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RESUMEN

El presente trabajo de investigacion tuvo por finalidad evaluar el grado de
biooxidacion de concentrado de arsenopirita por un cultivo microbiano puro
(A. ferrooxidans DSMZ 1477) y un cultivo microbiano mixto (50 % de A.
ferrooxidans DSMZ 1477 y 50 % de A. thiooxidans DSMZ 1478). Los cultivos,
luego de su reactivacion, fueron adaptadas al mineral (FeAsS) en medio 0K

con 1 % de arsenopirita.

Las concentraciones de 8 y 12 % de arsenopirita, pasante malla Tyler <
200, se colocaron en reactores, los cuales presentaron un volumen de trabajo
de 700 mL. En ellos se agreg6 medio OK junto a sus respectivas
concentraciones de mineral y se autoclavé, para posteriormente agregar el 10
% de indculo microbiano adaptado. Durante las 288 horas que duré el proceso
de biooxidacion; se evaluo el crecimiento microbiano, pH, fierro total, fierro Il
y fierro 11l en solucion; y al final de la biooxidacion, se observo la superficie de
la arsenopirita, para ello se utilizé la ayuda de un microscopio electrénico de

barrido (SEM).Se concluy6 que el cultivo microbiano mixto con arsenopirita al



8 % fue el que obtuvo mayor grado de biooxidacién, logrando una

concentracion de fierro 11l en solucion de 6465,1 mg/L.

Palabras claves: Biooxidacion, arsenopirirta, Acidithiobacillus ferrooxidans,

Acidithiobacillus thiooxidans.



Abstract

This research was aimed at evaluating the degree of biooxidation of
arsenopyrite concentrate for pure microbial culture (A. ferrooxidans DSMZ
1477) and a mixed microbial culture (50% of A. ferrooxidans DSMZ 1477 and
50% of A. thiooxidans DSMZ 1478). Crops, after his recovery, were adapted

to mineral (FeAsS) amid OK with 1% arsenopyrite.

The concentrations of 8 and 12% arsenopyrite, through Tyler mesh <200,
they were placed in reactors, which had a working volume of 700 mL. They OK
medium was added along with their respective concentrations of mineral and
autoclaved, to subsequently add 10% of microbial inoculum adapted. During
288 hours of the bio-oxidation process; microbial growth, pH, total iron, iron Il
and iron Ill solution was evaluated; and the end of biooxidation, the
arsenopyrite surface, on the assistance of a scanning electron microscope

(SEM) was used was observed.



It was concluded that the mixed microbial culture with arsenopyrite 8% was
the highest degree of biooxidation obtained, achieving a concentration of iron

in solution 111 6465,1 mg /L.

Key Works: Bio-oxidation, arsenopirirta, Acidithiobacillus ferrooxidans,

Acidithiobacillus thiooxidans



INTRODUCCION

En la actualidad, uno de los principales problemas en la mineria viene
siendo la dificultad de la extraccion de oro en minerales refractarios que
contienen arsénico, como es el caso de la arsenopirita. Debido a estas
caracteristicas que presentan ciertos minerales, no permiten durante su
tratamiento la mayor recuperacibn de elementos econdmicamente
importantes como es el oro, plata, etc. La presente tesis tiene por objetivo
determinar el grado de biooxidacion de la arsenipirita a diversas
concentraciones por un cultivo microbiano puro (Acidithiobacillus
ferrooxidans) y mixto (Acidithiobacillus ferrooxidans + Acidithiobacillus

thiooxidans).

Se conoce que las bacterias como A. ferrooxidans y A. thiooxidans utilizan
como fuente de energia compuestos inorganicos, oxidando fierro y azufre

elemental aunque en el caso de A. thiooxidans solo oxida azufre elemental.

La oxidacién de los iones provoca que haya una disolucién del mineral, de

tal manera que el oro que se encuentra asociado a la matriz del mineral es



expuesto, de tal manera que durante el proceso de cianuracion habrd mayor

recuperacion de oro.

La investigacion se presenta en cuatro capitulos, basados en la
normatividad que rige en la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann.
El Capitulo | denominado EI Planteamiento del Problema, considera la
justificacion, importancia e hipotesis de la investigacion; asimismo se dan a

conocer la determinacién de variables y los objetivos de investigacion.

La revision de la literatura, que sustenta tedricamente nuestro estudio se
encuentra en el Capitulo Il, denominado Marco Tedérico, en el cual se expone
y analiza las teorias, las conceptualizaciones, las perspectivas tedricas, las
investigaciones y los antecedentes en general, que se consideren validos para

el correcto encuadre del estudio.

En el Capitulo Ill se disefia la Metodologia de la Investigacion, aqui se dan
a conocer los materiales y métodos empleados en la presente investigacion,
también se describen los tratamientos de investigacion y finalmente se

presenta el respectivo andlisis estadistico.



Es de importancia vital en toda investigacion presentar los resultados vy
discusion de los mismos, por ello en el Capitulo 1V, denominado Resultados,
se describe los resultados encontrados en el presente estudio, los cuales, en
la discusion respectiva, se los presentan relacionandolos con otros trabajos
de investigacién afines con nuestro tema de estudio cuyos resultados
afianzan nuestra investigacion. Finalmente se dan a conocer las conclusiones
a las que arrib6 nuestra investigacién asi como las sugerencias las cuales
esperamos se consideren por las entidades o personas referidas en el

presente estudio.



CAPITULO |

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

1.1 Justificacion del Problema
El problema de la refractariedad en menas de sulfuros para la
extraccion de metales preciosos es bien conocido y documentado a nivel
mundial. En el caso de concentrados de arsenopirita aurifera el oro esta
directamente asociado a los sulfuros, pude ser por oclusién o bien por
asociacion. Las especies mas comunes son la pirita y la arsenopirita,
encontrandose en menor cantidad sulfuros como la esfalerita y la galena,

ademas de sulfosales de cobre y antimonio.

Una alternativa biotecnologica para solucionar el problema de la
refractariedad es el empleo de una variada cantidad de microorganismos
guimiolitotrofos acidoéfilos, los cuales lixivian y oxidan los minerales que
contienen sulfuros metélicos. Dicha tecnologia ha venido ganando un gran

apogeo en las ultimas décadas, debido al mejoramiento en la cinética y la



eficiencia de los mecanismos implicados en los procesos de metalurgia

extractiva.

La biooxidacion es una tecnologia relativamente nueva, capaz de
aumentar la recuperacioén de metales econdémicamente importantes, como
es el caso del oro. Debido a su disposicion, encapsulada dentro de la
arsenopirita, el proceso de cianuracion, no permite una buena
recuperacion de oro, provocando un gasto excesivo de cianuro y pérdidas

de metales valiosos.

El pretratamiento de biooxidacion utilizando microorganismos
guimiolitotroficos, capaces de oxidar hierro y azufre presentes en
minerales refractarios, permite liberar parcialmente el oro encapsulado
para gue una vez expuesto, este sea tratado con menores cantidades de
cianuro. Debido a ello, se considera una buena alternativa frente a los
procesos de oxidacion por presiéon, oxidacion quimica y pirolixiviacién
(tostacion) de donde se desprende en forma de gas el arsénico, antimonio

y azufre.



Debido a que la arsenopirita presenta concentraciones elevadas de
arsénico en su composicion puede provocar la disminucién en la actividad

bacteriana y algunas veces hasta puede resultar nocivo.

El presente trabajo tuvo como obijetivo realizar el pre-tratamiento de
biooxidacién al mineral de arsenopirita, donado por la Empresa Minera
Sudoeste S.A. Oruro — Bolivia, de tal manera que permita destruir la matriz
del sulfuro que contiene encapsulado al oro, utilizando cepas microbianas
Acidithiobacillus ferrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidans de la
Coleccion Alemana de Microorganismos (DSMZ), donados por el
laboratorio de Ingenieria Bioquimica de la Universidad de Valparaiso-

Chile.

Es por ello que se plantea el siguiente problema de investigacion ¢ Cual
sera el grado de biooxidacion de un cultivo microbiano puro y mixto a

diferentes concentraciones de arsenopirita?



1.2 Importancia de la Investigacion
Las investigaciones realizadas sobre la biooxidacion tienen gran
importancia, ya que es una tecnologia ampliamente versétil, pues ofrece
multiples posibilidades, en cuanto a su economia y complejidad, para
solucionar problemas en el campo de la recuperacion de metales a

diferentes escalas (Das y Sen, 2001; Karamanev et al., 2001).

Estudios obtenidos demuestran que el proceso de oxidacion bioldgica
es una alternativa técnica, econdmicamente y ambientalmente viable,
comparadas con oxidacion a presion, tostacién y oxidacion quimica

(D’Hugues et al., 1997; Das y Sen, 2001, Gonzélez et al., 2003).

1.3 Hipétesis
Los cultivos microbianos puro y mixto presentan diferentes
capacidades biooxidativas sobre las concentraciones de arsenopirita al

8y 12 %.



1.4 Determinacion de variables
1.4.1 Tipos de variables
- Variable Independiente
e Arsenopiritaal 8 %y 12%
e Cultivo microbiano puro (A. ferrooxidans) y Cultivo

microbiano mixto (A. ferrooxidans + A. thiooxidans)

- Variable Dependiente
e Biooxidacion de la arsenopirita
Indicador de la variable dependiente: Produccion de

Fierro Ill.



1.4.2 Operacionalizacion de variables e indicadores

Tabla 1. Operacionalizacion de variables y sus indicadores

VARIABLE

INDEPENDIENTE DIMENSIONES INDICADORES

Crecimiento
Cultivos microbianos Células/mL microbiano
Concentracion de Corrosion del
Arsenopirita g/L mineral

VARIABLE

DEPENDIENTE DIMENSIONES INDICADORES

Biooxidacion de Produccion de

arsenopirita mg/L Fierro Ill.

Fuente: Elaboracion propia



1.5 Objetivos
Objetivo General
e Determinar el grado de biooxidacion de la arsenopirita a diversas
concentraciones por cultivos microbianos puro y mixto.
Objetivos Especificos
e Evaluar la capacidad de biooxidacion del cultivo puro y el cultivo
mixto a concentraciones de arsenopirita de 8 y 12 %.
e Establecer el mayor grado de biooxidacion del cultivo microbiano a

concentraciones de arsenopirita de 8 y 12 %.



CAPITULO I

MARCO TEORICO

2.1 Antecedentes
El tema de la biooxidacidén es un problema que se viene estudiando

en diversas partes del mundo.

En la Universidad Nacional de Colombia - Sede Medellin se han
venido desarrollando diversas investigaciones en el campo de la
biotecnologia y de las transformaciones mineraldgicas mediadas por la
accion de microorganismos. Entre ellos tenemos: “Biooxidacion de
sulfuros complejos mediada por bacterias como pretratamiento, para el
mejoramiento de la extraccion de valiosos via lixiviacién con cianuro de
sodio, mina El Zancudo, Titiribi, Antioquia” Colciencias — U.Nal (2002-
2004). Biooxidacion de sulfuros mediante cepas nativas de acidofilos
compatibles con Acidithiobacillus ferrooxidans y thiooxidans, mina de

oro El Zancudo, (Titiribi, Colombia) (Diana, M et al., 2005), concluye



gue hubo una actividad de oxidacion eficiente, con niveles elevados de
fierro.

El articulo de investigacion, “Evaluacion de oxidacion bacteriana de
sulfuros con Acidithiobacillus ferrooxidans mediante pruebas de FTIR y
difraccion de rayos X”, (Muioz, A.et al, 2003) concluye que la cepa de
Acidithiobacillus ferrooxidans tuvo un efecto catalizador sobre la
disolucién del mineral, independientemente del tamafio de particula y

de la concentraciéon de pulpa que se emplearon en este estudio.

Segun Jornadas SAM 200-IV Coloquio latinoamericano de fractura
y fatiga, agosto de 2000, “Pretratamiento de un mineral refractario de
oro mediante células de Thiobacilli” (Chiacchiarinia, P., et. al, 2000),
muestra que los cultivos microbianos mixtos logran mayor extraccion
de metales asociados probablemente a sulfuros del mineral (pirita y

arsenopirita).

La investigacion titulada “Mineralogia del proceso de oxidacion

bacteriana de arsenopirita (FeAsS) y pirita (FeS2)” (Ospina, J. 2010),

concluye que los resultados obtenidos para la mezcla A. ferrooxidans

10



mas A. thiooxidans, mostraron una eficiencia, igual o menor, en la

oxidacion comparada con A. ferrooxidans.

Las investigaciones realizadas por Arroyave, D. et al.,, (2009),
titulada “Evaluacion y caracterizacion mineralégica del proceso de
biooxidacién en un reactor continuo de tanque agitado”, demuestra que
durante el proceso de oxidacion bacteriana se encontro la formacién de
silicatos, jarosita y frushita, lo que permite tener un mejor conocimiento
del comportamiento del sistema, ademas demuestra que gracias al
pretratamiento de biooxidacion se puede tener mayores

recuperaciones de oro.

El articulo de investigacion “Biooxidacion de concentrados de
arsenopirita por Acidithiobacillus ferrooxidans en erlenmeyer agitados
de Ospina, J.et al., (2012), concluye que los tamafios de particula
juegan un papel importante en la cinética bacteriana, a menor tamafio
de sustrato mayor dificultad se le presenta al microorganismo para

oxidar.

11



La investigacion “Efecto del tiempo de residencia sobre la
biooxidacién de un mineral aurifero refractario” por Jaramillo, K. et al.,
(2014), evalua el efecto del tiempo durante el proceso de biooxidacion.
Resultados mostraron que la mejor solubilizacién del mineral se

consiguio en un tiempo de residencia de 6 dias.

Las investigaciones en el Perl con respecto a la lixiviacion y
biooxidacién estan aun en desarrollo. El proyecto mas resaltante
realizado durante los ultimos afios en el Peru fue el de Tamboraque,
1998, donde utilizo bacterias (cultivo mixto) aisladas de drenajes acidos
de la mina Coricancha, para el tratamiento de 60 toneladas de
concentrado de arsenopirita, donde se obtuvo la recuperacién de oro

de 90%.

En Tacna se realiz6 la tesis: “Solubilizacién del zinc a partir del
mineral esfalerita del Yacimiento minero — Maria Grimanesa por
lixiviacion microbiana con cepas nativas®. (Albert Saavedra, 2009),
donde se obtuvo un mayor grado de solubilizacién de zinc en el proceso

de biolixiviacibnen columnas de lecho fijo de percolacion con

12



Acidithiobacillus ferrooxidans MV-UNJBG 1 que con Paecilomyces MV-

UNJBG 2.

2.2 Bases Teoricas
2.2.1Biomineria

En la actualidad es conocida la participacion significativa de
multiples microorganismos en los procesos de extraccion de
metales de interés econdmico a partir de yacimientos o
concentrados minerales de bajo tenor, asi como sus potenciales
aplicaciones (Lundgren, 1980; Bosecker, 1997) y posibles
caracteristicas ambientales benignas, (Modak, 1999), no
obstante, es hasta cerca de 50 afios que se conoce que son
bacterias y mohos los grandes responsables del enriqguecimiento
de metales en agua de yacimientos y minas Bosecker, (1997).
Tales caracteristicas y ventajas estan implicadas en una nueva
era de la Mineria conocida como “Biomineria” Moffa, (1994), que
contempla la aplicacion de distintas tecnologias y procesos
hidrometallrgicos a través del uso de microorganismos para la

extraccién o disolucion de metales de interés econémico a partir

13



de minerales o solidos, con la finalidad de recuperar los
elementos deseados Brierley, (1978). El creciente interés en
dichas tecnologias se basa fundamentalmente en la escasa
contaminacién de agua Yy tierras producto de la aplicacion
tentativa de las mismas, lo que le da el caracter de “Tecnologia
Limpia”, junto a sus comparativamente bajos, requerimientos de

costo y energia Krebs, (1997).

2.2.2Biooxidacion

El término biooxidacion es usado cuando el elemento a
recuperar no puede ser solubilizado por los microorganismos
pero su presencia beneficia la recuperacion del mismo, a través
de la degradacion de la matriz mineral en la que esta ocluido el
elemento de interés Donati, (2006). Llamada también oxidacion
bacteriana, es un proceso en el cual ciertos microorganismos
oxidan los sulfuros a través de mecanismos de accion directa e
indirecta. Estos microorganismos utilizan como fuente primaria
de energia las especies reducidas de hierro, azufre, y el CO:2

como fuente de carbono para su sintesis celular Rodriguez et al.,

14



(2001), y generan durante el proceso grandes cantidades de

acido y arsénico.

Como uno de los desarrollos mas notables en el estudio de
los procesos de disolucién de minerales, durante los ultimos
afios, se encuentra los fundamentos bioquimicos de las
reacciones de lixiviacion, a continuacion se explican los
mecanismos quimicos detras del comportamiento del azufre en

estos procesos Schippers y Sand (1999).

La comunidad cientifica internacional, en general, tiene el
consenso que microorganismos como Acidithiobacillus
ferrooxidans no son capaces de oxidar directamente un mineral
a través de la adherencia a la superficie de éste Sand et al.,
(1995); Jonson et al.,(2007), pero el acuerdo también es general
referente a que estos microorganismos son capaces de
transformar los iones Fe(ll) a Fe(lll) y lo hace como mecanismo
indirecto de oxidacién bajo dos submecanismos: de contacto

indirecto y de no contacto, Rawlings, (2001); Sand et al., (2001);
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Rawlings, (2002); Foucher et al., (2003); Vardanyan y Akopyan,

(2003); Mignone y Donati, (2004); Rawlings, (2005).

W “# _
? oo - ) «
iﬁ et

]
Figura 1. Mecanismos de oxidaciébn bacteriana propuestos por
Silverman (1967). a) Mecanismo indirecto. b) Mecanismo de contacto
indirecto. c) Mecanismo de contacto directo.

Fuente: Crundwell, (2003).

En el mecanismo indirecto, o de no contacto, la funcion de las
bacterias presentes en la solucién es la de oxidar los iones Fe
(I a Fe (Ill), este i6n resultante entra en contacto con la
superficie del mineral donde es reducido a expensas de la salida
de un nuevo i6n Fe (Il) y regenerar el ciclo de una forma

exponencial Sand et al., (1995).

En el mecanismo de contacto indirecto la mayoria de los
microorganismos estan adheridos a la superficie del mineral, lo
gue implica que los procesos bioquimicos de transferencia

electrénica, responsables de la disolucion del mineral, tomen
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lugar en la interface entre el mineral y la pared celular de la
bacteria, en ambos mecanismos, contacto indirecto y directo, la
contribucion de la bacteria a la disolucion del mineral es la
regeneracion del agente oxidante, el ion Fe (I11) y la subsecuente
oxidacion de los compuestos resultantes de la disolucion

Rohwerder y Sand, (2003).

Varios autores han observado que la disolucién de algunos
minerales puede ser controlada por la estructura cristalografica
del mineral y esta determina la adherencia de los
microorganismos a la superficie de la arsenopirita. Por ejemplo,
Sampson et al.,, (2000) observd que las células de A.
ferrooxidans se adhieren a la superficie de arsenopiritas y
loellingitas a lo largo de defectos cristalinos. Edwards y col.,
(2000) investig6 que la adherencia de Acidithiobacillus caldus en
agregados masivos de arsenopirita y encontraron que la
disolucién ocurria en forma preferencial. Ellos sugirieron que
esto podria deberse a que las células se adhieren a lo largo de

pits y defectos en la estructura del material o en zonas ricas en
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azufre. Estos resultados estan de acuerdo con McGuire et al.,
(2001b) quienes sugirieron que la adherencia celular deberia ser
controlada por las zonas de acumulacién de azufre sobre la
superficie del mineral. Edwards y col., (2001) observé pits de
disolucién del tamafio de células bacterianas sobre la superficie
oxidada de la arsenopirita en la presencia de Ferroplasma
acidarmanus a 37 °C. El tamafio de los pits fue asociado con el
incremento en la velocidad de disolucion del mineral. Harneit et
al., (2005) observaron la ubicaciébn preferencial de
Acidithiobacillus ferrooxidans sobre una superficie mineral con
defectos visibles y atribuyeron éste comportamiento a una mayor
viabilidad de azufre y de Fe (IlI). Células individuales fueron
dificiles de detectar después de 120 horas de experimentacion

debido a la formacion de biofilmssobre la superficie.

Se han realizado algunas investigaciones sobre la influencia
de las interacciones electrostaticas e hidrofébicas en la
adherencia de A. ferrooxidans sobre la superficie de la

arsenopirita. Cruz et al., (2005) observé que la adherencia de los

18



microorganismos no ocurre inmediatamente, esto se puede
deber a un proceso de disolucién acida que modifica la
estructura superficial del mineral y promueve la lixiviacion
preferencial del Fe(ll), una fuente energética mas viable que la

arsenopirita misma.

Sampson y Blake (1999) investigaron la adherencia de A.
ferrooxidans a concentrados de arsenopirita y loellingitas.
Encontraron que la adherencia de las células se debia,
probablemente, a una union proteica. Fernandez y col., (1995)
sugiri6 un mecanismo de tres pasos para la biooxidacién de la
arsenopirita por A. ferrooxidans. Ellos propusieron que el
mecanismo de oxidacién es iniciado por el crecimiento de las
bacterias sobre la superficie del mineral, lo que genera pits de
corrosion y disolucion preferencial de Fe (Il), As (lll), S (IV) y S

(0), segun las siguientes ecuaciones:
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4FeAsS + 30, + 2H,0 — 4Fe?* + 4HAsO, +

430 (superficie) [1]

230 (superficie) + 302+ 2H,0 — 2S0.4% + 4H*  [2]

Las altas concentraciones de Fe (Il) en la solucion aumenta
la velocidad de crecimiento de los microorganismos. Luego la
generacion de Fe (lll), promovida por bacterias, producido en la
superficie del mineral. Este proceso produce arsenatos férricos

de baja cristalinidad, ecuacion [3]:

FeAsS + 8Fe® + (4 + n) H,0 — FeAsO, (nH.0) +

8Fe?* + 2S5 (superficie) + 8H* [3]

Fernandez et al., (1995) concluyeron que, a pesar de la
evidencia de la biooxidacién directa, un mecanismo de oxidacion

indirecta ocurre durante la disolucién del mineral.

Sampson et al., (2000) argumenta que pese a la evidencia de

la adherencia de los microorganismos a la superficie de la
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arsenopirita, el mecanismo de disolucion del mineral es una
mezcla de mecanismos indirectos y directos, y sugieren que el
mecanismos de oxidacion directa esta presente en las etapas
iniciales de la oxidacion del mineral hasta el punto donde la
concentracion de Fe (1) es lo suficientemente alta. Lo que esta
de acuerdo con Corkhill et al., (2008) quienes sugieren que la
oxidacion directa es poco probable. Carlson et al., (1992)
observaron la formacién de jarositas (KFes3(SOa4)2(OH)s) vy
escoroditas (FeAsO* 2H20) después de un proceso de

biooxidacién de arsenopirita con A. ferrooxidans.

Fernandez et al., (1995) reportaron la presencia de arsenatos
férricos y azufre elemental sobre la superficie de la arsenopirita
biooxidada por A. ferrooxidans. Tuovinen et al., (1994) observo
gue la disolucion de la arsenopirita producia jarositas, azufre
elemental y arsenatos férricos cuando el mineral reaccionaba
con Acidithiobacillus caldusa 45 °C. Ellos sugirieron que la
cantidad de precipitados formados es controlada por la cantidad

de superficie oxidada del mineral, el pH y la composicion idnica
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de la solucion lixiviante. McGuire et al., (2001b) también
observaron azufre elemental como producto de la oxidacion del
mineral. Sugirieron que, aunque se forma una pelicula delgada
sobre la superficie del mineral, la lixiviacion del mineral por A.

caldusno fue inhibida.

Varios estudios de la toxicidad del arsénico sobre bacterias y
arqueas se han desarrollado Stolz et al., (2006). Los iones
arsenitos  (AsOz%) inhibe  compuestos importantes,
deshidrogenasas tales como pirubica y a-cetoglutarato, en
procesos bioquimicos y los iones arsenatos inhiben la formacion
de ATP por quimiosmosis Stolz et al., (2006). Sin embargo,
también hay estudios que demuestran que cierto tipo de
microorganismos son capaces de tolerar grandes cantidades de
arsénico a través de un mecanismo de eliminacion de este.
Collinet y Morin (1990) observaron gue la concentracion de As
(111) tiene un fuerte efecto sobre el crecimiento de A. ferrooxidans
y A. thiooxidans en concentrados de pirita y arsenopirita. La

disminucién en la velocidad de crecimiento ocurre a
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concentracion de As (lll) de 10 gL-1 y estas bacterias fueron

capaces de crecer hasta concentraciones de As (V) de 40 gL™.

Edwards et al., (2000) trabajando con A. caldus sobre
concentrados de arsenopirita observd que las curvas de
crecimiento eran erraticas y atribuyeron esto a la toxicidad del
As (Ill) y As (V). Hallberg et al., (1996) también observaron que
el As (lll) reduce la viabilidad de A. caldus. Ellos observaron
particulas de azufre extracelular indicando que la habilidad de A.
caldus fue inhibida ante la presencia de los iones de arsénico.
Estudios posteriores por Dopson et al., (2001) y Groot et al.,
(2003) identificaron un gen de resistencia al arsénico en A.
caldus. Esto permite un mecanismo de eliminacion de arsénico
gue se produce cuando la arsenato—reductasa (arsC) reduce el
arsénico en el interior de la célula y una bomba especifica de
salida de arsénico (arsB) saca este ion, fuera de la célula, a
través de la membrana citoplasmatica. Un mecanismo similar fue
identificado para A. ferrooxidans Butcher et al., (2000), para L.

ferriphilum Tuffin et al., (2006) y para L. ferrooxidans Corkhill et
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al., (2008) quienes observaron, también, que L. ferrooxidans es
capaz de soportar una concentracion mucho mayor de arsénico

en comparaciéon con los demas microorganismos.

» CAMINO DE LAS REACCIONES

Las reacciones de disolucion de los sulfuros son
determinadas por la reactividad de los minerales con los
protones Sand y Gehrke, (2006). Por ejemplo, el acido no
soluble de minerales como pirita (FeSz), molibdenita (M0S2) y
tungestenita (WS2), disulfuros son degradados por un
mecanismo diferente que el de &cidos solubles provenientes
de minerales como la esfalerita (ZnS), galena (PbS),
calcopirita (CuFeS2) y arsenopirita (FeAsS), monosulfuros
Suzuki, (2001); Rodriguez et al., (2003); Sand y Gehrke,
(2006). En estos dos grupos se pueden definir dos
mecanismos diferentes para la oxidacion bacteriana de
sulfuros, “mecanismo via tiosulfatos” y “mecanismo via

polisulfuro”, descritos a continuacion:
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Mecanismo via tiosulfato

Segun, Sand et al., (1995, 1999), el mecanismo indirecto
via tiosulfato, que describe el mecanismo de degradacion de
acidos no solubles de disulfuros como la pirita, la molibdenita
y la tungestenita Suzuki, (2001); Rodriguez et al., (2003);
Sand y Gehrke, (2006). En este mecanismo el ién férrico
hexahidratado comienza el ataque indirecto a los sulfuros. La
pirita es disuelta via la extraccidén de electrones por los iones
hidratados de hierro (lll) de acuerdo a las siguientes

reacciones Suzuki, (2001).

FeS,+6Fe*3+ 3H,0 — S,042 + 7Fe?* [4]

S,05% + 8Fe® + 5H,0 — 2S04 + 8Fe? + 10H* [5]

En estas reacciones, el tiosulfato se supone es formado a
partir del di-sulfuro contenido en el cristal de la pirita (Fe-S-S
— Fe?* +S°S0s?%). En este mecanismo los sulfuros no generan

azufre como principal producto en la oxidacion sino tiosulfato,
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gue es el primer intermediario liberado por el sulfuro luego de

la oxidacion Suzuki, (2001).

Mecanismo
del tiosulfato
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Figura 2: Mecanismo indirecto en la biooxidacién de
sulfuros (mecanismo de tiosulfato)
Fuente: Sand, (2001)
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Mecanismo via polisulfuro

El mecanismo para la degradacion de sulfuros con el
intermediario principal polisulfuro es valido para acidos
solubles de monosulfuros como la esfalerita, galena,
calcopirita y arsenopirita Suzuki, (2001); Sand y Gehrke,
(2006). EIl ataque sobre el mineral es llevado a cabo por la
accion combinada de protones y hierro (lll). Los protones
inducen la polarizacion del i6n sulfuro superficial y la
liberacion del sulfuro es reforzada por la transferencia de

electrones al ion férrico (Fe3*) Sand y Gehrke, (2006).

Tributsch (1999) también reconoce que la oxidacion del
mineral por parte de la bacteria depende del tipo de sulfuro,
debido a que estos presentan reacciones diferentes. Asi, la
esfalerita (ZnS), CdS, galena (PbS), covelina (CuS),
oropimente (As2Ss3), haverita (MnS2) son mas facilmente
solubilizadas, mientras la molibdenita (M0S2), tungestenita
(WS2), pirita (FeSz2) no lo son. Lo anterior, puede ser explicado

sobre la base de que los minerales con sulfuros con estado
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de oxidaciéon S, como el ZnS, CuS, CdS, PbS, As2Ss, MnS:
tienen un nivel de mayor energia debido a un estado de mayor
oxidacion, donde la extraccion de electrones de la banda de
valencia por el ién férrico (Fe*) y los protones (H*) provoca la
disolucién del sulfuro. Mientras que en minerales con sulfuros
con estado de oxidacion S, como la FeS:z, RuS2, MoS2, WSy,
la extraccion de electrones provoca un aumento en el estado
de oxidacién del metal (aumento en el nivel de energia sin la

dilucion del sulfuro) Tributsch, (1999).

Por lo anterior, los mecanismos tiosulfato y polisulfuro
actian de acuerdo a la capacidad de los sulfuros a ser
disueltos por acidos, lo que esta relacionado con las bandas
de valencia de las que son extraidos los electrones durante el
ataque. Los sulfuros que solo pueden ceder electrones desde
las bandas de valencia del metal (sin afectar, en principio, el
enlace azufre-metal) son denominados no solubles en acido
y en ellos actia el mecanismo via tiosulfato, mientras que los

sulfuros que son solubles en acido, y en el que procede el
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mecanismo via polisulfuro el ataque del hierro férrico o
protones produce la transferencia de electrones desde el
sulfuro provocando de esta forma la ruptura del enlace azufre-

metal Tributsch, (1999); Suzuki, (2001) y Donatti, (2006).

Mecanismo
del polisulfuro
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Figura 3. Mecanismo indirecto en la biooxidacion de
sulfuros (mecanismo de polisulfuro)
Fuente: Sand, (2001)
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> VENTAJAS DE LA BIOOXIDACION DE SULFUROS
La oxidacion biologica de sulfuros metalicos se ha
convertido en una alternativa importante y eficiente para el
manejo de minerales auroargentiferos de caracter refractario,
ya que cuenta con ventajas significativas sobre las otras
tecnologias, de las cuales las mas importantes son (Ortiz,

(1992); Karamanevet al., (2001); Marquez, (2002).

e Lasimplicidad y versatilidad del disefio y las operaciones,
hacen esta tecnologia apropiada para el uso en
locaciones remotas. No se requiere de mano de obra muy
calificada.

e La puesta en marcha es corta y los costos de capital y
operacion son bajos comparados con las técnicas de
tostacion y oxidacién a presion.

e Esflexible y puede utilizarse para tratar una diversidad de

sulfuros metdlicos individuales o mezclas de minerales.
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2.2.3

La forma en que se puede aplicar varia desde un simple
lecho fijo de percolacion hasta sistemas de lixiviacién en
tanques de agitacion.

No requiere temperaturas ni presiones altas para su
operacion.

Es autogeneradora de solventes en forma de solucion de
sulfato férrico, lo cual reduce las necesidades de este
reactivo en el ataque de los minerales.

Ausencia de polucion por gases sulfurosos, ya que
cualquier efluente liquido que produce esta en una forma
acuosa, que puede ser convenientemente neutralizada y
no da lugar a la formacién de subproductos gaseosos

NoCIvosS.

Mineral Arsenopirita

La arsenopirita (FeAsS) es la fuente mineral de
arsénico mas comun en la superficie terrestre. Se puede
encontrar en una variedad de sistemas tales como

depdsitos magmaticos, hidrotermales y porfidos, entre
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otros. Es por esto que estd comunmente asociada a la
aparicion de oro, generando su amplia explotacion y
posterior descarga como desechos sélidos en los

procesos mineros (Corkhill y Vaughan, 2009).

Es un mineral estable bajo condiciones reductoras,
pero es oxidado durante condiciones de intemperismo,
liberando durante este proceso H2SO4, H3AsOs y H3AsOa4

(Nesbitt et al., 1995).

Debido a su asociacion con el oro. La forma en que
este se encuentra asociado a la arsenopirita son diversas,
las mas comunes son, en fracturas que presenta el
mineral, en vetas entre la arsenopirita y otro mineral,
encapsulado en la matriz de FeAsS y formando una
solucion sélida con esta. Datos experimentales obtenidos
por (Clark, 1996), mostraron que el oro se difunde
facilmente en la arsenopirita a temperatura de 600 — 700

°C.
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Esta observacion proporciona una posible explicacion
de los diferentes modos de asociacion entre oro y
arsenopirita. De acuerdo con esto el oro pudiera ser
capturado en solucion sélida a las altas temperaturas
asociadas con la formacion primaria de la arsenopirita. En
el enfriamiento posterior de la masa de mineral, la
presencia del oro distorsionaria la red cristalina de la
arsenopirita aumentando asi la energia libre de los

cristales.

Posteriormente la migraciéon del oro hacia las fracturas
y limites de grano y la cristalizacion minimizarias la
energia libre del sistema. Esto también parece explicar la
presencia frecuente de oro “invisible” en arsenopirita

relativamente no fracturada.

La recuperacion de oro presente en este tipo de

mineralizacion  se  dificulta por los métodos

convencionales de extraccion, ya que al estar atrapado en
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la matriz de la arsenopirita, no podra ser liberado por
molienda fina, quedandose en los jales sulfurosos,
considerandoles por esta razén minerales complejos o

refractarios.

El procedimiento de estos minerales requiere de un
pretratamiento para destruir la matriz sulfurosa y liberar al
oro atrapado en ella. Este pre-tratamiento consiste en
romper la estructura del cristal y liberar el oro el remover

al azufre y la arsenopirita por medio de una oxidacion.

Hasta hace pocos afios, el método utilizado era la
obtencion de concentrado por flotacion, para seguir con
una oxidacion por tostacion y finalizar con un proceso de
cianuracion. En la actualidad se busca alternativas al
proceso de tostacion por los problemas de contaminacion
ambiental que lo acompafian, causando estos por la
emision de gases toxicos de arsenopirita, As203, y didxido

de azufre, SO».
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2.2.4 Microorganismos Lixiviantes Mesofilos

En 1947, Colmer y Hinkle observaron que la oxidacion
de hierro asociada a la formacién de drenajes acidos de
mineria era un proceso que involucraba ciertos
microorganismos, los cuales aumentaban la oxidacion y
solubilizacion de los sulfuros presentes en los drenajes
acidos de una mina de carbon en Estados Unidos.
Grandes esfuerzos en la caracterizacion de la flora
microbiana de estos efluentes dieron sus frutos cuando se
logr6 aislar microorganismos como  Thiobacillus
thiooxidans (Colmer y Hinkle, 1947; Temple y Colmer,
1950) los cuales tienen la capacidad de aumentar la
velocidad de oxidacién de las inclusiones de pirita en el
carbon, derivar la energia necesaria para la produccion
de ATP (adenosintrifosfato) de la catélisis oxidativa de
compuestos inorganicos Y fijar el carbono necesario para
su metabolismo del CO2 atmosférico. Estos
microorganismos fueron considerados responsables de la

oxidacion del ion Fe*? hasta el ion Fe*3, por lo tanto el
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grupo de Colmer, propuso el nombre de Thiobacillus
ferrooxidans sp. (Colmer y Hinkle, 1947; Temple y

Colmer, 1950).

En adelante, y debido al gran interés econémico y a la
relevancia en diversas areas de la actividad humana,
muchas investigaciones han sido enfocadas sobre el
papel que tienen los microorganismos en la oxidacion y
lixiviacion de sulfuros (Vanselow, 1976; Bruynesteyn,
1989; Ro0ssi,1990; Acevedo y Gentina, 1993; Ahonen y
Tuovinen,1993-1994; Mclintosh et al., 1997; Brierley,
2001,Rawlings, 2002; Rohwerder et al., 2003; Olsonet al.
2003; DaSilva, 2004; Francisco, 2006; Ehrlich y Newman,

2008).

Los microorganismos acidofilos se clasifican de
acuerdo al intervalo de temperatura éptima de crecimiento
en mesofilos, moderadamente termofilos y termdfilos

extremos. Los microorganismos mesofilos crecen a una
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temperatura alrededor de 30 y 40 °C. En este grupo el
Leptospirilum ferrooxidans es capaz de crecer a una
temperatura de 45 °C. Dentro de los microorganismos
capaces de crecer a temperaturas mayores, se
encuentran los Sulfobacillus sp que son moderadamente
termdfilos (40 — 60 °C). Los termofilos extremos son
capaces de crecer a temperaturas superiores a los 70 °C.

(Suzuki 2001; Donatti, 2006).

En la tabla 2 se presenta la clasificacion de varios

microorganismos usados en los proceso de lixiviacion de

sulfuros.
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Tabla 2. Clasificacion de microorganismos usados en la

biolixiviacion de metales.

GRUPO

Meséfilos

Termofilos

moderados

Termoéfilos
extremos

NOMBRE

Acithiobacillus
ferrooxidans
Acithiobacillus thiooxidans
Leptospirilum
ferrooxidans
Ferroplasmaacidarmanus
Ferroplasmaacidiphilum
Sulfolobussolfataricus
Sulfobacillustermosulfidoo
xidans
Sulfobacillusacidophilus
Acithiobacilluscaldus
Sulfolobusacidocaldarius

Acidianusbrierleyi

Fuente:(Suzuki, 2001, Donatti, 2006)
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CARACTERISTICAS
FISIOLOGICAS

Oxida el Fet2 y SO
Oxida el S°

Oxida el Fe?*
Oxida el Fe?*

Oxida el Fe2*

Oxida el S°
Oxida el Fe?*y S°
Oxida el S°

Oxida el S°

Oxida el SOy Fe*2

Oxida el SOy Fe*?



Los microorganismos mas empleados en el uso de
lixiviacion de sulfuros metalicos son los Illamados
Acidithiobacillus  ferrooxidans y  Acidithiobacillus
thiooxidans cuyas principales caracteristicas son: crecer
a temperaturas de 20 — 30°C (mesdfilos), vivir en
ambientes cuya acidez puede bajar hasta pH <1 y
guimiolitoautétrofos ya que tienen como fuente de energia
componentes inorganicos. (Bozdemir et al.,, 1996,
Rawlinget al., 1999, Daoud & Karamanev 2006).

e Acidithiobacillus ferrooxidans

Antes conocida como Thiobacillus ferrooxidans
(Temple y Colmer, 1951) y reclasificada como
Acidithiobacillus ferrooxidans (Kelly y Wood, 2000), es
una bacteria aerobia, con forma de bastén, Gram
negativa, no forma espora y tiene dimensiones de 0,5
um de ancho y 1,0 a 2,0 um de largo con extremos
redondeados (Rossi, 1990). Es un microorganismo
mesofilo, capaz de catalizar la oxidacion de sulfuros

metalicos por el mecanismo directo y el mecanismo
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indirecto (Torma, 1977). Presenta un flagelo polar,
encontrandose usualmente en aguas acidas de mina de

carbon vy fierro.

¢ Acidithiobacillus thiooxidans

Antes conocida como Thiobacillus thiooxidans
(Waksman y Joffe, 1922) y reclasificada como
Acidithiobacillus thiooxidans (Kelly y Wood, 2000), es
una bacteria extremadamente acidofila, pues presenta
tolerancia a ambientes acidos con un pH de 1 o inferior
(Chen y Lin, 2004). Es muy conocido por su oxidacion
de azufre elemental pero no Fe Il, se cree que es el
responsable de la répida disolucion de los sulfuros
metélicos. Por esta razdn la accion de A. thiooxidans
en sulfuros metélicos solo se ha estudiado
parcialmente. Aunque las poblaciones compuestas por
A. ferrooxidans y A. thiooxidans en minerales de cobre
mostraron altas recuperaciones de cobre durante la

lixiviacion (Khalid 1988; Falco et al., 2003).
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CAPITULO III

MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar de experimentacion

e Laboratorio de Micologia y Virologia. Escuela de Biologia y

Microbiologia de la Facultad de Ciencias de la Universidad Nacional

Jorge Basadre Grohmann. Tacna.

e Laboratorio de Biotecnologia Vegetal. Facultad de Ciencias

Agropecuarias de la Universidad Nacional Jorge Basadre Grohmann.

Tacna.

e Laboratorio de Biohidrometalurgia de la Escuela de Ingenieria

Metallrgica de la Facultad de Metalurgica de la Universidad Nacional

Jorge Basadre Grohmann. Tacna.
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3.2 Material en estudio
Arsenopirita (FeAsS), donada por la Empresa Minera Sudoeste S.A.

Oruro — Bolivia con un tamafio de particula pasante malla Tyler < 200.

Tabla 3. Analisis quimico de la arsenopirita aurifera (concentrado)
Leyes %, Au y Ag en g/tn

Au Ag As Bi Cd Co Fe Ni Pb Sb Zn Cu Al SiO2

gt gt % % % % % % % % % % % %

815 154 338 184 001 14 279 172 121 022 288 0,07 021 515

Fuente: Laboratorio SGS Bolivia S. A.

Tabla 4. Analisis mineraldgico de la arsenopirita aurifera

CONCENTRADO FORMULAS %
Pirita FeS: 7
Calcopirita CuFeS:2 0,2
Esfalerita ZnS 4,3
Galena PbS 1,6
Arsenopirita FeAsS 73,5
Ganga 13,4

Fuente: Empresa EMISOL S. A. — Bolivia
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Cultivos microbianos puros (Acidithiobacillus ferrooxidans DSMZ 1477 y
Acidithiobacillus thiooxidans DSMZ 1478), donados por el laboratorio de
la Escuela Académico Profesional de Ingenieria Bioquimica de la
Universidad de Valparaiso-Chile que a su vez fueron adquiridas de la

Coleccion Alemana de Microorganismos (DSMZ).

3.3 Métodos
Se aplico el disefio de tratamientos factorial con dos niveles por factor

segun Ayala (1995).

Se trabaj6 con 4 tratamientos, cada tratamiento con dos repeticiones,
cada repeticion constituyd una unidad experimental la cual estuvo
formado por un biorreactor, el que contenia un tipo de cultivo microbiano

con una determinada concentracion de arsenopirita (W/V).
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3.4 Tratamientos de la experimentacion
Se empleod cuatro tratamientos cada uno con dos repeticiones

Los tratamientos fueron:

Tabla 5. Tratamientos de experimentacion

TRATAMIENTOS
T1 = Cultivo microbiano puro (A. ferrooxidans) + arsenopirita 8%
T2 = Cultivo microbiano puro (A. ferrooxidans) + arsenopirita 12%
T3 = Cultivo microbiano mixto (A. ferrooxidans + A. thiooxidans)
+ arsenopirita 8 %
T4 = Cultivo microbiano mixto (A. ferrooxidans + A. thiooxidans)

+ arsenopirita 12%

Fuente: Elaboracion propia

La presente tesis es de tipo experimental ya que las variables
independientes como concentracion de arsenopirita e indéculo microbiano
fueron variables manipuladas por el investigador, durante la realizacion de
la presente tesis. Se utilizaron dos concentraciones de arsenopirita (8 y
12 %) y dos cultivos microbianos (cultivo microbiano puro y cultivo

microbiano mixto).
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3.5Metodologia

3.5.1

3.5.2

Evaluacion de la estructura de la arsenopirita (Arroyave D. y
col., 2009)

La evaluacion se realizd después de la biooxidacién con los
cultivos microbianos. Para ello se emple6 un Microscopio
electronico de barrido (SEM) con el que se pudo observar la
estructura en superficie de la arsenopirita la cual fue fotografiada
para su descripcion. Esta evaluacion se hizo en el Laboratorio

de Biohidrometalurgia de la Facultad de Metalurgia- UNJBG

Reactivaciéon de los cultivos microbianos puros (Pavez,
2011)

Se extrajo 2 mL por separado de los cultivos A. ferrooxidans
y A. thiooxidans, que estuvieron en stock y en estado de
conservacion a 4 °C, para ser agregado a 25 mL de medio de
cultivo en frascos biorreactores. A continuacion se muestra la
composicién del medio de cultivo empleado para cada especie

microbiana.
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Tabla 6. Medio de cultivo 9K-Fe para reactivar a A.
ferrooxidans

Medio 9K-Fe
Componentes g/L
K2HPO4 0,04
MgSQO. .7H.O 0,4
(NH4)SO, 0,1
FeS0O,.7H.0O 33,3
pH 1,5; ajustado con H2SO4

Fuente. (Kim y cols, 2002)

Tabla 7.Medio de cultivo 9K-S para reactivar A.
thiooxidans

Medio 9K-S
Componentes g/L
K HPO, 0,04
MgSO,. 7H;0 0,4
NH4$O4 0,1
Azufre 5,0
pH 1,5; ajustado con H2SO4

Fuente: (Kim y cols, 2002)
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3.5.3

3.54

Se incubo los medios a 25 °C con aireacion hasta que se
obtuvo una concentracion de 108 células/mL. Se hizo el recuento
microbiano mediante la camara de Neubauer y un microscopio

de campo claro.

Masificacion de los cultivos microbianos (Diana M, et al.
2005)

Para cada cultivo microbiano por separado se inocul6é 25 mL
de cultivo microbiano reactivado (10 %) y 225 mL de medio de
cultivo en un matraz. Se incubo el matraz a 25 °C con aireacion

hasta que alcanzé una concentraciéon de 108 células/mL.

Adaptacioén de los cultivos microbianos

Se agrego6 arsenopirita al 1 % (W/V) a 600mL del medio de
cultivo OK contenido en un matraz, luego 10 % (V/V) de in6culo
del microbio correspondiente y finalmente se incub6 a 25 °C con

aireacion hasta que se alcanzé 108 células/mL.
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3.5.5

3.5.6

Biooxidacion de la arsenopirita por un cultivo microbiano
puro (A. ferrooxidans)

Se agreg6 a un biorreactor de 1000cm?, 630 mL de medio de
cultivo OK (Tabla 8), previamente autoclavado y 70 mL de in6culo
microbiano adaptado (A. ferrooxidans), finalmente 8 y 12 %
(W/V) de arsenopirita de acuerdo al disefio experimental. Todo
esto se hizo en su respectivo medio de cultivo. Cada biorreactor
tuvo dos repeticiones. Todos fueron incubados a 25 °C con
aireacion hasta después de observarse incremento de biomasa
microbiana, a través de los recuentos microbianos con camara

de Neubauer y un microscopio de campo claro.

Biooxidacion de la arsenopirita por un cultivo microbiano
mixto (A. ferroxidans + A. thiooxidans)

Se agreg6 630 mL de medio de cultivo OK (Tabla 8),
esterilizado a un biorreactor con capacidad de 1000 cm?3, 35 mL
de inoculo de cada uno de los dos cultivos microbianos puros
de Acidithiobacillus adaptados y arsenopirita al 8 y 12 % (W/V)

de acuerdo al disefio experimental. Cada biorreactor tuvo dos
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repeticiones, se incubaron a 25 °C con aireacion hasta que

después se alcanz6 el maximo crecimiento de biomasa.

Tabla 8. Medio de cultivo para la biooxidacion

MEDIO DE CULTIVO 0K

Composicion [g/L]

K2HPO4 0,04

MgS04.7H;0 0,4

(NH4)SO4 0,1
pH 1,5; ajustado con H>SO4

Fuente: (Kimy col, 2002)

3.5.7 Evaluacion del proceso biooxidativo de la arsenopirita
- Se tomdé muestras de la fase dispersante de los
biorreactores desde las 0 hasta las 288 horas, y se evalué el
crecimiento poblacional microbiano, el pH y la concentracion
de fierro total, fierro Il y fierro Ill; de los cultivos microbianos
puros (A. ferrooxidans) y mixto (A. ferrooxidans + A.

thiooxidans) con arsenopirita al 8 y 12 %.
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- El crecimiento poblacional se evalu6 con la camara de
conteo de células Neubauer y un microscopio de campo
claro.

- El pH se evalué con un pHmetro digital marca HANNA
Instruments.

- El hierro total y hierro Ill se evalué utilizando un
espectrofotometro en el cual se determiné las absorbancias
de las muestras que a su vez fueron llevadas a una curva de
calibracion para que en ella se determinara la concentracion

de hierro en funcién del valor de absorbancia.

Determinacion de la curva de calibracion
La curva de calibracion para la determinacion de la
concentracion de fierro se obtuvo de la siguiente manera

(Cabafia, 2005).
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Se preparé una solucién madre de 100 ppm de Fe*3. Se pesé
0,002449g de FeCls.6H20 y se le colocé en una fiola de 50mL
de capacidad que a su vez se enraz6 a 50mL con agua
destilada.

Se obtuvo diluciones con agua destilada desde la solucion
madre de 20, 40, 60, 80 y 100 ppm en tubos de ensayo.

A continuacion a 5 tubos de ensayo se le agregd 0,5 mL de
cada dilucion y a un sexto tubo 0,5 mL de agua destilada
(blanco).

A los 6 tubos se les afiadio, 5 mL de H2SO4 3M, 1 — 2 gotas
de KMnO4 0,1N y 3 mL de KSCN 2M. Finalmente todos
fueron enrazados con agua destilada hasta 10 mL.

Se hizo la lectura de absorbancias en el espectrofotometro
a 477 nm de longitud de onda.

Las lecturas de absorbancias versus sus respectivas
concentraciones se graficaron en Excel, para establecer la

curva de calibracion.
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Determinacion de fierro total

La determinacion de fierro total se hizo de la siguiente manera:

Se coloco en un tubo de ensayo 0,5 mL de muestra procedente
del biorreactor; 0,5 mL de H2SO4 3M; 1 — 2 gotas de KMnOa
0,1Ny 3 mL de KSCN 2M.

e Eltubo se enraz6 a 10mL con agua destilada.

e Se hizo lectura de absorbancias en el espectrofotometro a
una longitud de onda de 477nm. Estas lecturas fueron
llevadas a la curva de calibracion para determinar la

concentracion de fierro total.

Determinacioén de fierro 1ll

La determinacion de fierro Ill se hizo como se indica a

continuacion:

e En un tubo de ensayo se coloc6 0,5mL de muestra
procedente del biorreactor, 0,5mL de H2SO4 3M y 3mL de

KSCN 2M.

e Se enrazo el tubo a 10mL con agua destilada.
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e Se hizo lectura de absorbancia en el espectrofotometro a
una longitud de onda de 477nm.

e Se llevo la lectura a la curva de calibracion para determinar
la concentracion de fierro 111

Determinacion de fierro Il

Se hizo considerando la férmula siguiente:

Fet2= Fetotal— Fet+3

3.5.8 Determinacion de la capacidad biooxidativa de los cultivos

microbianos sobre la arsenopirita
Fue determinada en funcion de la obtencion de curvas con
pendiente positiva para la relacion concentracion microbiana
versus tiempo, para la relacién concentracion de fierro Ill versus
tiempo; y con pendiente negativa para la relacion pH versus

tiempo
3.6 Analisis estadistico

Los parametros establecidos en el presente trabajo fueron evaluados
por el Analisis de Varianza y Duncan para establecer el tratamiento con

mayor grado de biooxidacién.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

CAPACIDAD BIOOXIDATIVA DE LOS CULTIVOS
MICROBIANOS SOBRE LA ARSENOPIRITA.

[SEM HV: 20.00 kV WD: 23.0000 mm 1 VEGAW TESCAN
Det: SE SEM MAG: 5.00 kx 10 pm

Figura 4. Cultivo microbiano puro (A.
ferrooxidans) sobre FeAsS 8%
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[SEM HV: 20.00 kV WD: 23.0000 mm )
: SEM MAG: 5.00 kx 10 pm

Figura5. Cultivo microbiano puro (A.
ferrooxidans) sobre FeAsS 12%
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[SEM HV: 20.00 kv WD: 23.0000 mm VEGAW TESCAN|
Det: SE SEM MAG: 5.00 kx 10 pm

Figura 6. Cultivo microbiano mixto (A.
ferrooxidans+ A. thiooxidans) sobre
FeAsS 8%
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- A
[SEM HV: 20.00 kV WD: 23.0000 mm L VEGAW TESCAN|
Det: SE SEM MAG: 4,00 kx 10 pm

Figura 7. Cultivo microbiano mixto (A.
Ferrooxidans+ A. thiooxidans) sobre
FeAsS 12%

En las figuras 4, 5, 6, y 7, se muestra la superficie de la arsenopirita luego
del tratamiento de biooxidacién, en ellas se puede observar la presencia de
hendiduras las que toman el nombre de golfos de corrosién, esto gracias a la
accion bacteriana que oxida el i6n ferroso a férrico. Se observan cristales en

la superficie del mineral, propias del proceso de la oxidacion bacteriana.
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Tabla 9. Concentracion de células (células/mL) determinados para los cultivos
microbianos puros y mixtos, en el proceso de biooxidacion sobre la
arsenopirita

FeAsS FeAsS FeAsS FeAsS
8% (células/mL)  12%(células/mL) 8%(células/mL) 12 % (células/mL)
0 1,9x10° 1,9x10° 2,1x108 2,1x108
48 8x10° 4,6x108 3,25x10’ 3,34x10’
96 1,98x10’ 1,1x107 4,87x107 4,69x10’
144 5,3x10 5x107 1,92x108 7,23x107
192 6x107 5,4x107 2,06x108 1,54x108
240 1,12x108 8,5x10’ 2,12x108 9,3x10’
288 1,1x108 8,65x107 1,96x108 8,11x10

Fuente: Elaboracién propia

En la tabla 9, se observa que el cultivo microbiano mixto con arsenopirita
al 8 % alcanzé la mayor concentracion celular que fue de 2,12x108 células/mL
a las 240 horas, mientras que el cultivo microbiano mixto con 12 % de
arsenopirita obtuvo un crecimiento de 1,54x108células/mL, a las 192 horas.
Con respecto al cultivo microbiano puro con arsenopirita al 8%, el mayor
crecimiento celular fue 1,12x108 células/mL, a las 240 horas, mientras que el
cultivo microbiano puro con arsenopirita al 12 % obtuvo la mayor

concentracion al final de proceso que fue de 8,65x107 células/mL.
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Figura 8. Curva de crecimiento poblacional del cultivo microbiano puro y mixto
en medio liquido con arsenopirita al 8y 12 %
Fuente: Elaboracion propia

En la figura 8, se puede observar que el crecimiento microbiano mixto con
arsenopirita al 8 % obtuvo la mayor concentracion de células/mL a las 240
horas, mientras que el cultivo microbiano puro y mixto con arsenopirita al

12% obtuvieron las concentraciones microbianas mas bajas al llegar a las 288

horas.
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Tabla 10. Valores de pH determinados para los cultivos microbianos puros y
mixtos en el proceso de biooxidacion sobre la arsenopirita hasta las 288 horas

FeAsS 8 % FeAsS 12 % FeAsS 8 % FeAsS 12 %

0 1,50 1,50 1,68 1,68

48 1,69 1,65 1,81 1,78

96 1,65 1,67 1,98 2,01
144 1,71 1,67 1,93 2,05
192 1,72 1,65 1,95 2,09
240 1,68 1,63 2,12 2,13
288 1,69 1,63 1,91 2,06

Fuente: Elaboracién propia

En la tabla 10, se puede observar que los cultivos microbianos puros mas
arsenopirita al 8 y 12% inician con un pH de 1,5 y al transcurrir las 192 horas,
el cultivo microbiano puro mas arsenopirita al 8 % obtuvo el pH mas alto que
fue de 1,72, a las 192 horas, mientras que al 12%de arsenopirita el pH mas

alto fue de 1,67 a las 96 horas.

En el caso de los cultivos microbianos mixtos al 8 y 12% de arsenopirita, el
pH inicial fue de 1,68, y al transcurrir las 240 horas se obtuvo los pH mas altos

que fueron de 2,12 y 2,13 respectivamente.
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Figura 9. Curva de pH del cultivo microbiano puro en medio liquido con
Arsenopirita.
Fuente: Elaboracién propia

En la figura 9, se observa que el cultivo microbiano puro mas arsenopirita
al 12% es el que se mantuvo en el proceso de biooxidacién con un mayor
namero de valores bajos de pH en relaciéon a los otros cultivos, mientras que
en el caso del cultivo microbiano mixto con arsenopirita al 12% los valores de

pH fueron los mas altos en relacién a los otros cultivos microbianos.
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Tabla 11. Valores de Fe total, Il y Il (mg/L) en solucién, determinados en el
proceso de biooxidacion de 288 horas en el cultivo microbiano puro sobre la
arsenopirita 8 %

Tiempo (h) CULTIVO MICROBIANO PURO CON ARSENOPIRITA 8%

Fe total (mg/L) Fe Il (mg/L) Fe lll (mg/L)

0 1595,6 1302,2 2934
48 1517.,8 544.0 973.,8
96 1326,4 450,5 875,8
144 1353,8 357,1 996,7
192 1546,2 208,8 1337,4
240 1782,4 324,2 1458,2
288 1650,5 126,4 1524,2

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 11, se puede observar que al inicio de la biooxidacion el fierro
total en solucion fue de 1595,6mg/L, mientras que el fierro Il inicid6 con una
concentracion de 1302,2mg/L y el fierro Il contiene una concentracién inicial
de 293,4mgl/L.

Hacia el final del proceso de biooxidacion, trascurridas 288 horas, las
concentraciones de fierro total en solucion, finalizan con una concentracion de
1650,5mg/L, el fierro Il con 126,4 mg/L y el fierro Il con una concentracion de

1524,2mg/L.
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Figura 10. Curva de fierro total, fierro Il y fierro 11l en el proceso de biooxidacion del
cultivo microbiano puro sobre la arsenopirita 8%.
Fuente: Elaboracién propia

En lafiguralO, se aprecia el comportamiento de biooxidacion del fierro total,
fierro Il y fierro lll en solucién, alcanzando valores de 1650,5; 126,4;

1524,2mg/L respectivamente a las 288 horas de proceso.
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Tabla 12. Valores de Fe total, Il y Ill (mg/L) en solucién, determinados en el
proceso de biooxidacion de 288 horas en el cultivo microbiano puro sobre la
arsenopirita 12%.

Tiempo (h) CULTIVO MICROBIANO PURO CON ARSENOPIRITA 12%

Fe total (mg/L) Fe Il (mg/L) Fe 11l (mg/L)

0 11121 840,7 2714
48 1060,7 108,8 951,9
96 1249,5 148,4 11011
144 1348,4 76,9 1271,4
192 1029,7 98,9 930,8
240 1403,3 82,4 1320,9
288 12934 44,0 1249,5

Fuente: Elaboracién propia

En la tabla 12, se puede observar que al inicio de la biooxidacién el fierro
total en solucion fue de 1112,1mg/L, mientras que el fierro Il inici6 con una
concentracion de 840,7mg/L y el fierro Il continué una concentracién inicial

de 271,4mgl/L.

Hacia el final del proceso de la biooxidacion, trascurridas 288 horas, las

concentraciones de fierro total fue de 1293,4mg/L, el fierro Il con 44,0mg/L y

el fierro Il con una concentracion de 1249,5mg/L.
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Figura 11. Curva de fierro total, fierro Il y fierro Ill en el proceso de biooxidacion del
cultivo microbiano puro sobre la arsenopirita 12%
Fuente: Elaboracion propia

En la figura 11, se aprecia el comportamiento de biooxidacién del fierro
total, fierro 1l y fierro Ill en solucién, alcanzando valores de 1293,4; 44,0 y

1249,5 mg/L respectivamente a las 288 horas de proceso.
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Tabla 13. Valores de Fe total, Il y 1l (mg/L) determinados en el proceso de
biooxidacion de 288 horas del cultivo microbiano mixto sobre la arsenopirita

8 %.
Fe total (mg/L) Fe Il (mg/L) Fe Il (mg/L)
1238,4 104,7 1133,7
6976,7 5604,7 1372,1
8779,1 1337,2 7441,9
8546,5 348,8 8197,7
9825,6 1802,3 8023,3
8720,9 2034,9 6686,0
7651,2 1186,0 6465,1

Fuente: Elaboracién propia

En la tablal3, se puede observar que al inicio de la biooxidacion el fierro
total en solucion fue de 1238,4mg/L, mientras que el fierro Il inicié con una
concentracion de 104,7mg/L y el fierro Il con una concentracion inicial de
1133,7mgl/L.

Hacia el final del proceso de la biooxidacién, trascurridas 288 horas, las
concentraciones de fierro total finalizaron con una concentracion de
7651,2mg/L, el fierro 1l con 1186,0mg/L y el fierro Ill con una concentracion de

6465,1mg/L.
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Figura 12. Curva de fierro total, fierro Il y fierro Ill en el proceso de biooxidacion del
cultivo microbiano mixto sobre la arsenopirita 8%
Fuente: Elaboracion propia

En la figura 12, se aprecia el comportamiento de biooxidacion del fierro
total, fierro 1l y fierro 11l en solucién, alcanzando valores de 7651,2; 1186,0 y

6465,1mg/L respectivamente a las 288 horas de proceso.
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Tabla 14. Valores de Fe total, Il y lll (mg/L) determinados en el proceso de
biooxidacion de 288 horas del cultivo microbiano mixto sobre la arsenopirita
12 %

CULTIVO MICROBIANO MIXTO CON ARSENOPIRITA 12%

Tiempo (h) Fe total (mg/L) Fe Il (mg/L) Fe Il (mg/L)

0 1622,1 494,2 1127,9
48 6453,5 4848,8 1604,7
96 8488,4 3197,7 5290,7
144 7674,4 1220,9 6453,5
192 8837,2 1627,9 7209,3
240 6976,7 1860,5 5116,3
288 7122,1 1523,3 5598,8

Fuente: Elaboracion propia

En la tabla 14, se puede observar que al inicio de la biooxidacion el fierro
total en solucion fue de 1622,1mg/L, mientras que el fierro Il inicia con una
concentracion de 494,2mg/L y el fierro Ill con tiene una concentracion inicial
de 1127,9mg/L.

Hacia el final del proceso de la biooxidacion, trascurridas 288 horas, las
concentraciones de fierro total finalizaron con una concentracion de
7122,1mg/L, el fierro 1l con 1523,3mg/L y el fierro Ill con una concentracion de

5598,8mg/L.
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Figura 13. Curva de fierro total, fierro Il y fierro 11l en el proceso de biooxidacion del
cultivo microbiano mixto sobre la arsenopirita 12%.
Fuente: Elaboracion propia

En la figura 13, se aprecia el comportamiento de biooxidacién del fierro
total, fierro Il y fierro Il en solucion, los cuales alcanzaron valores de 7122,1;

1523,3 y 5598,8mg/L respectivamente a las 288 horas de proceso.
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Tabla 15. Biooxidacion de Fe Il obtenido a las 288 horas en los cultivos puro
y mixto a las concentraciones de 8 y 12 % de arsenopirita con sus respectivas
repeticiones

cumvo 8 1524,2 1524,2 1524,2

PURO 12 1249,5 1249,5 1249,5
CULTIVO 8 6407,0 6523,3 * 6465,1

MIXTO 12 5430,2 5767,4 5598,8

* Estadisticamente muy significativo.
Fuente: Elaboracién propia

Segun la tabla 15, se observa que el cultivo microbiano mixto con
arsenopirita al 8% es superior numéricamente y estadisticamente por ANOVA
y prueba de DUNCAN a los demas cultivos en biooxidacién a Fe Il teniendo
un promedio de 6465,1 mg/L de fierro Ill en solucidn; siendo inferiores los
cultivos microbianos puros con arsenopirita al 8 y 12%, cuyas concentraciones

fueron 1524,2 y 1249,5 mg/L de Fe lll respectivamente.
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Tabla 16. Andlisis de varianza para la determinacion del mayor grado de

biooxidacién

FdeV

Tipo cultivos (T)

Conc. de FeAsS
(C)
TxC

Error
experimental

TOTAL

GL

7

SC
43154372,5

650997,551

175024,861

63614,765

44044009,7

Fuente: Elaboracion propia

ANOVA

™M
43154372,5

650997,551

175024,861

15903,6913

Fc Fa
2713,481 7,70864742 21,19769

40,93374

11,0053

En la tabla 16, de andlisis de varianza, se puede observar que existe

diferencia altamente significativa entre tipos de cultivo.

Existe diferencia altamente significativa entre las concentraciones del

mineral (FeAsS).

Existe diferencia significativa entre la interacciéon de tipo de cultivo y

concentraciones de mineral.
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Tabla 17.Prueba de comparaciones multiples utilizando el Método

Comparaciones de promedios de tipos de cultivos

Duncan

O.M. Tratamiento
1o a2bl

20 a2b2

30 albl

40 alb2

Fuente: Elaboracion propia

Media Significacién
6465,15 a

5598,8 b

1524,2 c
1249,5 c

a2bl: Cultivo mixto con arsenopirita al 8 %

a2b2: Cultivo microbiano mixto con arsenopirita 12 %

albl: Cultivo microbiano puro con arsenopirita 8 %

alb2: Cultivo microbiano puro con arsenopirita 12 %

de

En la tabla 17, se puede observar que el tratamiento del consorcio

microbiano mixto con arsenopirita al 8% tiene el mayor grado de biooxidacion

(a), con respecto a los demas tratamientos. Letras iguales (c) no difieren

estadisticamente.
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Figural4. Representacion en barras de la concentracion en soluciéon de fierro (ll1)
en mg/L, por los cultivos microbianos puro y mixto, durante las 288 horas.
Fuente: Elaboracién propia

En la figura 14, se puede observar que el mayor grado de biooxidacion lo
tiene el cultivo microbiano mixto con arsenopirita al 8%, obteniendo una
concentracion de fierro 11l de 6465,1 mg/L.

El cultivo microbiano mixto con arsenopirita al 12% obtuvo una
concentracion de fierro Il de 5598,8 mg/L. El cultivo microbiano mixto con
arsenopirita al 8% obtuvo una concentracion de fierro 11l de 1524,2mg/L,
mientras que el cultivo microbiano puro con 12 % de arsenopirita obtuvo una

concentracion de fierro 11l de 1249,5 mg/L.
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DISCUSION

La arsenopirita es el mineral mas coman portador de sulfuro, y muy
frecuente en la superficie terrestre, (Corkhill C.L., Vaughan D.J. 2009).
Encapsula en su matriz elementos valiosos como oro, sea en la forma de
pequefias inclusiones (Marquez, 1999) o como oro invisible (Marquez et al.
2006), lo cual hace que la mayoria de las veces la cianuracion de estos
minerales requiera largos periodos de exposicion, obteniéndose de este

modo un material de mayor costo (Suzuki, 2001).

La biooxidacién por microorganismos es una tecnologia empleada por
mineras refractarias. (Gilbert et al., 1988; Daoud y Karamanev, 2006; Corkhill
y Vaughan, 2009). Uno de los microorganismos mas utilizados en la
biomineria es Acidithiobacillus ferrooxidans, acidéfilo y meséfilo capaz de
emplear como fuente de energia azufre y hierro, mientras que
Acidithiobacillus thiooxidans es un microorganismo acidéfilo capaz de
emplear azufre como Unica fuente de energia. Se puede observar en el
presente trabajo que el crecimiento microbiano puro y mixto durante la

biooxidacién tuvo una fase lag muy corta, esto probablemente gracias a la
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preadaptacion de ambas cepas (A. ferrooxidans y A. thiooxidans), al 1% de

FeAsS.

Barrie J., (2006), dice que los procesos de disolucion y adsorcién de
metales, se requieren de la contribucion de especies bacterianas
previamente adaptadas a los ambientes especificos, con la finalidad de

lograr buenos resultados.

Segun (Masoon y Rice, 2002; Deveciet al., 2004; Shiet al., 2005, Shiet
al., 2006; Astudillo y Acevedo, 2008) indican que los intervalos de FeAsS
para la adaptacion microbiana puede variar entre 1 hasta 5% W/V, y se
puede comprobar al obtener un recuento microbiano de 108células/ml, (Xia
et al., 2008b). El principal inconveniente de esta metodologia es que no se
sigue un protocolo determinado, siendo necesarios periodos de adaptacion
de hasta afios en algunos casos. (Brahmaprakash y col., 1988; Natarajanet

al., 1994, Das y col., 1998).

También se puede observar que los cultivos microbianos puros obtienen
sSu mayor crecimiento entre las 240 — 288 horas del proceso de biooxidacion.
A diferencia de los cultivos microbianos mixtos que obtuvieron su mayor
crecimiento entre las 192 — 240 horas y comienzan a decrecer a las 288

horas, esto probablemente se deba al incremento de fierro y otros iones en
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solucién que provocan friccion a la pared celular disminuyendo o inhibiendo
la actividad microbiana, como lo indica Gomez et al., (1999); Akcil et al.,
(2007); Mousavi et al., (2007); Marhual y col., (2008), quienes sostienen que
la reduccion de oxigeno disuelto, provoca la concentracion de ciertos iones
como As3*, As®* y Fe3*, ocasionando friccién a la pared celular, teniendo

efectos nocivos para los microorganismos.

Otros de los pardmetros evaluados fue el pH, los cuales iniciaron entre
1,5 - 1,68, segun, Gomez y Cantero, (2005); Daoudy Karamanev, (2006) el
pH menor a 1,8 es efectivo para limitar la extension de la precipitacion de Fe
(). Se puede observar que al finalizar la biooxidacion, el pH se incrementa
ligeramente en todos los tratamientos, para el caso de los cultivos
microbianos puros con arsenopirita al 8 y 12 % el pH final fue de 1,69y 1,63
respectivamente. Para el caso de los cultivos microbianos mixtos el pH final
al 8y 12 % de arsenopirita fue de 1,91 y 2,06 respectivamente, segin Rossi,
(1990) el incremento de pH se puede deber a la disolucion de ciertos

minerales no metalicos, acompafiantes del mineral de arsenopirita.

Durante el proceso de biooxidacion se puede observar que el fierro total

en solucién para los cultivos puros con arsenopirita al 8 y 12% fue entre
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1595,6 - 1112,1mg/L respectivamente y al transcurrir los dias este se siguio
liberando alcanzando valores de 1650,5mg/L en el cultivo puro al 8% de
arsenopirita 'y 1293,4mg/L en cultivo puro con 12% de arsenopirita; mientras
gue en los tratamientos de los cultivos mixtos con arsenopirita al 8 y 12% las
concentraciones de fierro total en solucion al inicio del proceso fueron 1238,4
y 1622,1 mg/L respectivamente, y al trascurrir los dias se observo que hubo
un mayor incremento que los cultivos puros alcanzando valores de
7651,2mg/L al 8% de arsenopiritay 7122,1mg/L al 12% de arsenopirita; esta
reaccion ocurre debido a la solubilizacién que va sufriendo el mineral, gracias
al metabolismo fortalecido de la oxidacion de azufre por A. ferrooxidans y A.
thiooxidans, de esta manera se va liberando a su vez el fierro que esta

conformando el mineral de arsenopirita.

En la evaluacion de las concentraciones de fierro Il en solucién, se pudo
observar que la mayor concentracion lo obtuvo el tratamiento del cultivo
mixto con arsenopirita al 8% logrando la mayor concentracion que fue de
6465,1mg/L. En el tratamiento del cultivo mixto con arsenopirita al 12% se
observé una concentracion de fierro Il de 5598,8mg/L, mientras que los
reactores con concentraciones de arsenopirita al 8 y 12% cuya oxidacion lo

realizaron las cepas de A. ferrooxidans fue de 1524,2 y1249,5 mg/L
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respectivamente. Por ello se llega a la conclusién que el cultivo microbiano
mixto tuvo un mejor resultado de trabajo que solo usando las cepas puras de
A. ferrooxidans. Segun Tuovinen et al.,, (1994); Clark y Norris, (1996);
McGuire y col., (2001), los consorcios de microorganismos han sido
empleados para investigar la oxidacidon de la arsenopirita y han mostrado ser
mas eficientes comparados con cepas solas. P. Chiacchiarini et al., (2000);
sostienen que los cultivos mixtos muestran mayor actividad que los cultivos
puros y una fuerte complementariedad.

Finalmente al observar el mineral con el microscopio electrénico una vez
terminada la biooxidacion, se visualizan pequefios agujeros llamados golfos

de corrosion.

Segun Arroyave et al., (2009) los pequefios golfos de corrosion confirman
la accion de los microorganismos acidéfilos sobre el mineral. Pese a que la
mayor biooxidacién se obtuvo en los cultivos microbianos mixtos a ambas
concentraciones de arsenopirita, también se observaron ligeros golfos de
corrosion en la arsenopirita que fue biooxidada por las cepas puras. Paralelo
a esto se puede visualizar que sobre la superficie del mineral se habian

formado cristales, productos secundarios de la solubilizacién.
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CONCLUSIONES

PRIMERA: EI cultivo microbiano mixto con arsenopirita al 8%
estadisticamente es el mejor, luego en segundo lugar se encuentra el cultivo
microbiano mixto con arsenopirita al 12% ambos estadisticamente
diferentes. Mientras que los cultivos microbianos puros al 8 y 12% de
arsenopirita se encontrarian en tercer lugar, ambas estadisticamente

similares.

SEGUNDA: Los cultivos microbianos puro y mixto presentaron capacidad

biooxidativa del fierro en concentraciones de arsenopirita de 8 y 12%.

TERCERA: El cultivo microbiano con mayor capacidad biooxidativa de fierro

contenido en la arsenopirita fue el cultivo microbiano mixto sobre la

concentracion de arsenopirita al 8% con un valor de 6465,1mg/L.

79



RECOMENDACIONES

PRIMERA: Realizar el proceso de biooxidacibn con concentraciones
mayores de bacterias biooxidantes tanto en el consorcio

bacteriano como en el cultivo puro.
SEGUNDA: Considerar otras variables en el proceso de biooxidacién como,
diferentes tamafios de particulas, agitacion del biorreactor entre

otras.

TERCERA: Trabajar con otros consorcios bacterianos que presenten

actividad biooxidante sobre la arsenopirita.
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ANEXOS

ANEXO 1. Cuadro de recuento de células del cultivo puro

(Acidithiobacillus ferrooxidans) en medio 0K

REPETICION REPETICION PROMEDIO REPETICION REPETICION PROMEDIO

I (cél/mL) Il (cél/mL) (cél/mL) | (cél/mL) Il (cél/mL) (cél/mL)
0 1,9x10° 1,9x10° 1,9X10° 1,9x10° 1,9x10° 1,9X108
48 9,4x108 6,6x10° 8X10° 4,6x107 4,6x107 4,6X10’
96 1,98x10’ 1,98x107 1,98X107 1,1x107 1,1x107 1,1X107
144 5,2x107 5,4x107 5,3X107 4x107 6x107 5X107
192 6x107 6x107 6X107 4,8x107 6x107 5,4X107
240 7,6x107 1,48x108 1,12x10% 9,4x107 7,6x107 8,5X10’
288 1x108 1,2x108 1,1X108 8,7x107 8,6x107 8,65X10’
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ANEXO 2: Cuadro de recuento de células del cultivo mixto

(Acidithiobacillus ferrooxidans y Acidithiobacillus thiooxidans) en medio OK

Tiempo Cultivo microbiano mixto 8 % FeAsS Cultivo microbiano mixto 12 % FeAsS

(h) . . . .
REPETICION REPETICION PROMEDIO REPETICION REPETICION PROMEDIO

I (cél/mL) Il (cél/mL) (cél/mL) | (cél/mL) Il (cél/mL) (cél/mL)

0 2,1x10° 2,1x10° 2,1x10° 2,1x10° 2,1x10° 2,1X10°

48 3,36x107 3,14x107 3,25x10’ 3,26x107 3,42x107 3,34X10’
96 5,24x10’ 4,5x10’ 4,87x10’ 4,82x107 4,56x107 4,69X10’
144 7,22x10’ 3,12x108 1,92x10% 7,9x107 6,56x10’ 7,23X107
192 2,02x108 2,10x108 2,06x108 1,06x108 2,01x108 1,54X10%
240 2,12x108 2,12x108 2,12x108 8,4x107 1,02x108 9,3X10’
288 2x108 1,92x108 1,96X10°% 8,3x10’ 7,91x10’ 8,11X10’
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ANEXO 3: pH del cultivo microbiano puro (Acidithiobacillus ferrooxidans)

Tiempo Cultivo microbiano puro 8 % FeAsS Cultivo microbiano puro 12 % FeAsS

(h) REPETICION REPETICION PROMEDIO REPETICION REPETICION PROMEDIO
| Il | I

0 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50 1,50

48 1,69 1,69 1,69 1,65 1,65 1,65

96 1,65 1,65 1,65 1,67 1,67 1,67

144 1,71 1,71 1,71 1,67 1,67 1,67

192 1,72 1,72 1,72 1,65 1,65 1,65

240 1,68 1,68 1,68 1,63 1,63 1,63

288 1,68 1,70 1,70 1,64 1,62 1,63

ANEXO 4: pH del cultivo microbiano mixto (Acidithiobacillus ferrooxidans

y Acidithiobacillus thiooxidans)

Tiempo Cultivo microbiano mixto 8 % FeAsS Cultivo microbiano mixto 12 % FeAsS

(h) REPETICION REPETICION PROMEDIO REPETICION REPETICION PROMEDIO
I I I I

0 1,68 1,68 1,68 1,68 1,68 1,68

48 1,88 1,73 1,81 1,66 1,9 1,78

96 1,93 2,02 1,98 2,01 2,01 2,01

144 1,89 1,96 1,93 2,11 1,99 2,05

192 1,94 1,96 1,95 2,17 2,00 2,09

240 2,10 2,14 2,12 2,15 2,10 2,13

288 1,86 1,96 1,91 2,06 2,06 2,06
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ANEXO 5: pH del blanco al 8 y 12 % de arsenopirita

Tiempo Blanco al 8 % FeAsS Blanco al 12 % FeAsS
(h) REPETICION REPETICION PROMEDIO  REPETICION REPETICION PROMEDIO
[ I [ I

0 1,55 1,5 1,53 1,55 1,55 1,55

48 1,54 1,54 1,54 1,57 1,59 1,58

96 1,52 1,52 1,52 1,56 1,58 1,57
144 1,51 1,58 1,55 1,57 1,59 1,58
192 1,55 1,55 1,55 1,63 1,61 1,62
240 1,61 1,56 1,59 1,63 1,63 1,63
288 1,6 1,6 1,60 1,59 1,64 1,62

ANEXO 6: Miligramos de fierro total del cultivo puro (A. ferrooxidans) al 8 %

de arsenopirita

CULTIVO PURO (A. ferrooxidans) 8 % FeAsS FIERRO TOTAL

Tiempo REPETICION | REPETICION I PROMEDIO

(h) (mg/L) (mg /L) (mg/L)

0 1469,23 1721,98 1595,60
48 1555,71 1479,89 1517,80
96 1326,37 1326,37 1326,37
144 1337,36 1370,33 1353,85
192 1546,15 1546,15 1546,15
240 1601,10 1963,74 1782,42
288 1623,08 1678,02 1650,55
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ANEXO 7: Miligramos de fierro Ill del cultivo puro (A. ferrooxidans) al 8 % de

arsenopirita

CULTIVO PURO (A. ferrooxidans) 8 % FeAsS FIERRO Il

Tiempo (h) REPETICION | REPETICION I PROMEDIO

(mg/L) (mg/L) (mg/L)

0 447,25 139,56 293,41

48 1174,40 773,30 973,85

96 853,85 897,80 875,82

144 996,70 996,70 996,70
192 1216,48 1458,24 1337,36
240 1392,31 1524,18 1458,24
288 1524,18 1524,18 1524,18

ANEXO 8: Miligramos de fierro total del cultivo puro (A. ferrooxidans) al 12

% de arsenopirita

CULTIVO PURO (A. ferrooxidans) 12 % FeAsS FIERRO TOTAL

Tiempo REPETICION | REPETICION I PROMEDIO
(h) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

0 1018,68 1205,49 1112,09
48 1061,21 1060,11 1060,66
96 1249,45 1249,45 1249,45
144 1524,18 1172,53 1348,35
192 1029,67 1029,67 1029,67
240 1370,33 1436,26 1403,30
288 1293,41 1293,41 1293,41
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ANEXO 9: Miligramos de fierro 11l del cultivo puro (A. ferrooxidans) al 12 %

de arsenopirita

Tiempo REPETICION | REPETICION II PROMEDIO

(h) (mg/L) (mg /L) (mg/L)

0 271,43 271,43 271,43
a8 860,11 1043,63 951,87
9 1051,65 1150,55 1101,10
144 1293,41 1249,45 1271,43
192 930,77 930,77 930,77
240 1436,26 1205,49 1320,88
288 1249,45 1249,45 1249,45

ANEXO 10: Miligramos de fierro total del cultivo mixto (A. ferrooxidans y A.

thiooxidans) al 8 % de arsenopirita

Tiempo REPETICION | REPETICION II PROMEDIO

(h) (mg/L) (mg /L) (mg/L)

0 1255,87 1220,95 1238,37
48 8023,26 5930,23 6976,74
9% 8604,65 8953,49 8779,07
144 8953,49 8139,53 8546,51
192 9883,72 9767,44 9825,58
240 7674,42 9767,44 8720,93
288 7697,67 7604,65 7651,16
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ANEXO 11: Miligramos de fierro Il del cultivo mixto (A. ferrooxidans y A.

thiooxidans) al 8 % de arsenopirita

Tiempo REPETICION | REPETICION II PROMEDIO

(h) (mg/L) (mg /L) (mg/L)

0 1081,40 1186,05 1133,72
48 1348,84 1395,35 1372,09
9% 7558,14 7325,58 7441,86
144 5930,23 5930,23 5930,23
192 9651,16 6395,35 8023,26
240 6627,91 6744,19 6686,05
288 6406,98 6523,26 6465,12

ANEXO 12: Miligramos de fierro total del cultivo mixto (A. ferrooxidans y A.

thiooxidans) al 12 % de arsenopirita

Tiempo REPETICION | (mg/L) REPETICION Il (mg /L) PROMEDIO (mg/L)
(h)
0 1616,28 1627,91 1622,09
48 5465,12 7441,86 6453,49
9% 8139,53 8837,21 8488,37
144 8255,81 7093,02 7674,42
192 9418,60 8255,81 8837,21
240 6976,74 6976,74 6976,74
288 7081,40 7162,79 7122,09

102



ANEXO 13: Miligramos de fierro Il del cultivo mixto (A. ferrooxidans y A.

thiooxidans) al 12 % de arsenopirita
CULTIVO MIXTO (A. ferrooxidans Y A thiooxidans) 12 % FeAsS FIERRO Il

Tiempo REPETICION | REPETICION I PROMEDIO

(h) (mg/L) (mg/L) (mg/L)

0 1162,79 1093,02 1127,91
48 1604,65 1604,65 1604,65
96 5348,84 5232,56 5290,70
144 6627,91 6279,07 6453,49
192 8255,81 6162,79 7209,30
240 5000,00 5232,56 5116,28
288 5430,23 5767,44 5598,84

ANEXO 14: Miligramos de fierro total del blanco al 8 % de arsenopirita

Blanco 8 % FeAsS FIERRO Il

Tiempo REPETICION | REPETICION I PROMEDIO

(h) (mg/L) (mg /L) (mg/L)

0 54,7 55,8 55,2

48 64,0 61,6 62,8

96 54,7 57,0 55,8
144 60,5 59,3 59,9
192 67,4 65,1 66,3
240 64,0 58,1 61,0
288 62,8 65,1 64,0
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ANEXO 15: Miligramos de fierro 11l del blanco al 8 % de arsenopirita

Blanco 8 % FeAsS FIERRO TOTAL

Tiempo REPETICION | REPETICION II PROMEDIO

(h) (mg/L) (mg /L) (mg/L)

0 558,1 569,8 564,0
48 674,4 651,2 662,8
96 686,0 674,4 680,2
144 709,3 674,4 691,9
192 720,9 720,9 720,9
240 674,4 662,8 668,6
288 639,5 674,4 657,0

ANEXO 16: Miligramos de fierro total del blanco al 12 % de arsenopirita

Blanco 12 % FeAsS FIERRO llI

Tiempo (h) REPETICION | (mg/L) REPETICION Il (mg /L) PROMEDIO (mg/L)

0 57,0 55,8 56,4

a8 60,5 61,6 61,0

96 59,3 59,3 59,3
144 58,1 55,8 57,0
192 64,0 61,6 62,8
240 61,6 59,3 60,5
288 53,5 50,0 51,7
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ANEXO 17: Miligramos de fierro 11l del blanco al 12 % de arsenopirita
Blanco 12 % FeAsS FIERRO TOTAL

Tiempo (h) REPETICION | REPETICION I PROMEDIO

(mg/L) (mg /L) (mg/L)

(] 604,7 581,4 593,0

48 639,5 674,4 657,0

96 697,7 686,0 691,9

144 720,9 627,9 674,4
192 674,4 755,8 715,1
240 558,1 755,8 657,0
288 569,8 581,4 575,6

ANEXO 18: Datos para la curva patron de calibracion de Fe total y Fe Il del

cultivo microbiano puro a 477 nm

PPM Densidad éptica a
477 nm
20 0,256
40 0,391
60 0,521
80 0,646
100 1,039
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Regresion lineal de la curva patrén de calibracién de Fe total y Fe lll a 477nm

Y=0,0091X+0,0243; R? = 0,9243
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ANEXO 19: Datos para curva patron de calibracion de Fe total y Fe Il del

cultivo microbiano mixto 477nm

10 0,018
20 0,166
30 0,276
40 0,303
50 0,324
60 0,432
70 0,522
80 0,691
90 0,791
100 0,786

Regresion lineal de la curva patrén de calibracidén de Fe total y Fe Ill a 477nm.

Y=0,0086X-0,04; R?>= 0,9689
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ANEXO 20: Absorbancias de fierro total del cultivo microbiano puro con

arsenopirita al 8 %

REPETICION |

0,158
1,440
0,145
0,146
0,165
0,170

0,172
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REPETICION II

0,181
1,371
0,145
0,149
0,165
0,203

0,177

PROMEDIO

0,170
1,406
0,145
0,148
0,165
0,187

0,175



ANEXO 21: Absorbancias de fierro Il del cultivo microbiano puro con

arsenopirita al 8 %

TIEMPO (h) REPETICION | REPETICION I PROMEDIO

0 0,065 0,037 0,051

48 1,093 0,728 0,911
96 0,102 0,106 0,104
144 0,115 0,115 0,115
192 0,135 0,157 0,146
240 0,151 0,152 0,152
288 0,163 0,163 0,163

ANEXO 22: Absorbancias de fierro total del cultivo microbiano puro con

arsenopirita al 12 %

ABSORBANCIAS DEL CULTIVO PURO (A. ferrooxidans)
12 % FeAsS FIERRO TOTAL

TIEMPO (h) REPETICION | REPETICION I PROMEDIO

0 0,117 0,134 0,126
48 0,990 0,989 0,990
96 0,138 0,138 0,138
144 0,163 0,131 0,147
192 0,118 0,118 0,118
240 0,149 0,155 0,152
288 0,142 0,142 0,142
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ANEXO 23. Absorbancias de fierro 1l del cultivo microbiano puro con
arsenopirita al 12 %

ABSORBANCIAS DEL CULTIVO PURO (A. ferrooxidans)
12 % de FeAsS FIERRO Il

TIEMPO (h) REPETICION | REPETICION I PROMEDIO

0 0,049 0,049 0,049
48 0,807 0,974 0,891
96 0,120 0,129 0,125
144 0,142 0,138 0,140
192 0,109 0,109 0,109
240 0,155 0,134 0,145
288 0,138 0,138 0,138

ANEXO 24: Absorbancias de fierro total del cultivo microbiano mixto con
arsenopirita al 8 %

ABSORBANCIAS DEL CULTIVO MIXTO (A. ferrooxidans Y A. thiooxidans)
8 % FeAsS FIERRO TOTAL

TIEMPO (h) REPETICION | REPETICION I PROMEDIO

0 0,068 0,065 0,067

48 0,029 0,011 0,020

96 0,034 0,037 0,036

144 0,037 0,030 0,034

192 0,045 0,044 0,045
240 0,026 0,044 0,035
288 0,622 0,614 0,618
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ANEXO 25. Absorbancias de fierro Il del cultivo microbiano mixto con

arsenopirita al 8 %

ABSORBANCIAS DEL CULTIVO MIXTO (A. ferrooxidans Y A. thiooxidans)
8 % FeAsS FIERRO Il
TIEMPO (h) REPETICION | REPETICION I PROMEDIO

0 0,053 0,062 0,058
48 0,076 0,080 0,078
96 0,025 0,023 0,024
144 0,011 0,011 0,011
192 0,043 0,015 0,029
240 0,017 0,018 0,018
288 0,511 0,521 0,516

ANEXO 26: Absorbancias de fierro total del cultivo microbiano mixto con

arsenopirita al 12 %

TIEMPO (h) REPETICION | REPETICION I PROMEDIO

0 0,099 0,100 0,100
48 0,007 0,024 0,016
96 0,030 0,036 0,033
144 0,031 0,021 0,026
192 0,041 0,031 0,036
240 0,020 0,020 0,020
288 0,569 0,576 0,573
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ANEXO 27: Absorbancias de fierro Il del cultivo microbiano mixto con

arsenopirita al 12 %

TIEMPO (h) REPETICION | REPETICION I PROMEDIO

0 0,060 0,054 0,057
48 0,098 0,098 0,098
96 0,006 0,005 0,006
144 0,017 0,014 0,016
192 0,031 0,013 0,022
240 0,003 0,005 0,004
288 0,427 0,456 0,442
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ANEXO 28: Reactivacion de las cepas (A. ferrooxidans DSMZ 1477 y A.

thiooxidans DSMZ 1478) donadas por la Facultad de Ingenieria de la Pontificia

Universidad Catdlica de Valparaiso, Chile.
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ANEXO 30. Reactores al inicio del proceso con in6culo microbiano puro

(Acidithiobacillus ferrooxidans) y sus respectivas concentraciones de

arsenopirita

ANEXO 31: Reactores al final del proceso con indculo microbiano puro
(Acidithiobacillus ferrooxidans) y sus respectivas concentraciones de

arsenopirita
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ANEXO 32: Reactores al inicio del proceso con inéculo microbiano mixto (A.

ferrooxidans y A. thiooxidans) y sus respectivas concentraciones de

arsenopirita
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ANEXO 33: Reactores al final del proceso con indculo microbiano mixto (A.

ferrooxidans y A. thiooxidans) y sus respectivas concentraciones de

arsenopirita
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ANEXO 34: Microscopio electrénico de la UNJBG

ANEXO 35: Patrones de fierro
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