicas del desecho, en cuanto a
la concentracion del cianuro, seguidamente se presenta el cuadro 2
indicando el tiempo en que aparecieron los microorganismos
degradadores del cianuro.

Posteriormente, en los cuadros 3 Y 4 se resume el promedio de la
humedad en los liofilizados, resultado del secado primario y secundario
en los medios protectores de liofilizacion. El recuento heterdtrofo para
obtener el porcentaje de recuperacion de los liéfilos o viabilidad, se
muestra en el cuadro 5.

Por ultimo en el cuadro 6, se muestra el porcentaje de degradacion del
cianuro por el consorcio microbiano después del pretratamiento en
lechada y el tratamiento con aireacién y agitacion.

Cuadro 1. Concentracion de cianuro en el desecho del
Laboratorio de ciencias de los materiales, ITCR, Cartago.

Muestra Concentracion (mg / L)
1 1400
2 1300
3 1200
4 1600

Fuente: Deloya, A
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Cuadro 2. Aparicion de los Microorganismos durante el
proceso de obtencion del consorcio de Microorganismos
autéctonos para degradar cianuro.

Réplica Vol. Del desecho* Tiempo de
(L) desarrollo del
consorcio
1 20 72
2 20 66
3 20 63
4 20 60

*En todos los ensayos se afiadié nutrientes: Cloruro de Calcio,
Cloruro de hierro y Cloruro de magnesio.
Fuente: Deloya, A

Cuadro 3. Humedad de los Liofilizados en dos medios
protectores, después del secado primario

Medio Protector
Liofilizado Caldo lactosado Gelatina
Humedad (%) Humedad (%)
1 11,70 9,09
2 15,80 9,40
3 10,00 8,00
4 12,00 7,40
5 14,00 12,00

Fuente: Deloya, A
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Cuadro 4. Humedad de los Liofilizados en dos medios
protectores, después del secado secundario.

Medio Protector
Liofilizado Caldo lactosado Gelatina
Humedad (%) Humedad (%)
1 3,89 1,42
2 2,00 1,20
3 5,26 1,35
4q 3,00 1,96
5 4,30 1,38

Fuente: Deloya, A

Cuadro 5. Recuento Heterétrofo para determinar la
recuperacion de los liofilizados.

Muestra Recuento ufc/ 100ml
ANTES DE DESPUES DE
LIOFILIZAR LIOFILIZAR
1 5,9 x 10/ 1,5 x 10 1°
2 1,2 x 10Y 3,8 x 10
3 2,3 x 10%° 3,7 x 10%*

Fuente: Deloya, A

(t) tiempo de recuperacion 48 horas
Volumen de ensayo 20 litros
pH 10,4 unidades
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Cuadro 6. Porcentaje de degradacién del cianuro de acuerdo
con las variables seleccionadas. (*)

Concentracion Concentracion

.. . . Remocion
Ensayo inicial cianuro final (%)
(mg/ L) (mg/ L)
1 3600 2,58 99.9
2 1920 2,21 99,8
3 1440 1,65 99,8

Fuente: Deloya, A

DISCUSION DE RESULTADOS

La caracterizacion del desecho en los diferentes lotes de las muestras,
indican concentraciones de cianuro total de 1400 mg/L, 1300 mg/L, 1200
mg/L y 1600 mg/L, ver cuadro 1.

El pH del desecho durante los ensayos varié desde 9,48 a 11,40 unidades
de pH. Este parametro como caracteristica propia del desecho del cianuro,
fue una ventaja y uno de los factores mas importantes durante el
tratamiento por biodegradacion del desecho, ya que la literatura menciona
que valores alcalinos de pH mejoran la degradacion del cianuro (16).

El cianuro se puede presentar en dos formas dependiendo del pH del
medio en el que se encuentre. Con pH alcalino predomina la forma soluble
del cianuro, mientras que con un pH neutro y acido en el medio,
predomina la forma gaseosa, el acido cianhidrico (17).

Por lo anterior durante el tratamiento por biodegradacién del cianuro, se
trabajé manteniendo el pH con valores entre 9,16 a 10,4 esto es de vital
importancia para que el cianuro permanezca disuelto y no pase al medio
ambiente como HCN gaseoso, porque este gas actla en pocos segundos
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en el sistema respiratorio, inhibiendo enzimas respiratorias como la
citocromo oxidasa (18).

Durante el proceso de tratamiento en lechada se extrajo el cianuro
sélido mediante la agitacion usando como disolvente el agua. El cianuro
entra en contacto con el agua al ser agitado y se difunde a la fase liquida,
con lo que se logra obtener que el cianuro sélido pase a la fase liquida,
este proceso preliminar en el tratamiento por biodegradacién del cianuro
también se conoce como lixiviacion del cianuro (9).

La agitacion para mantener el contacto entre el desecho y el agua mostro
ser de vital importancia para realizar la biodegradacién del desecho
porque permite la lixiviacidn del cianuro por el agua (19).

El desarrollo y obtencion de los microorganismos nativos degradadores
del cianuro se logré en periodos muy prolongados, encontrandose el
desarrollo de los primeros microorganismos en el primer ensayo a los 72
dias y en la segunda réplica a los 66 dias, en la tercera réplica a los 63
dias y en la ultima a los 60 dias (ver cuadro 2). Este tiempo prolongado
para la apariciéon de los microorganismos autdctonos degradadores del
cianuro, en los diferentes reactores de ensayo, concuerda con los tiempos
prolongados obtenidos en otras investigaciones, para desechos mineros
(14).

Investigaciones recientes revelan el hecho que la toxicidad del cianuro
consiste en inhibir la respiracidn de los microorganismos y posiblemente
esta es la razén por lo que los microorganismos degradadores del cianuro
necesitan un tiempo prolongado para su desarrollo (20).

Los microorganismos que biodegradan el cianuro tienen sistemas
enzimaticos especificos que les permiten desarrollarse en ambientes con
alta concentracién de cianuro. Durante la biodegradacion, la cianuro
hidratasa convierte al cianuro en formamida, que finalmente es
convertida a Didxido de Carbono (CO,) y Amoniaco (NHs3). Otras enzimas
como la beta-cianoalamina y la cianuro monoxidasa también pueden
biodegradar el cianuro a otras sustancias mas simples que no contaminen.
Ademas algunas bacterias transforman directamente el cianuro a CO; vy
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NH;s por medio de la cianuro dioxigenasa, sin la formaciéon de
intermediaros (21).

Para el desarrollo, obtenciéon y adaptacion del consorcio microbiano,
degradador del cianuro, se aproveché la capacidad de los microorganismos
de utilizar como fuente de carbono y nitrdgeno los compuestos
cianurados, convirtiendo los desechos toxicos del cianuro en sustancias
que ya no contaminan.

La seleccién de un consorcio de microorganismos mas fuerte y eficientes
en degradar el cianuro, se logré por el método del cultivo continuo. Por
este método los microorganismos dominantes se seleccionaron por su
afinidad por el sustrato. En este caso, la concentracion del desecho del
cianuro (sustrato selectivo), aumenté la velocidad especifica de
crecimiento del consorcio de microorganismos degradadores de cianuro,
con respecto a la velocidad de crecimiento de otros microorganismos que
pudieran crecer en el mismo medio (22).

La liofilizacion para conservar el consorcio de microorganismos
degradadores del cianuro, se llevd a cabo en dos etapas. Una primera
etapa de congelaciéon lenta a de 0 a -3 grados centigrados, por 24 horas
en donde el agua que contenia el extracto de microorganismos se
solidific6. La congelacién es de vital importancia para que los solutos y el
agua no congelada formen una fase vitrea que permita conservar las
caracteristicas y la estructura del producto final liofilizado. Esta ultima
queda fijada durante esta etapa de congelacién (23).

Después de la congelacion, la segunda etapa de la liofilizacidn consistio en
la sublimacion del agua congelada en el extracto denominado secado
primario. Para esta etapa se eligieron presiones que van desde 0,0250 a
0,0054 milibares que corresponden a temperaturas durante la sublimacion
de -35 a -65 grados centigrados.

La etapa del secado primario se realizé por debajo del punto triple del
agua, para evitar el paso de ésta por la fase liquida, de tal manera que
pasara directamente de la fase sélida a la fase de vapor (sublimacién).
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Esto permite conservar la estructura inicial de producto asi como sus
caracteristicas, quimicas y bioldgicas (23).

Durante el proceso de secado por sublimacion se logré eliminar del 95 al
98 por ciento del agua en el extracto de microorganismos.

Después del secado primario (por sublimacion) se realizd un segundo
secado, denominado secado secundario el cual se llevé a cabo a 20 grados
centigrados por lapsos de 8 a 10 horas. Esto se realizd con el propdsito de
eliminar el agua que quedd fijada o ligada por adsorcion durante el
proceso de congelacion ya que las moléculas del agua libre, es decir no
fijada a la estructura de los microorganismos, se eliminaron en el secado
primario.

Se utilizé6 caldo lactosado y gelatina como medios protectores de las
bacterias, durante todos los ensayos de liofilizacidon. Cuando se analizd la
influencia del medio protector en la liofilizacion, se pudo apreciar que con
el caldo lactosado se obtuvieron buenos resultados de liofilizacion, pero
presentd la desventaja de que el producto final fue dificil de solubilizar
durante la recuperacién. Esto posiblemente por la descomposicion de la
lactosa durante el proceso de liofilizacidon, lo que causa que la lactosa
forme una capa externa impermeable en el liofilizado que no permite una
buena rehidratacién del producto (23).

Sin embargo al emplear la gelatina como medio protector se obtuvo un
producto final que presentd excelentes caracteristicas de solubilidad,
siendo esta practicamente instantanea.

El uso de protectores es muy importante, porque la liofilizacion tiene
limitaciones durante la etapa de congelacién, debido a la formacién de
cristales de hielo que pueden romper las células y a su vez causar efectos
negativos al microorganismo en la etapa de la re-hidratacion para su re-
activacion (24).

Tanto la gelatina como el caldo lactosado son medios protectores
altamente hidrofilicos. Ambos medios protectores protegen a los
microorganismos, de los dafos producidos por la congelacién, en la
membrana y pared celular. La gelatina es un medio protector no
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permeable, que se adsorben en la superficie celular incrementando la
viscosidad local, lo cual mantiene el hielo en forma amorfa evitando dafho
mecanico. En cambio el caldo lactosado es un medio protector
semipermeable que forma entre la pared y la membrana celular una capa
gue protege la célula del daifio mecanico (25).

El porcentaje de humedad de los productos finales para la segunda
etapa de la liofilizacion, tanto para el secado primario como el secundario,
se resumen en los cuadros 4 y 5, presentados en el apartado de
Resultados.

Como se observa en los cuadros, los productos liofilizados indican que la
gelatina como medio protector dio mejores resultados en cuanto al
porcentaje residual obtenida la cual es muy importante para la
conservacion prolongada, de varios afios del producto. Esta humedad del
producto final corresponde a la humedad residual que del todo no puede
eliminarse durante el proceso de liofilizacion ya que de ser eliminada se
corre el riesgo de alterar las caracteristicas quimicas y bioldgicas de los
liofilos (26).

Como se menciond anteriormente, la humedad residual de los liéfilos es
de vital importancia para su conservacidon y para mantener la actividad de
los microorganismos a largo plazo ya que, entre menor se la humedad,
mayor sera el tiempo de conservacion.

Por otro lado, el contenido de humedad residual es necesario para
mantener la actividad de los microorganismos porque las proteinas y
péptidos de éstos requieren de cierta cantidad de agua para mantener su
estructura secundaria y terciaria (27).

La recuperacion de los liofilizados se realizd a los seis meses de
preservacion y almacenamiento a temperatura ambiente. En el Cuadro 6
del apartado de Resultados se muestran los datos de recuento heterotrofo
los cuales representan recuperaciones superiores del 70% al 80% lo
cual, de acuerdo con lo indicado por M.D. Garcia y F. Uruburid, permite
concluir que la liofilizacién fue exitosa (28).
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Durante la recuperacion del liofilizado se logré incrementar la
sobrevivencia de los microorganismos, re-hidratandolos en caldo lactosado
y en gelatina, los mismos medios que se usaron para el crecimiento inicial
de las células; de esta forma al mantenerse elevada la presién osmatica
durante la rehidratacion se logra que la misma se dé en forma lenta Por
otro lado el crecimiento celular, después de la rehidratacién tiene una fase
de retardo extendida, que se puede reducir si se emplea para el
crecimiento un medio de igual composicion que el que da O6ptimo
desarrollo pero disminuyendo su concentracién original entre un 25 y un
50% (29). Por esta razon la recuperacion vy rehidratacion del consorcio
microbiano se realizd en caldo lactosado y gelatina al 10% en lugar de
caldo lactosado y gelatina al 20%, concentracion que se utilizd6 para el
crecimiento inicial del consorcio de microorganismos (29) (30).

Entre los factores mas importantes por los que se obtuvieron tan buenos
porcentajes de recuperacién se pueden menciones los siguientes (28).

El empleo de protectores como la gelatina y el caldo lactosado protegieron
adecuadamente a los liéfilos de las condiciones drasticas de congelacion y
presion.

Las presiones durante el proceso de sublimaciéon del hielo fueron entre
0,250 a 0,0054 milibares, estas condiciones de presién hacen que el
proceso de sublimacién sea lento con lo que se obtienen liéfilos con
mejores caracteristicas de recuperacion.

La alta densidad celular del extracto del consorcio microbiano que se
sometié a liofilizacidn que fue superior a 10'° -10*! células/100 ml, (ver
cuadro 5). A altas concentraciones se obtienen mejores productos
liofilizados con una buena capacidad de recuperacion y de actividad.

El grado de secado secundario alcanzado el cual fue inferior al 2%. Esta
agua residual protege de dafios a la pared de las células microbianas.

La rehidrataciéon lenta al diminuir la concentracion del medio de
rehidratacion en un 50 % vy no re-hidratando directamente en agua
destilada.
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Los resultados de la cuantificacion el cianuro, antes y después del
tratamiento total de 15 dias, se muestran en el cuadro 7. Puede
observarse que las remociones de cianuro fueron en todos los casos
superiores al 95 % de remocidon del cianuro, estas altas remociones del
cianuro se deben al proceso de adaptacién del consorcio que se llevé a
cabo a hasta la tercera generacion con lo que se logré microorganismos
mas fuerte y eficientes en la remocion del cianuro (29).

El consorcio de microorganismos demostrdé tener alta eficiencia en
degradar cianuro, en concentraciones superiores a las reportadas por
Restrepo et al en estudios similares (14).

La propuesta de tratamiento se resume en la figura 1, para el tratamiento
de desechos del cianuro se propone como pretratamiento la lixiviacion del
desecho por tres dias, seguido del tratamiento por lagunas aireadas, con
tiempo de retencién (T;) , de 12 dias y aplicacion del liofilizado de
microorganismos en dosis de 500 g/m3 de desecho lixiviado. Como
mecanismo de aireacidn se recomienda aireacion con difusores,
manteniendo el oxigeno disuelto en por lo menos 1 mg/L. El tratamiento
debe complementarse aplicando cloruro de calcio, cloruro de magnesio y
cloruro de hierro como micronutrientes, en dosis de 0,250 L /m?3, (Ver el
diagrama del tratamiento en la siguiente pagina).

29



Influente
—>

Influente
—>

Y

Tanque de
lixiviacion

Volume
nde
tanques
de
lixiviaci
6n: 3m*
cada
uno.
Tr: 3
dias

Y

Tanque de
lixiviacién

Tanque de
dosificacion*

*Dosificacion de

microorganismos degradadores:

859/ m’

Efluente
A

Laguna aireada

Tr: 12 dias

T Q: 60 m¥dia

30



CONCLUSIONES

e La adaptacién del consorcio microbiano hasta la tercera generacion,
permiti® obtener microorganismos mas fuerte y eficientes en la
remocion del cianuro, logrando alcanzarse eficiencias de remocion del
95 al 98%.

e El consorcio microbiano autdctono obtenido para degradar cianuro
demuestra eliminar el cianuro de manera eficiente y econdmica, con
tiempos de retencién cortos de 15 dias.

e La alta densidad celular del extracto del consorcio microbiano superior
a 10° -10'! células/100 ml vy el proceso de sublimacién lento a
presiones entre 0,250 a 0,0054 milibares fueron las razones para que
se obtuvieran liéfilos con excelentes caracteristicas de recuperacion
entre 70% y 80%.

e Las concentraciones de cianuro eliminadas por el consorcio microbiano
(2500 mg/L), son superiores a las reportadas por estudios similares

(7).

e La lixiviacién previa del desecho de cianuro es indispensable para el
tratamiento aplicando el consorcio microbiano.

RECOMENDACIONES

Entre las principales recomendaciones de proyectos futuros pueden
resumirse las siguientes:

e Realizar estudios de recuperacibn de los liofilizados de
Microorganismos del cianuro para determinar su viabilidad a los 2, 4,
8, 12,16 y 20 ahos.

e Seguir en contacto con la Compaiiia Infinito para ofrecer vy
comercializar el consorcio biodegradador del cianuro.
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e Impartir un taller de liofilizacidon por afio para motivar a los estudiantes
de Ingenieria Ambiental y Biotecnologia que realicen trabajos de
graduacién en el campo de los desechos toxicos y otros.

e Seguir la metodologia de obtencién de microorganismos afines a un
sustrato para obtener microorganismos degradadores de desechos
como: Desechos lacteos, Grasa lactea, Desechos del petrdleo, Lodos
de tanques sépticos y Lagunas en general.
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APENDICE 1

ANALISIS DE CONTROL DIARIO DURANTE LA OBTENCION DE LOS
MICROORGSNISMOS Y SU ADAPTACION A DIFERENTES CONCENTRACIONES DE
CIANURO.
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Tabla 1. Parametros fisico quimicos de algunas muestras de cianuro
microorganismos. OCTUBRE 2008.

tratadas con

Fecha Muestra pH Temperatura oD
08-10-08 Tina 10.17 26.5 0.54
10-10-08 Tina 10.22 26.9 2.35
15-10-08 Tina 10.27 22.1 4.61
23-10-08 Tina 10.15 24.2 2.66
28-10-08 Tina 10.18 25.0 2.54
08-10-08 Cola 9.67 24.5 0.56
10-10-08 Cola 9.75 25.1 2.08
15-10-08 Cola 9.74 22.7 4.44
23-10-08 Cola 9.81 24.4 2.31
28-10-08 Cola 9.88 25.2 2.23

Tabla 2. Parametros fisico quimicos de algunas muestras de cianuro
microorganismos. FEBRERO 2009.

tratadas con

05-02-09 Tina 10.34 17.8 4.19
05-02-09 Coca 10.15 17.8 3.74
05-02-09 Control 10.42 18.4 3.78
07-02-09 Tina 9.82 18.9 3.76
07-02-09 Coca 10.02 18.9 3.50
12-02-09 Tina 10.28 18.1 4.02
12-02-09 Coca 9.83 18.1 4.02
16-02-09 Tina 10.01 22.1 4,03
16-02-09 Coca 9.80 22.0 3,70
24-02-09 Tina 9.65 22.7 3,68
24-02-09 Coca 9.80 22.8 5,54
28-02-09 Tina 9,80 22,7 3,89
Nuevo Montaje
26-02-09 Tina 10.30 21.9 4.17
26-02-09 Coca 10.20 21.9 3.80
27-02-09 Tina 9.63 21.8 2.30
27-02-09 Coca 9.39 21.7 2.38
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Tabla 3. Parametros fisico quimicos de algunas muestras de cianuro
tratadas con microorganismos. MARZO 2009

Fecha Muestra pH Temperatura oD
02-03-09 Coca 9.42 20.6 2.4
Tina 9.62 20.5 2.32

Coca 2 conc 9.94 20.3 2.30

Tina 9.56 21.0 2.28

Coca 9.33 21.7 2.42

05-03-09 Coca 9.33 19.8 2.29
Tina 9.57 20.1 2.18

Coca 2 conc 9.83 19.4 2.37

06-03-09 Tina 9.61 21.4 2.10
Coca 9.38 21.0 2.27

Coca 2 conc 9.78 21.0 2.28

08-03-09 Tina 9.60 20.4 2.00
Coca 9.38 20.0 2.20

Coca 2 conc 9.80 20.0 2.21

10-03-09 Tina 9.62 22.5 2.02
Coca 9.26 22.3 1.58

Coca 2 conc 9.63 21.6 2.40

11-03-09 Tina 9.41 22.7 2.22
Coca 9.19 22.4 2.18

Coca 2 conc 9.38 21.8 2.25

12-03-09 Tina 9.43 22.6 2.20
Coca 9.20 22.4 2.00

Coca 2 conc 9.41 21.7 2.16

17-03-09 Tina 9.34 21.8 2.53
Coca 9.23 21.6 2.17

Coca 2 conc 9.36 21.8 2.38

18-03-09 Tina 9.30 21.5 2.48
Coca 9.20 21.2 2.10

Coca 2 conc 9.28 21.5 2.20

18-03-09 Tina 9.37 19.8 2.33
Coca 9.32 19.7 2.19

Coca 2 conc 9.40 20.1 2.18

26-03-09 Tina 9.31 20.8 2.6
Coca 9.26 20.5 3.1

Coca 2 Conc 9.35 20.8 2.7

30-03-09 Tina 9.28 21.8 2.50




Tabla 4. Parametros fisico quimicos de algunas muestras de cianuro
tratadas con microorganismos. ABRIL 2009

Fecha Muestra pH Temperatura oD
01-04-09 Tina 9.25 23.8 2.51
Coca 9.28 23.9 2.60
Coca 2 9.30 23.8 2.50

Conc
02-04-09 Tina 8.94 23.2 2.76
Coca 2 9.00 23.1 2.57

Conc
Coca 8.90 23.1 2.55
Cubeta 9.95 22.9 2.76
03-04-09 Tina 8.97 24.6 2.68
Coca 2 8.84 24.5 2.63

Conc
Coca 8.89 24.7 2.41
Cubeta 9.68 24.2 2.82
13-04-09 Tina 9.10 21.2 2.7
Coca 2 8.98 23.0 2.5

Conc
Coca 9.06 22.8 2.49
Cubeta 8.45 23.2 2.70
16-04-09 Coca 9.07 21.9 3.14
Tina 9.13 22.0 3.68
Cubeta 8.68 22.4 2.70
Coca 2 conc 9.15 22.2 3.13
17-04-09 Coca 9.00 23.2 3.58
Tina 9.19 23.1 2.56
Cubeta 8.60 23.0 3.13
Coca 2 conc 9.10 23.0 3.65
23-04-09 Coca 8.45 21.9 3.13
Tina 8.50 22.1 3.58
Coca 2 conc 8.55 21.9 2.70
Cubeta 8.39 21.5 2.98
30-04-09 Coca 8.27 21.3 4.27
Tina 8.31 21.4 4.19
Coca 2 conc 8.33 21.6 2.68
Cubeta 8.46 21.2 3.39
Extracto de 8.16 21.2 0.18

cubeta Azul




Tabla 5. Parametros fisico quimicos de algunas muestras de cianuro
tratadas con microorganismos. MAYO, JUNIO Y JULIO 2009.

Fecha Muestra pH Temperatura oD
13-05-09 | Cubeta azul 9.37 23.3 1.27
Cubeta 9.37 23.7 0.52
Blanca
28-05-09 | Cubeta Azul 9.50 23.3
montado
(Q) 21-05-
09
28-05-09 Cubeta 9.60 23.2
Blanca (Q)
21-05-09
02-06-09 | Tina Roja 2 9.80 24.4 3.20
2 dia Réplica
04-06-09 | Tina Roja 2 9.36 24.0 3.00
3 dia Réplica
18-06-09 Tina Roja 9.87 24.1 3.60
medio
lactosado
21- 06-09 Tina con 10.03 25.2 2.79
Gelatina
(GE)
02-07-09 | Cubeta azul 10.19 24.1 3.47
1 Réplica
08-07-09 | Cubeta azul 10.10 23.0 3.26
1 Réplica
15-07-09 | Cubeta azul 10.00 23.5 3.40
1 Réplica
25-07-09 | Cubeta azul 9.84 2.31 3.38
1 Réplica
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Tabla 6. Parametros fisico quimicos de algunas muestras de cianuro
tratadas con microorganismos. SETIEMBRE 2009

Fecha

Muestra

pH

Temperatura

oD

10-09-09

Liquido de
28/05—-25/06

9.09

23.5

4.82

11-09-09

Liquido de
28/05—-25/06

9.05

24.6

4.82

14-09-09

Liquido de
28/05—-25/06

9.04

24.7

4.80

16-09-09

Liquido de
28/05—-25/06

9.06

24.4

0.20

17-09-09

Liquido de
28/05—-25/06

9.07

24.5

0.18

22-09-09

Liquido de
28/05—25/06
Resembrado

17-09-09

9.22

23.7

2.18

23-09-09

Liquido de
28/05—25/06
Resembrado

17-09-09

9.18

23.0

1.85

25-09-09

Liquido de
28/05—25/06
Resembrado

17-09-09

9.20

23.1

2.01

29-09-09

Liquido de
28/05—25/06
Resembrado

17-09-09

9.18

23.2

2.00

11-09-09

Tina
(Precipitado
28/05
—25/06

8.86

24.2

4.95

14-09-09

Tina
(Precipitado
28/05
—25/06

8.98

24.3

4.90

16-09-09

Tina
(Precipitado
28/05
—25/06

8.95

23.6

0.19

17-09-09

Tina
(Precipitado
28/05
—25/06

8.95

23.9

1.37

22-09-09

Tina

9.35

23.6

2.50
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(Precipitado
28/05
—25/06

23-09-09 Tina 9.39 22.0 3.81
(Precipitado
28/05
—25/06

25-09-09 Tina 9.32 22.1 3.20
(Precipitado
28/05
—25/06

29-09-09 Tina 9.30 22.2 3.10
(Precipitado
28/05
—25/06

TABLA 7. DIFERENTES GENERACIONES DE MICROORGANISMOS ADAPTADOS A
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CIANURO. SETIEMBRE 2009

Fecha Muestra pH Temperatura oD

24-09-09 | 28-05 —25-06
Montado: 9.16 24.0 1.73
10-09-09

24-09-09 Pp
28-05 —25-06
Primera

generacion 9.34 23.9

Resembrado 2.78
24-09-09
segunda

generacion (pp)

24-09-09 Tercera
generacion
28-05 —25-06 9.28 23.8 2.14
(pp)
Resembrado:
24-09-09

Segunda
generacion
24-09-09 28-05 —25-06
(pp) montado el 9.03 23.4 2.20
17-09-09 balde

negro

24-09-09 Pp




28-05 —25-06
Primera
generacion
montado
10-09-09 Tina
Roja

9.34

23.3

2.25

TABLA 8. SEGUNDA GENERACION DE MICROORGANISMOS ADAPTADOS A

DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CIANURO. OCTUBRE 2009

05-10-09

Tina
(Precipitado
28/05 —25/06

9.20

22.9

2.95

08-10-09

Tina
(Precipitado
28/05 —25/06

9.53

23.3

2.95

05-10-09

Liquido de
28/05—-25/06
Resembrado
17-09-09

9.28

24.1

2.10

10-10-09

Tina
(Precipitado
28/05
—25/06

9.60

23.6

5.06

05-10-09

Segunda
generacion de
tina Roja
28/05 —25/06
pp montado el
17/09/09

9.30

22.9

2.15

06-10-09

Segunda
generaciéon de
tina Roja
28/05 —25/06
pp montado el
17/09/09

9.25

23.1

2.20

08-10-09

Segunda
generacion de
tina Roja
28/05 —25/06
pp montado el
17/09/09

9.10

22.5

2.20
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TABLA 9. TERCERA GENERACIONES DE MICROORGANISMOS ADAPTADOS A
DIFERENTES CONCENTRACIONES DE CIANURO. OCTUBRE 2010

02-10-09 | Montaje del 01- 9.26 23.6 2.03
10-09

05-10-09 | Montaje del 01- 9.20 24.1 1.98
10-09

07-10-09 | Montaje del 01- 9.18 23.3 2.00
10-09

08-10-09 | Montaje del 01- 9.41 22.4 1.99
10-09

15-10-09 28-05 —»25-06
Liquido 9.31 23.7 1.81

montado 10-
09-09

Pp
28-05 —»25-06
15-10-09 Tercera

generacion 9.29 23.9 2.44
resembrada 24-
09-09

15-10-09 Tercera 9.30 23.8 1.82
generacion
28-05 —»25-06
Pp 24-09-09

15-10-09 Pp segunda
generacion
28-05 —»25-06 9.17 23.6 2.27
Montado 01-
10-09 tercera
generacion

15-10-09 PP

28-05 —»25-06
Tercera 9.53 22.7 2.39
generacion
montado 10-
09-09

22-10-09 Resembrada

24-09-09 pp

28-05 —»25-06 9.51 24.5 0.36
Tercera

generacion (25-
05 pp)

22-10-09 24-09-09 9.45 23.5 0.20
Tercera
generacion pp
28-05 —»25-06




22-10-09

Montado
01-10-09
(pp) 2 A
generacion
Tercera
generacion de
28-05 —»25-06

9.39

24.0

1.39

24-10-09

Pp
28-05 —»25-06
Primera
generacion
Tercera
montada
10-09-09

9.81

22.3

1.71

10-12-09

17-09-09
28-05 —»25-06
Liquido
Montado: 10-
09-09

9.84

22.9

1,78

10-12-09

Pp 2@ montado:
01-10-09
23-10-09

Generacion 28-

05 —25-06
Tercera
generacion

9.68

23.0

1,60

10-12-09

Tercera
generacion

9.82

21.6

10-12-09

Precipitado
13/08 —=03/09
Tercera
generacion

9.72

22.5

23-12-
09

Precipitado
13/08 —=03/09
Tercera
generacion

8.6

22.7

1,54
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