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Resumen 
 
La biooxidación en tanques industriales para la recuperación de oro refractario de la arsenopirita 
es un proceso eficiente aplicado en la industria minera por ser costo-efectiva y por tener un menor 
impacto ambiental que la extracción de oro por métodos convencionales. En este proceso los 
sulfuros metálicos insolubles son oxidados a sulfatos metálicos solubles facilitando la extracción 
del oro ocluido en el mineral. Las microorganismos quimioautotrofos más importantes usadas en 
procesos de biooxidación son Acidithiobacillus ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans, 
Leptospirillum ferrooxidans, las cuales forman parte de la biodiversidad de microorganismos 
observados en los depósitos de minerales y efluentes ácidos ambientales. El presente estudio 
tiene como objetivo el aislamiento, la identificación y la caracterización molecular de las 
poblaciones de microorganismos actuantes en la biooxidación de arsenopirita para la recuperación 
de oro en los tanques industriales de la mina Tamboraque y en drenajes ácidos de la mina. Los 
resultados indican que la biooxidación en los reactores y en los drenajes ácidos de la mina es 
llevado a cabo por un consorcio de microorganismos entre los que se encuentran los géneros 
Acidithiobacillus y Leptospirillum, los cuales han sido cultivados en condiciones de laboratorio y 
caracterizados microbiológicamente por coloración gram y microscopia electrónica. 
 
 
1. Introducción 
 
Acidithiobacillus-ferrooxidans, 
Acidithiobacillus thiooxidans, Leptospirilum 
ferrooxidans y Acidithiobacillus caldus son los 
principales microorganismos usados en el 
proceso industrial de la biooxidación del oro 
en diferentes plantas industriales del mundo 
(Asmah et al., 2001).  Estos organismos se 
hallan de modo natural en los depósitos de 
minerales y catalizan la  solubilización de los 
sulfuros metálicos de minerales por 
reacciones de oxidación para utilizar la 
energía química liberada en su metabolismo; 
en acción conjunta, con otros organismos 
autótrofos y heterótrofos, están implicados en 
la generación de drenajes ácidos de las 
minas, el cual es un importante problema 
ambiental a nivel mundial (Rawlings and 
Silver,1995).  
 
La Biooxidación industrial llevado a cabo por 
estos microorganismos es un tratamiento 
alternativo a la tostación y a la lixiviación a 
presión para la extracción de metales y 

constituye una de las alternativas probadas 
para el tratamiento de minerales refractarios 
sulfurados que contienen oro, denominación 
de los minerales que no pueden ser lixiviados 
directamente por el método convencional de 
cianuración. El proceso se realiza en 
biorreactores bajo control de la concentración 
de oxígeno, temperatura, pH, etc. La mayoría 
de yacimientos de oro contienen oro 
refractario lo cual evidencia importancia 
económica de la aplicación de la 
biooxidación,  ya que se estima que 
actualmente la tercera parte de la producción 
de oro en el mundo proviene de dichos 
depósitos (Loayza y col, 1999).  
 
Actualmente, se cuenta con la secuencia 
completa de los genomas de bacterias de 
aplicación industrial como  A. ferrooxidans, L. 
ferrooxidans, Shewanella oneidensis –
bacteria que tiene la capacidad de reducir 
una variedad de compuestos orgánicos, 
iones metálicos y radioactivos (Kolker y col, 
2005), Sulfolobus solfataricus- crece a pH 2 y 
a temperaturas de 80°C y oxida Fe+2 y 
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sulfuros, clave para el desarrollo de 
biooxidación industrial a altas temperaturas 
(She y col, 2001). Sin embargo, de modo 
similar que en otros organismos ~40% de las 
secuencias han sido anotadas como no-
caracterizadas. Esto significa que un gran 
porcentaje de genes, en los que se cuentan 
los de importancia industrial, aun no han sido 
identificados.  
 
El presente proyecto se dirige a la 
caracterización molecular de los 
microorganismos implicados en la oxidación 
de la arsenopirita en biorreactores 
industriales y en drenajes ácidos de 
Tamboraque con el objetivo de obtener 
información genómica que permita identificar 
los genes de estos microorganismos  y 
modificarlos por ingeniería genética para 
hacer mas eficiente el proceso de 
biooxidación industrial y posibilitar el 
desarrollo de tecnología de control de 
producción de drenajes ácidos en 
yacimientos mineros abandonados. 
 
2.  Materiales y Métodos 
 
2.1.  Microorganismos 
 
2.1.a.  Cepa de A. ferrooxidans ATCC 19859 
La cepa de A. ferrooxidans ATCC 19859 fue 
obtenida del American Type Culture 
Collection (ATCC) tiene como características: 
Depositada como Thiobacillus ferrooxidans 
Temple and Colmer.  Recomendada para uso 
en pruebas descritas en ASTM (Standard 
Test Method E1357-90) donde sólo la 
taxonomía es especificada.  Remueve fierro 
de pirita en depósitos de minerales 
(Hoffmann, 1981).  Sus aplicaciones: produce 
sulfuro de hidrógeno y oxidoreductasa ion 
férrico (Sugio, 1992); para probar la tasa de 
lixiviación de fierro desde pirita (ASTM 
International E1357-90). 
 
2.1.b. Cultivo de drenaje ácido y del 
bioreactor  
Microorganismos del drenaje ácido de la 
mina Tamboraque cultivada en medio 9K y 
mantenida en actividad con controles de 
temperatura, pH, oxígeno disuelto y recambio 
de sales  nutritivas. El primer cultivo 
secundario de drenaje ácido en medio 9K a 
condiciones de laboratorio fue relación 1/10 
(10 ml de muestra en 100 ml de medio 
fresco). Los microorganismos provenientes 
de los tanques de biooxidación de 
arsenopirita de la mina de Tamboraque 
fueron colectados durante la fase de 
crecimiento logaritmico. Los microorganismos 

fueron cultivados y mantenidos en el 
laboratorio de modo similar a los 
microorganismos provenientes de los 
drenajes ácidos. 
 
2.2.  Medios de Cultivo  
 
2.2.a.   Medios líquidos 
El medio 9 K fue preparado con 3.00 g de 
sulfato de amonio, 0.05g de fosfato de 
potasio dibásico, 0.5.g de sulfato de 
magnesio, 0.1g de cloruro de potasio, 0.012g 
de nitrato de calcio, 10 ml de ácido sulfúrico 
en 700 ml de agua destilada.  Se esterilizó en 
autoclave a 121°C x 15 min. Se añade una 
solución estéril de sulfato ferroso que 
contiene 30 g de sulfato ferroso en 300 ml de 
agua destilada a pH a 1.8 con ácido sulfúrico. 
0.5 ml del cultivo de A. ferrooxidans se 
inoculo en 5 ml de medio 9K fresco. Se dejó 
en incubación a temperatura ambiente por 10 
días.  De este nuevo subcultivo se tomaron 
2.5 ml y se inoculo en 100 ml de medio 9K 
fresco.  Se dejó en incubación a temperatura 
ambiente con agitación de 200rxm hasta que 
el medio cambió a un color naranja intenso. 
 
2.2.b.   Medios sólidos 
Los microorganismos fueron cultivados en 
placas de agarosa libre de sustancias 
orgánicas que inhiban el crecimiento 
bacteriano ya que son bacterias 
quimiolitotróficas obligadas (Johnson, 2001). 
Se agregó 10 g de agarosa en 25 ml de 
alcohol y 50 ml de agua destilada y se 
mantuvo en agitación por 5 minutos. Se dejó 
decantar y se descartó el sobrenadante (fase 
alcohólica). Se repitió el lavado con alcohol 2 
veces mas y luego solo con agua destilada 
hasta eliminar cualquier resto de alcohol.  Se 
completó a 50 ml de agua destilada y se 
esterilizó en autoclave a 121°C x 15 min. 
Para la solución de Holmes se agregó 35 ml 
de medio 9K 10X, 7.5 ml de solución de 
sulfato ferroso heptahidrato pH 2 y 407.5 ml 
de agua destilada ácida (pH 3).  Solución de 
sulfato ferroso: 5g de sulfato ferroso en 15 ml 
de agua destilada (pH 2) y esterilizada por 
filtración. Se mezcló la solución de Holmes 
con la solucion de agarosa a 55°C aprox. El 
medio fue distribuido en placas e incubadas a 
37°C por 24 horas. Se sembró con ayuda de 
un asa de vidrio y las placas se dejaron en 
incubación a temperatura ambiente por 2 
semanas. 
 
3.  Análisis Microbiológico 
 
3.a. Examen microscópico directo 
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Todas las muestras  fueron examinadas con 
un microscopio de contraste de fases.  En 
una gota de cada muestra, en fase 
exponencial, se pudo observar poblaciones 
bacterianas mixtas orden 109 

microorganismos/ml. Para aumentar la 
población de bacterias oxidantes de fierro y/o 
sulfato así como para adaptar dichos 
microorganismos a condiciones de 
laboratorio, se sembró 10 ml de la muestra 
de drenaje ácido en 100 ml de medio 9K y se 
incubó a temperatura ambiente con agitación 
(200 rpm) hasta observar el cambio de color 
de verde claro a naranja intenso por efecto 
de la oxidación bacteriana del sulfato ferroso 
(Bond y col, 2000) (4 días aprox.).  
 
3.b. Coloración Gram 
Cada cultivo fue filtrado a través de filtros 
(0.45 μm  de diámetro de poro) y el 
sedimento se suspendio en 1 ml de agua 
ácida. Una gota de la muestra fijada en una 
lámina portaobjetos fue sometida a 
coloración Gram y observada en microscopio 
óptico (1000x). 
 
3.c. Microscopia electrónica de barrido (MEB) 
La observación por microscopia electrónica 
de los subcultivos de drenaje ácido de la 
mina Tamboraque y el cultivo de la cepa A. 
ferrooxidans ATCC 19859 fueron realizados 
a partir de las muestras fijadas de la misma 
manera como se describe anteriormente para 
la coloración Gram y luego fueron recubiertas 
por la técnica de sputtering con Oro-
Paladium; para ello se utilizó el equipo 
“Magnetron Sputtering” del Laboratorio de 
Microscopia Electrónica de la Universidad 
Nacional de Ingeniería.  

 
4.  Resultados y Discusión 
 
4.a.  Cultivos de los Microorganismos 
Se ajustaron las condiciones óptimas para el 
cultivo de microorganismos biooxidantes 
provenientes del biorreactor y de drenajes 
ácidos. Para los cultivos secundarios a partir 
del cultivo de drenaje ácido del tanque del 
proceso a escala de laboratorio de la mina 
Tamboraque se inoculó 10 ml de dicha 
muestra en 100 ml del medio sintético 9K (pH 
1.8) por duplicado.  Al comienzo los cultivos 
se incubaron a 37°C sin agitación demorando 
aproximadamente 14 días para el crecimiento 
bacteriano (Figura 1).  Cuando los cultivos se 
dejaron en incubación a temperatura 
ambiente (26 a 28 °C aproximadamente) con 
agitación (200 rpm), el tiempo de crecimiento 
se redujo a 6 días.  La cepa de A. 
ferrooxidans ATCC se adaptó bien a las 

condiciones de cultivo en el laboratorio, 
creciendo en 5 días aproximadamente en 
medio 9K con agitación (200 rpm), a 
temperatura ambiente.  Respecto al cultivo 
mixto del biorreactor, no se realizaron 
subcultivos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 1. Cultivo de microorganismos 
biooxidantes de fierro. 

Donde 1.Control  2. Cultivo de 4 dias  3. 
Cultivo de 8 dias.  4. Cultivo de 11 días 5 
Cultivo de 14 días N.B. la coloración naranja 
es debida a la oxidación del ion ferroso a 
férrico. 
 
En las placas sembradas con cultivos y 
subcultivos del drenaje ácido solo se noto la 
presencia de colonias pertenecientes a A. 
Ferrooxidans (Fig. 2). Este medio sólido no 
permite el crecimiento de la biodiversidad de 
microorganismos biooxidantes presentes 
tanto en el biorreactor, como en los drenajes 
ácidos. Por lo tanto el cultivo en placa no 
constituye el medio adecuado para el 
aislamiento de microorganismos biooxidantes 
proveniente de muestras ambientales. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Colonias de Acidithiobacillus 
ferrooxidans en placa. 
 

1 2 43 5
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4.b. Microscopia óptica 

Los microorganismos acidófilos, 
quimilitotróficos biooxidantes de fierro y 
sulfuros que crecieron en los cultivos líquidos 
fueron teñidos con la coloración Gram, 

observándose una variedad de bacilos Gram 
negativos con morfología correspondiente a 
los géneros Acidithiobacillus y Leptospirillum 
(Johnson, 2001) observados en el 
microscopio óptico a 1000X (Fig. 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
Figura 3. Fotografiás de microorganismos Gram negativos presentes en cultivos de drenaje ácido de 
mina. Aumento 1000X. 1 y 2. Cultivos secundarios (subcultivos) de drenaje ácido de mina 
Tamboraque 3. Cultivo de cepa de A. ferrooxidans  4. Cultivo de drenaje ácido de mina Tamboraque. 

 

4.c. Microscopia Electrónica de 
microorganismos bioxidantes 
La fotografía (Fig. 4) demuestra la 
biodiversidad de microorganismos presentes 
en la muestras con morfología 
corespondientes Acidithiobacillus y 
Leptospirillum (Johnson, 2001). También se 
pueden observar microorganismos adheridos 
a rastros del mineral. 
 
 
 

Figura 4. Fotografías en 
microscopía  electrónica de barrido 
de un cultivo secundario de 
drenaje ácido de la mina 
Tamboraque. 
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5. Conclusiones 
 

 Se han establecido las condiciones óptimas 
para el cultivo y el aislamiento de 
microorganismos biooxidantes provenientes 
de tanques industriales de biooxidación de 
arsenopirita y de muestras de drenajes 
ácidos ambientales. 
 
 El proceso de biooxidación en los tanques 
industriales y drenajes ácidos es llevado a 
cabo por una biodiversidad de 
microorganismos entre los que se cuentan 
los géneros Acidithiobacillus y Leptospirillum 
entre otros. 
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