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acid mine drainage

Resumen

La biolixiviacidn, usando consorcios microbianos, es considera una alternativa
ecoeficiente y de bajo costo para la recuperacidén de metales a partir de minerales
de baja ley. En este estudio, se realizo la caracterizacion fisiologica y molecular de
consorcios microbianos psicrotolerantes lixiviantes (CMPL), aislados de drenajes aci-
dos de minas de cuatro localidades mineras de las provincias de Pasco y Huarochiri,
Peru, ubicados sobre los 4200 m de altitud. Se aislaron seis consorcios adaptados a
medio 9K con ion ferroso y medio basal 9K con CuS al 0.5% p/v a 15 °C. Se evidencid
la liberacion de cobre en todos los consorcios. El CMPL con mejor crecimiento, pre-
sentd una recuperacién de cobre de 12.47% en 30 dias de evaluacion. Los analisis
de la secuenciacion del gen ARNr 16S de la comunidad bacteriana, mostraron que
los CMPL estan dominados por el género Acidithiobacillus, seguido de Acidiphilium.
En conclusiodn, se obtuvieron consorcios que pueden ser aplicados en biolixiviacién
de cobre en la mineria altoandina.

Abstract
Bioleaching, using microbial consortia, is regarded as an eco-efficient and cost-
effective alternative for the recovery of metals from low-grade ores. In this study, we
conducted physiological and molecular characterization of psychrotolerant leaching
microbial consortia (PLMC) isolated from acid mine drainage in four mining sites
within the Pasco and Huarochiri provinces of Peru, situated at altitudes above 4200
meters. Six consortia adapted to a medium containing ferrous ions (9K medium) and
a basal medium with 0.5% w/v CuS at 15°C were isolated. All consortia exhibited
copper release. The PLMC with the most robust growth achieved a copper recovery
of 12.47% within 30 days of evaluation. 16S rRNA gene sequencing analysis of the
bacterial community revealed that the PLMCs were predominantly dominated by the
genus Acidithiobacillus, followed by Acidiphilium. In conclusion, consortia suitable
for copper biolixiviation in high-altitude mining contexts were successfully obtained.

Palabras claves:
Biolixiviacidn, consorcios lixiviantes, psicrotolerantes, cobre, mineria altoandina.

Keywords:
Bioleaching, leaching consortia, psicrotolerant, copper, High-Andean mining.

Introduccion

La biolixiviaciéon consiste en el uso de microorganismos para ex-
traer metales a partir de minerales y concentrados. Este proceso uti-
liza la capacidad natural de los microorganismos para transformar
los metales presentes en el mineral a una forma soluble (Brierley &
Brierley 2013). Este tipo de tecnologia ha captado considerablemente
el interés debido a los beneficios econémicos y por ser ecolégicamente
amigable. Es asi como se aplica principalmente en la recuperacion de
cobre y oro, siendo responsable del 20 - 25% de la produccién mun-
dial de cobre (Watling 2006; Panda et al. 2015).
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Varios estudios han evidenciado la alta eficiencia de
la biolixiviacién en la recuperacion de metales, con ta-
sas superiores al 80%, mediante el uso de bacterias qui-
miolitotroficas acidoéfilas, tanto en cepas individuales
como en consorcios (cultivos mixtos) (Petersen & Dixon
2007; Rawlings & Johnson 2007; Brierley & Brierley
2013). En particular, las bacterias oxidantes de hierroy
azufre son ampliamente utilizadas en estos procesos de
biolixiviacion, siendo las especies de Acidithiobacillus
de las mas eficientes y empleadas. Actualmente, el uso
de consorcios bacterianos autdctonos de yacimientos,
drenajes acidos, pilas de sulfuro o depositos de mine-
rales ha tomado relevancia debido a su eficiencia como
catalizadores de biolixiviacion. Estos microorganismos
al estar adaptados a un ambiente natural con altas con-
centraciones de metales responderian eficazmente al
aumento progresivo de elementos principales durante
los procesos de biolixiviacion a gran escala (Watling
2006; Romo et al. 2013). Entre los consorcios de bac-
terias aciddfilas mas empleados y estudiados, destacan
los conformados por Acidithiobacillus ferrooxidans y
Acidithiobacillus thiooxidans, y también aquellos que
incluyen a Leptospirillum ferrooxidans. Estos consorcios
han mostrado resultados favorables para la extraccién
de cobre a partir de minerales de baja ley (Romo et al.
2013; Sajjad et al. 2018).

Los consorcios microbianos utilizados industrial-
mente en el procesamiento de sulfuros de cobre suelen
operar a condiciones mesofilicas y termofilicas (Wat-
ling 2006). En Sudamérica, particularmente en Chile
y Perq, la mineria se concentra en zonas altoandinas,
las cuales presentan condiciones ambientales desfavo-
rables para la biolixiviacién, tales como bajas tempe-
raturas, baja presion atmosférica, escasez de oxigeno
y altos indices de radiacion. Bajo estas condiciones los
procesos de biolixiviacién a nivel industrial son afecta-
dos significativamente en su eficiencia. Especialmente
las bajas temperaturas (<10 °C) tienen un efecto directo
ya que los microorganismos meséfilos no son capaces
de generar suficiente ion férrico (Fe®*) a estas tempe-
raturas, el cual es el factor principal de lixiviacién en
estos procesos (Escobar et al. 2010). Por lo tanto, una
opcion prometedora para mejorar la biomineria en las
regiones altoandinas, seria el uso de microorganismos
acidéfilos autéctonos adaptados a estas condiciones ex-
tremas, como los psicréfilos o psicrotolerantes, y que
sean capaces de lixiviar minerales sulfurados para la
recuperacion de metales de baja ley.

Existen algunos reportes de microorganismos li-
xiviantes en minas peruanas abandonadas a gran al-
titud, entre ellas, Acidithiobacillus ferrivorans PQ33
(Ccorahua-Santo et al. 2017) que destaca como una
cepa psicrotolerante, capaz de realizar la biolixiviacion
de minerales sulfurados eficientemente a bajas tempe-
raturas (< 5 °C) (Liljeqvist et al. 2011; Ccorahua-Santo
et al. 2017; Peng et al. 2017). Sin embargo, las inicia-
tivas de busqueda de microorganismos lixiviantes au-
toctonos y eficientes a bajas temperaturas son pocas y
en general se restringen al uso de cepas individuales a
nivel de laboratorio, a pesar de que el disefio y uso de

consorcios microbianos lixiviantes autéctonos de la mi-
neria altoandina mejoraria la extraccion de metales de
interés comercial, como el cobre, para su aplicacion a
escala industrial.

Por lo anterior, este trabajo describe el aislamiento
y caracterizacion de seis consorcios microbianos psi-
crotolerantes lixiviantes de sulfuro de cobre, obtenidos
de drenajes acidos en localidades mineras del Peru.
Ademas, la capacidad de estos consorcios es evaluada
para la biolixiviacién del sulfuro de cobre. Asimismo,
la composiciéon microbiana es determinada mediante
secuenciacion del gen ARNr 16S de la comunidad. Este
estudio pretende ser una referencia util para determi-
nar consorcios adecuados para la extraccion de cobre a
partir de minerales sulfurados, con el fin de aplicarlo en
la biomineria altoandina.

Material y métodos

Area de estudio. El muestreo de drenajes 4cidos de
minas (DAM) se realizé en cuatro localidades mineras
del Pert (Fig. 1). Tres de estas localidades se ubican en
la provincia y departamento de Pasco, e incluyen a dos
lagunas 4cidas y un arroyo de DAM. Las lagunas acidas
de estudio corresponden a lalaguna Yanamate y la lagu-
na Quiulacocha, las cuales son usadas como depdsitos
de relaves mineros, y estan ubicadas en los distritos de
Tinyahuarco y Simdn Bolivar, respectivamente. El arro-
yo de DAM se encuentra en la localidad de Huardn, en el
distrito de Huayllay, en las cercanias de la relavera ope-
rada por la compafiia Pan American Silver Peru S.A.C.
La ultima localidad se encuentra ubicada en el centro
poblado San José de Parac, en el distrito de San Mateo,
provincia de Huarochiri, departamento de Lima. En esta
localidad, se muestre6 un arroyo de DAM proveniente
de los pasivos ambientales mineros de la Compaiifa Mi-
nera Millotingo.

Muestreo. Las muestras de DAM se colectaron usan-
do frascos de plastico estériles de 1 L y transportadas
en una caja en frio hasta el laboratorio, donde fueron
guardadas a 4 °C hasta su procesamiento. Se tomaron
datos de las coordenadas de cada sitio de muestreo y se
realizaron las mediciones in situ de las variables fisico-
quimicas del agua, como el pH y temperatura. En total,
se recolectaron seis muestras de DAM de las cuatro lo-
calidades mineras. Esto incluy6 una muestra de la lagu-
na Yanamate, tres muestras de la laguna Quiulacocha, y
dos muestras de arroyos de DAM, uno en la localidad de
Huarén (Pasco) y otro en San José de Parac (Huarochi-
ri). En lalaguna Quiulacocha, se tomaron en tres puntos
diferentes, una en la entrada del agua proveniente de
la relavera y dos en cada extremo opuesto de la laguna.

Aislamiento de consorcios microbianos psicro-
tolerantes lixiviantes (CMPL). Las muestras de DAM
se sembraron al 20% v/v en medio de cultivo 9K mo-
dificado compuesto por 3.33% p/v FeSO,7H,0, 0.04%
p/v MgS0,7H,0, 0.01% p/v (NH,),SO,, 0.004% p/v KH-
,PO, a pH 1.85 (Varela et al. 1998; Ramirez et al. 2004).
Los cultivos se incubaron inicialmente a 28 °C con agi-
tacion constante de 180 rpm, hasta que se evidencié la
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oxidacién del ion ferroso. Posteriormente, se realizaron
resiembras y los cultivos fueron adaptados a una tem-
peratura de 15 °C durante un maximo de 15 dias de in-
cubacién a 180 rpm. Se evaluaron las cinéticas de creci-
miento de los consorcios adaptados a 15 °C, mediante el
recuento de células viables utilizando la cAmara de re-
cuento Petroff-Hausser y un microscopio Leica DM750.

Cultivo de CMPL en medio suplementado con sul-
furo de cobre. A partir de los consorcios en fase expo-
nencial en medio 9K modificado a 15 °C (~ 2.5x108 célu-
las/mL), se centrifugaron 100 mL del cultivo y las células
recuperadas se lavaron tres veces con agua acida (pH
2.5) para eliminar restos del medio de cultivo. Luego, se
resuspendieron en 1 mL de agua 4cida para obtener los
indculos iniciales. Estos in6culos se cultivaron en matra-
ces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL de medio base
9K, compuesto por 0.04% p/v MgSO0,.7H,0, 0.01% p/v
NH, (S0,),y 0.004% p/v KH_PO,, ajustado a pH 2.5; y con
sulfuro de cobre (Sigma-Aldrich) al 0.5% p/v (Ramirez
et al. 2004; Ccorahua-Santo et al. 2017). Los cultivos se
incubaron a 15 °C a 180 rpm durante 30 - 60 dias. Una
vez adaptadas al medio de cultivo, se monitoreo la cinéti-
ca de crecimiento cada 7 dias durante 63 dias.

Evaluacion de la capacidad de oxidacion del sul-
furo de cobre. La evaluacion de la cinética de libera-
cion de cobre a 15 °C se realizd segun el método pro-
puesto por (Bernaldo 2016). Para este fin, se seleccion6
uno de los CMPL con el mejor comportamiento de cre-
cimiento. Los experimentos se llevaron a cabo por tri-
plicado. Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 mL,
en los que se administraron 199 mL de medio base 9K
suplementado con CuS al 0.5% p/vy 1 mL del in6culo
de células resuspendido, obteniendo para el inicio de la
prueba una concentracion inicial de ~3.4x107 células/
mL. Los matraces se incubaron durante 30 dias a una
temperatura de 15 °C y en agitacién constante de 180
rpm. Se tomaron muestras del sobrenadante en los 0,
7,15, 22 y 30 dias, las cuales fueron filtradas utilizando
filtros de jeringa estériles de 0.22 um en tubos centri-
fuga de 50 mL. Ademas, se realizaron recuentos celu-
lares por triplicado en la camara de Petroff-Hauser en
los dias mencionados. Para la cuantificaciéon de cobre
liberado, se analizaron las muestras filtradas mediante
un espectrofotometro de absorcién atémica de flama
(Shimadzu AA-700).

Extraccion de ADN y secuenciamiento de ARNr
16S. A partir de los seis consorcios cultivados en medio
base 9K suplementado con CuS al 0.5% p/v, incubados
a 15 °C durante un promedio de 30 dias, se recupera-
ron las células mediante centrifugaciéon a 7500 rpm por
10 minutos a 10 °C. Seguido de lavados celulares con
agua acida (pH 2.5) mediante centrifugaciones a 13000
rpm, para finalmente eliminar el sobrenadante y obte-
ner solo el pellet. Se extrajo el ADN genémico usando
el GenElute™ Bacterial Genomic DNA Kit (Sigma), si-
guiendo las instrucciones del fabricante. Se cuantific6
la concentracién mediante un fluorémetro Qubit (Ther-
mo Fisher Scientific) y se evalu6 la integridad mediante
electroforesis en agarosa. Se extrajo el ADN de los seis

consorcios por triplicado. La region V3-V4 de los genes
ARNT 16S fue amplificada utilizando los siguientes ce-
badores: 341F (5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3") y 805R
(5'-GACTACHVGGGTATCTAATCC-3"). La preparacién de
bibliotecas genémicas de ARNr 16S y la secuenciacion
se llevaron a cabo siguiendo el protocolo estandar de
[llumina (Illumina Inc 2013). La secuenciacién se rea-
liz6 en una plataforma [llumina MiSeq (Illumina, USA).
Las bibliotecas se secuenciaron como lecturas de extre-
mos emparejados de 2 x 250 pb. Las secuencias sin pro-
cesar de las bibliotecas gendmicas se depositaron en la
base de datos NCBI BioProject (PRJINA854680).

Analisis bioinformatico. Las secuencias obteni-
das se procesaron con el software QIIME2 v. 2021.8.
La calidad de las secuencias sin procesar se comprobd
mediante graficos de calidad interactivos, con el fin de
obtener valores para el recorte y el truncamiento de se-
cuencias. La configuracién predeterminada de DADA2
dentro de QIIME2 se utiliz6 para detectar, corregir erro-
res de secuenciacion, filtrar lecturas de phiX y secuen-
cias quiméricas, unir lecturas de extremos de pares y
secuencias desreplicadas. DADA2 se ejecut6 utilizando
el comando denoise-single, con muestras truncadas en
243 nucleétidos (trunc-len 243), para eliminar las ba-
ses con una puntuacién de baja calidad (puntuacién
de calidad media <30). Todos los demds parametros se
establecieron por defecto. A continuacion, las lecturas
de extremos emparejados se fusionaron para producir
variantes de secuencia de amplicén (ASV). La anotacion
taxonomica de los ASV se realiz6 con base en RESCRIPt
(Robeson et al. 2021) en QIIME2 utilizando un clasifi-
cador Naive-Bayes entrenado en la regiéon V3-V4 en la
base de datos de referencia SILVA SSU NR99 (versién
138) (Quast et al. 2012). Se eliminaron las secuencias
mitocondriales y de cloroplastos, asi como los ASV con
una abundancia relativa inferior al 0.01%.

Analisis de datos. El andlisis de los ASV se realiz6 en
R version 4.1.2 utilizando los paquetes phyloseq, vegan
y microbiome. Los datos fueron convertidos a un objeto
phyloseq. La abundancia relativa de los diferentes ta-
xones se determiné mediante la funcion de transform
“compositional” incluida en el paquete de microbiome,
después de la normalizacién mediante enrarecimiento.
La diversidad alfa fue analizada usando los paquetes
vegan y microbiome. Se calcularon los indices de diver-
sidad alfa Chao 1 y Shannon. Se realiz6 una prueba de
ANOVA y de post-hoc Tukey, para verificar diferencias
significativas (p < 0.05) en los indices de diversidad alfa
entre los consorcios. Adicionalmente, se realizé un ana-
lisis de correlacién Pearson entre el indice de Shannon
de los consorcios y el pH del DAM de donde fue aisla-
do. La diversidad beta se estimé mediante la métrica
de disimilitud de Bray-Curtis, para comparar las dife-
rencias entre cada consorcio en funcién del nimero de
secuencias por ASV y se visualizd a través del analisis
de coordenadas principales (PCoA) usando el paquete
vegan. El andlisis estadistico se llevo a cabo mediante el
analisis multivariante permutado de la varianza (PER-
MANOVA), utilizando la funcién adonis2 implementada
en el paquete vegan.
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Resultados

Caracteristicas fisicoquimicas de los DAM. Todos
los sitios de muestreo se ubicaron a sobre los 4200 m de
altitud, y compartieron caracteristicas comunes, como
un pH acido (<5) y temperaturas frias (<16 °C), tal como
se muestra en la Tabla 1. Ademas, se observaron colo-
raciones naranja-rojiza caracteristicas de los DAM (Fig.
1), debido a su estado de oxidacién. En la provincia de

76°1 '.I'O"W

76°1 ?'O'W

Pasco, los niveles de pH oscilaron entre 2.5 y 4.5, siendo
el valor mas bajo registrado en la Laguna Quiulacocha y
el mas alto en la localidad de Huarén. Las temperaturas
de los DAM variaron entre 10.9 °C y 16 °C, con el valor
mas bajo registrado en la Laguna Yanamate y el mas alto
en la Laguna Quiulacocha. En la provincia de Huarochiri,
el DAM de la localidad de San José de Parac presenté un
pH de 3.9 y una temperatura de 12.5 °C.
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Figura 1. Mapa de ubicacion de los sitios de muestreo de drenajes dcidos de mina en el departamento de Pasco y Lima. En Pasco, los sitios
de muestreo se localizaron en la laguna Yanamate, laguna Quiulacocha y drenajes acidos de Huarén. En Lima, se muestrearon en localidad

de San José de Parac (provincia de Huarochiri).

Tabla 1. Coordenadas (WGS84) y pardmetros fisicoquimicos de los sitios de muestreo de aguas acidas en
las provincias de Pasco y Huarochiri, Perd.

Localidad Provincia Coordenadas (UTM) Altitud (m) pH Temperatura (°C)
Laguna Yanamate Pasco 18L 363579 8815122 4354 2.7 10.9
Laguna Quiulacocha Pasco 18L 360013 8816610 4290 2.5 16
Laguna Quiulacocha Pasco 18L 359994 8816668 4286 2.5 14.5
Laguna Quiulacocha Pasco 18L 359517 8816486 4284 2.4 15
Huarén Pasco 18L 347752 8783082 4438 4.5 13

San José de Parac Huarochiri 18L 365512 8689555 4323 3.9 12.5
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Consorcios microbianos psicrotolerante lixivian-
tes (CMPL). Se obtuvieron seis CMPL: LQ.P1.1, LQ.P2.1,
LQ.P3.1 de la laguna Quiulacocha, LY.P2.2 de la laguna
Yanamate, RH.P1.2 de relaves de Huarén y S].P1.2 de los
pasivos de San José de Parac. Todos los consorcios mos-
traron crecimiento a 28 y 15 °C en medio 9K modifica-
do. Las muestras de la laguna Quiulacocha se adaptaron
mas rapido en comparacion a otros sitios de muestreo,
teniendo crecimiento inicial a los seis dias de incubacién
a 28 °C. En cambio, las muestras de la relavera de Huarén
presentaron un crecimiento inicial a los 18 dias de in-
cubacion. Los consorcios adaptados al medio 9K a 15°C,
alcanzaron su fase estacionaria a los 7 a 9 dias de incuba-
cién y una concentracion celular maxima entre 2.3x10°8
y 2.8x108 células/mL (Fig. 2A). Los CMPL con mejores
patrones de crecimiento en medio 9K a 15 °C fueron: LQ.
P1.1,LQ. P2.1y LQ. P3.1.

A 30-
251

204

x107 Células / mL
@

Los seis CMPL presentaron crecimiento en medio
base 9K suplementado con CuS al 0.5% p/v, a los 30
dias de la incubacion inicial, evidenciado por el viraje
de transparente a color celeste. Los CMPL adaptados al
medio a 15 °C, entraron en la fase logaritmica el dia 14 y
ala estacionaria entre el dia 30 y 35 (Fig. 2B), alcanzan-
do concentraciones celulares entre 2.3 x10% y 2.8 x10°8
células/mL. El consorcio LQ.P3.1 present6 el mejor
comportamiento de crecimiento, con un menor tiem-
po de duplicacion (18.25 dias) y altas concentraciones
celulares (2.8 x108 células/mL). En cambio, el consor-
cio LY.P2.2, present6 el mayor tiempo de duplicacion
(22.08 dias) y menores concentraciones celulares (2.3
x108células/mL).

= LQ.P11
@ LQ.P2.1
& LQ.P3.1
¥ RH.A1.2

SJ.P1.2
O LY.P22

x107 Células / mL

B LQ.P11
@ LQ.P2.1
& LQ.P3.1
¥ RH.P1.2

SJ.P1.2
O LY.P22

35 42 49 56 63

Tiempo (dias)

Figura 2. Cinética de crecimiento de los seis consorcios microbianos psicrotolerantes lixiviantes a
15 °C. (A) Crecimiento en medio modificado 9K. (B) Crecimiento en medio base 9K suplementado

con CuS al 0.5% p/v.
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Recuperacion de Cu soluble. El consorcio LQ.P3.1,
fue usado para cinética de liberaciéon de cobre (II). El
rendimiento fue de 23.78 mg/L por cada 107 células/
mL y la liberacién de aproximadamente 562.68 mg/L
de cobre por acciéon microbiana a los 30 dias.

En la Figura 3, se muestra un aumento progresivo
y significativo de la concentracién de cobre soluble a
partir del dia 7 a medida que la concentracién celular
aumenta. Alcanzando una maxima concentracién a los
30 dias de evaluacion, representando una recuperaciéon
de cobre de 12.47%.

. 7
700+ @ Recuento de células (x10" cél/mL)

. r25
# Cobre liberado (mg/L)
600+ L0
— o
= 5001 <,
<) L
£ °Q
= 4004 c
3 108
O 3007 3
=
200 [
100+ T T —+0

O 5 10 15 20 25 30
Dia
Figura 3. Cinética de liberacién de cobre (Il) del consorcio LQ.P3.1
en medio base 9K suplementado con CuS al 0.5 % p/v.

Estructura bacteriana de los CMPL. Se analizé el
perfil taxonémico de los seis consorcios que desarro-
llaron en el medio con sulfuro de cobre, siguiendo un
enfoque independiente del cultivo basado en la secuen-
ciacion de alto rendimiento de la region hipervariable
V3-V4 de los amplicones de ARNr 16S. El secuencia-
miento generd un total de 11517839 lecturas de extre-
mo de par sin procesar de 250 pb para 18 muestras, con
un promedio de 639879 (487009 - 876750) lecturas
por muestra. Después de la eliminacién de ruido usando
DADA?2 de QIIMEZ2, quedaron un promedio de 448682
(308829 - 606665) lecturas. Una vez que se completd
la asignacion taxondmica, se eliminaron secuencias co-
rrespondientes de mitocondrias y cloroplastos, y las de
baja abundancia relativa (<0.01%). En total se obtuvie-
ron 40 ASV, entre 17 y 32 ASV por consorcio, compar-
tiendo entre todos 9 ASV.

Se observd que Proteobacteria fue el inico phylum
presente en todos los consorcios (100%). Mientras que,
anivel de género, la mayor parte de la diversidad se cap-
turé dentro de: Acidithiobacillus y Acidiphilium (Fig. 4).
Acidithiobacillus presenté una abundancia superior al
72% en todos los consorcios, con un maximo de 97.43%
en el consorcio LY.P2.2. En cambio, Acidiphilium pre-
sent6 abundancias entre 2.57 y 27%, siendo mayor en
los consorcios LQP1.1 y LQP2.1. Los ASV identificados
como especie, mostraron un predominio de Acidithio-
bacillus ferrooxidans (21.06 - 97.33%) en todos los

consorcios (Tabla 2). Ademas, se encontré Acidithioba-
cillus ferrivorans en los consorcios LQ.P3.1y S].P1.2, en
porcentajes bajos, 0.03 y 0.38% respectivamente. Otros
ASV fueron identificados so6lo hasta género (Acidithio-
bacillus), con una abundancia relativa entre 1.19% (LQ.
P1.1) y 66.81% (S].P1.2). En el caso del género Acidiphi-
lium, todos los ASV se clasificaron hasta género o como
bacteria no cultivable.

100

7

(&2

5

Abudancia relativa (%)
o

2

o

LQP1.1 LQP2.1 LQP3.1 LYP2.2 RH1.2 SJP1.2
Consorcio
Acidiphilium B Acidithiobacillus

Figura 4. Composicion de la comunidad bacteriana de los seis CMPL
a nivel de género, expresada en abundancia relativa.

Un analisis de rarefaccién realizado para cada con-
junto de datos de secuencias de los consorcios, mostra-
ron curvas que alcanzaron una meseta para todas las
muestras, lo que sugiere que el tamafio de la muestra fue
lo suficientemente grande para representar la diversidad
bacteriana en cada muestra. La evaluacion de diversidad
alfa basada en los ASV totales encontrados en cada grupo
de consorcios, presenté indices de diversidad de Shan-
non muy bajos (<2) y diferentes en los consorcios, con
valores promedios entre 0.56 y 1.67 (Fig. 5).

La diversidad del consorcio RH.P1.2 fue significativa-
mente menor en comparacién con los otros consorcios.
En cambio, los consorcios aislados de la laguna Quiula-
cocha (LQ.P1.1, LQ.P2.1 y LQ.P3.1), presentaron mayor
diversidad (1.39 - 1.67) que los otros consorcios, cuyos
valores fueron significativamente diferentes (p <0.05) a
los consorcios RH.P1.2 y LY.P2.2.

El indice de diversidad del consorcio LQ.P3.1 fue ma-
yor a los otros consorcios y presento diferencias significa-
tivas con los consorcios RH1.2, LY2.2 y SJP1.2. En relacién
al indice de Chao 1, se observa que el consorcio LQ.P3.1
presenta la mayor riqueza estimada de ASV, con un valor
maximo de 30. Ademas, la mayoria de los consorcios tienen
una riqueza estimada entre 19 y 23, excepto el consorcio
LY.P2.2 que tiene una riqueza estimada de 14 - 15, signi-
ficativamente menor en comparacion a LY.P2.2 y LQ.P3.1.
El andlisis de correlacion Pearson entre la diversidad y el

006 / 010

REVISTA PERUANA DE BIOLOGIA 30(3): E25317 (SEPTIEMBRE 2023)



CONSORCIOS MICROBIANOS LIXIVIANTES DE SULFURO DE COBRE AISLADOS DE DRENAJES ACIDOS DE MINAS ALTOANDINAS

Tabla 2. Abundancia relativa (%) de taxones presentes en los seis CMPL aislados de DAM.

Taxon LQ.P1.1 LQ.p2.1 LQ.p3.1 LY.P2.2 RH.P1.2 SJP.P1.2
Acidithiobacillus 73.00 79.65 92.53 97.43 91.11 88.26
Acidithiobacillus sp. 1.19 2.56 5.55 0.10 0.19 66.81
Acidithiobacillus ferrivorans 0.00 0.00 0.03 0.00 0.00 0.38
Acidithiobacillus ferrooxidans 71.80 77.09 86.95 97.33 90.92 21.06
Acidiphilium 27.00 20.35 7.47 2.57 8.89 11.74
Chao1 Shannon
30 [
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Figura 5. Analisis de la diversidad alfa de la comunidad bacteriana de los CMPL, de la laguna Quiulacocha en color verde, de la laguna
Yanamate en morado, de los drenajes de Huardn en rojo, y de San José de Parac en celeste.
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Figura 6. Analisis de coordenadas principales (PCoA) de la distancia de Bray-Curtis de la comu-
nidad de los CMPL, en relacién con la ubicacién de la muestra de DAM en la que se aislaron.
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pH del ambiente natural de los consorcios, mostraron una
relacion lineal inversa significativa (p = 0.00064) con un
coeficiente de determinacién (R?) de 0.53, lo que nos su-
giere que la diversidad de los consorcios recuperados de
ambientes de menor pH (<3), es mayor a comparacion de
los recuperados a un pH mayor de 3.

El andlisis de coordenadas principales (PCoA) basado
en las distancias de Bray-Curtis (Fig. 6) evidenci6 nota-
bles diferencias en la estructura de la comunidad bacte-
riana de los CMPL, en funcién a la localizacién geografica
de muestreo. Se observé una agrupacién que incluy6 a
los CMPL de Quiulacocha (LQ.P1.1, LQ.P2.1, LQ.P3.1) y
Huarén (RH.P1.2), mientras que separdé a los de Yanama-
te (LY.P2.2) y San José de Parac (S].P1.2) en dos grupos
distintos. Estos anadlisis revelaron que la comunidad bac-
teriana de los CMPL de Quiulacocha y Huarén difieren de
los de Yanamate y San José de Parac. Esta diferencia fue
respaldada por el andlisis PERMANOVA, que confirm¢ la
existencia de diferencias significativas (p = 0.001) entre
las comunidades microbiana de los diferentes CMPL.

Discusion

Los drenajes acidos de mina generalmente estan
habitados por microorganismos acidoéfilos oxidantes
de hierro y azufre. Entre los géneros mas comunes que
habitan estos entornos, se encuentran Acidithiobacillus,
Leptospirillum y Acidiphilium (Chen et al. 2015; Mén-
dez-Garcia et al. 2015). El medio base 9K suplementado
con CusS, permitié la seleccién y crecimiento de especies
de Acidithiobacillus y Acidiphilium presentes en los dre-
najes de las cuatro localidades muestreadas. Los seis
CMPL formados principalmente por ambos géneros,
presentaron crecimiento y lixiviaron sulfuro de cobre a
una temperatura de 15 °C, permitiendo la recuperacion
de cobre de hasta el 12.47%.

Después de 30 a 35 dias de evaluaciéon, los CMPL
alcanzaron concentraciones entre 2.3 x10% y 2.8 x108
células/mlL, valores cercanos a lo obtenido por el con-
sorcio MH] evaluado por Peng et al. (2021) para la
biolixiviaciéon de calcopirita a 6 °C. Estos consorcios,
conformados principalmente por Acidithiobacillus spp.
y Sulfobacillus spp., presentaron concentraciones ce-
lulares maximas entre 2.2 x 108 células/mL en 60 dias
de evaluacién. Ademas, presentaron una recuperacién
de cobre de 11.2% en 44 dias, resultado cercano al ob-
tenido por LQ.P3.1 de 12.47% en 30 dias a 15 °C. En
otro estudio, utilizaron el consorcio T7 para lixiviar un
concentrado de calcopirita, donde se logré recuperar el
16% del cobre en 62 dias, cuya composicién estuvo do-
minada por A. ferrivorans (Liljeqvist et al. 2013). Repor-
tes muestran que A. ferrivorans tiene la capacidad de
oxidar el Fe** con mas eficaciaa 5 °C que A. ferrooxidans
(Dopson et al. 2007); por ende, se obtiene una mayor
tasa de lixiviacién a bajas temperaturas. Es importante
destacar que la temperatura y el tipo de mineral pue-
den ser factores determinantes en la recuperacién de
cobre durante la lixiviacién (Watling 2006). En el caso
de los estudios previos mencionados, estos se llevaron
a cabo a temperaturas mas bajas, en tiempos mas pro-

longados y con diferentes tipos de minerales en compa-
racion con las evaluaciones realizadas en este estudio,
lo que podria explicar las diferencias en la recuperacién
de cobre obtenidas. No obstante, en el caso de LQ.P3.1
se evidenci6 una mejora significativa en la recuperacion
de cobre (12.47%), lo que sugiere que los microorga-
nismos presentes podrian estar mejorando la disolu-
cion del sulfuro de cobre.

La diversidad alfa fue menor en los CMPL aislados
de DAM con pH mayor a 3. El pH es uno de los princi-
pales factores ambientales involucrados en el ensam-
blaje de las comunidades microbianas asociadas a los
DAM, por lo tanto, impulsan las variaciones de la diver-
sidad en estos sitios (Kuang et al. 2013; Méndez-Garcia
et al. 2015). Esto fue evidenciado en la estructura de la
comunidad de los CMPL, los cuales fueron diferentes a
SJP1.2, aislado de un DAM mayor a pH 3. Asimismo, la
composicion quimica del DAM suele influir en la compo-
sicién de microbiana en estos entornos. El crecimiento
de todos los CMPL en el medio suplementado con CuS
al 0.5% p/v, podria haberse facilitado por la exposicién
previa a concentraciones elevadas de diferentes metales,
incluyendo el cobre, en su habitat natural ubicadas en
zonas de relaveras mineras. Es probable que estos mi-
croorganismos hayan desarrollado mecanismos de resis-
tencia al estrés del cobre, tal como se ha reportado para
A. ferrivorans (Ccorahua-Santo et al. 2017; Barahona et
al. 2020). La laguna Yanamate, ha recibido por muchos
afios desechos de la actividad minera, generando que sus
aguas presenten pH extremadamente acido (<3) y altas
cantidades de metales pesados como el arsénico, cadmio
y plomo, que sobrepasan los limites maximos permisi-
bles de los estdndares nacionales de calidad ambiental
(ECAs) (Wifdkirchen et al. 2005; Baylon Coritoma et al.
2018). La calidad mala del agua puede ser perjudicial
para la biodiversidad, como lo reportado en las comuni-
dades fitoplancténicas en esta laguna (Baylon Coritoma
et al. 2018). De la misma forma, estaria sucediendo con
la comunidad bacteriana, permitiendo sélo el desarrollo
de microorganismos quimiolitotréficos acidéfilos. Esto
se reflejo en el consorcio recuperados de esta laguna, el
cual presentd la mayor abundancia de Acidithiobacillus, y
una baja diversidad microbiana.

Los analisis metagen6micos previos realizados en
DAM muestran una predominancia del género Acidithio-
bacillus en ambientes frios (Bernaldo 2016). Liljeqvist
et al. (2015), evidenciaron en DAM de baja temperatu-
ra, secuencias similares a especies de Acidithiobacillus,
una especie similar a Acidobacteria y una especie similar
a Gallionellaceae, siendo el microorganismo mas abun-
dante, A. ferrivorans. La presencia de estos taxones, en
su mayoria, fue evidenciada en los CMPL analizados, te-
niendo al género Acidithiobacillus como el mas abundan-
te. Acidiphilium fue el segundo género mas abundante en
todos los consorcios. Este género también se encuentra
ampliamente representados en entornos de DAM, son
heterotréficos metabolizadores de hierro y puede pros-
perar en consorcio con A. ferrooxidans, promoviendo
su crecimiento (Liu et al. 2011). Los heterétrofos crean
ambientes adecuados para el crecimiento de oxidantes
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de hierro mediante la eliminacién de componentes or-
ganicos (lisados, exudados) que pueden ser toxicos para
los autétrofos (Bacelar-nicolau and Johnson 1999) y, por
lo tanto, afecten en la tasa de lixiviacion de los sulfuros
metalicos (Johnson 2001). Peng et al. (2008) reportaron
que Acidiphilium sp. PJH, posee la capacidad de lixiviar
calcopirita a 40 °C y puede mejorar la tasa de lixiviacion
hasta en un 10.3% cuando se incorpora con Leptospiri-
Hlum ferriphilium YTW315, después de 35 dias de evalua-
cion. Por otro lado, Yang et al. (2013) evaluaron la capa-
cidad de biolixiviacion de mineral de cobre de baja ley a
temperatura ambiente durante 117 dias, por consorcios
de Acidiphilium sp. DX1-1y A. ferrooxidans GF, obtenien-
do una mayor tasa de extraccion de cobre (20.11%) que
en cultivos puros de A. ferrooxidans (14.87 %), proba-
blemente debido a que el pH del consorcio se mantenia
mas bajo y present6 una mayor concentracioén de Fe®* du-
rante todo el proceso. También, se ha reportado que los
consorcios en los que esta presente Acidiphilium pueden
tener una mayor resistencia a ciertos metales como Cd*
y Zn?* (Cabrera et al. 2005), sin embargo, no se conocen
con certeza los mecanismos de resistencia.

Conrespecto a los trabajos anteriores, han enfatizado
la importancia de las interacciones mutualistas entre mi-
croorganismos acidofilos autdtrofos y heterétrofos para
mejorar la disolucién de minerales de sulfuro (Okibe &
Johnson 2004; Peng et al. 2021). Los consorcios confor-
mados por Acidiphilium, Acidithiobacillus y Leptospiri-
llum, son empleados generalmente a condiciones meso-
filicas y/o termofilicas. Por ende, el presente estudio es
uno de los primeros reportes de consorcios constituidos
por Acidiphilium y Acidithiobacillus, con capacidad de
lixiviar sulfuro de cobre a temperaturas moderadamente
bajas, y obtenidas por seleccién mediante medios de cul-
tivo enriquecidos con sulfuro de cobre. Por lo que pode-
mos deducir que, consorcios conformados Acidiphilium
spp., A. ferrooxidans y A. ferrivorans , serian excelentes
candidatos para utilizarlos en la biolixiviacién de mine-
rales sulfurados de cobre a bajas temperaturas. Ademas,
un posterior aislamiento y caracterizaciéon de especies
puras a partir de estos consorcios podrian permitir se-
leccionar cepas y disefiar consorcios mas eficientes para
la mineria altoandina.
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