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RESUMEN

En este trabajo se analiza la eficacia de la biooxidacién en el pre
tratamiento de minerales auriferos en los que la refractariedad viene
provocada por la presencia de sulfuros metalicos. Se estudian un tipo de
matriz: arsenopirita. Se concluye que la biooxidacién es un pre tratamiento
eficaz para este tipo de mineral refractario de oro. En el caso de minerales en
matriz de sulfuros de arsénico, la biooxidacion puede realizarse por un
mecanismo de contacto indirecto, lo que permite alcanzar una cinética mucho
mas rapida que la de los procesos convencionales de biolixiviacion.

El propésito de esta investigacion fue evaluar a escala de laboratorio
la acciobn de microorganismos Acidithiobacillus ferrooxidans aislado del
mismo mineral en estudio sobre la oxidacion de sulfuros donde predominan
arsenopirita, variando las concentraciones de sustrato (10 % y 15 %), y la
aireacion. Los resultados de las mediciones diarias de pH y potencial redox
realizadas por un tiempo de 25 dias, demuestran que hubo una actividad de
oxidacion eficiente y se lleg6 a valores de pH de 1,5 y potencial redox de 600
mv, ademas se logré recuperaciones de oro del 87,67 % a las 46 horas de

lixiviacion.

Palabras clave: bacteria, biolixiviacion, arsenopirita, mineralogia aplicada.



INTRODUCCION

En el Peru la Industria Minera-Metalurgica, es fuente de riqueza de
mayor importancia dentro del contexto socio—econdmico. Dicha actividad
se desarrolla en forma acelerada, gracias a las tecnologias limpias que
son cada vez mas diversificadas y acondicionadas a los procesos

tradicionales.

Muchos depésitos minerales sulfurados de Oro y Plata, que
contienen Pirita, Pirrotita, Calcopirita, Arsenopirita, etc. considerados no
econdmicamente factibles por las bajas recuperaciones por el proceso de
cianuraciéon convencional y por el alto consumo de cianuro de sodio. En
estos momentos pueden ser econdmicamente rentables aplicando el

Proceso de Pre-Aireacion en la lixiviacion de estos minerales.

A partir del siglo XVIII, se utilizé el método de Lixiviacion para la
recuperacién de minerales de cobre, posteriormente se avanzé y se aplico
en la recuperacion de oro y plata, primeramente para minerales oxidados

y después para sulfurados.



Las dificultades en el tratamiento por cianuraciébn se presentan
principalmente cuando el oro esta finamente encapsulado y diseminado
en los minerales sulfurados, donde se encuentra en un alto porcentaje en
tamafos menores de 20 micras, inclusive se tiene la presencia de oro
sub-microscopico, entonces la sola presencia de sulfuros de hierro y
metales base de minerales de arsénico, antimonio, bismuto, etc., hacen

dificil su tratamiento por cianuracion convencional.



CAPITULO |

GENERALIDADES

1.1 DEFINICION DEL PROBLEMA
Minerales refractarios o0 mas apropiadamente, minerales
problema, se presentan en diferentes formas. Estas
incluyen al oro quimicamente combinado (teluros), oro
encapsulado o finamente diseminado en minerales sulfurados:
pirita y principalmente arsenopirita; y el oro lixiviable pero que es

reabsorbido en materiales carbonosos que contiene el mineral.

El oro encapsulado o finamente diseminado en minerales
sulfurados es el mas comun existiendo numerosos depdsitos
alrededor del mundo con esta problemética: Campbell Red Lake
Mines, The Giant Yellowknife Mines, Dickenson Joint Venture y The
Kerr Addison Mines en Canada, otros depdésitos incluyen Cortez,
Getchell, y McLaughlin, Carlin, Bald Mountain, Jardine y Mercur
Mines en U.S.A., Dacasun, Mindyak y Kazakhstan en U.S.S.R.,

Barberton,



Eastern Transval y Witwatersrand en South Africa, Porgera en

Pagua New Guinea, y otros depdsitos en Australia, Brasil y Peru.

OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo general
Mejorar el rendimiento en la recuperacion de oro de minerales
refractarios utilizado el tratamiento microbiolégico o
biolixiviacibn como una nueva alternativa de pre tratamiento a

la cianuracion.

1.2.2 Objetivos especificos

»  Someter la muestra mineral a tratamiento microbiologico
a diferentes concentraciones de indculo microbiano y
aireacion.

»  Cianurar las muestras pre tratadas por biooxidacion a
condiciones estandar de operacion.

»  Determinar el consumo de cianuro y cal durante el
proceso de cianuracion.

»  Determinar el porcentaje de recuperacion de oro.



1.3

1.4

HIPOTESIS
La inoculacion microbiana y aireacion en proceso biolixiviacién
inciden en la recuperacion de oro; y el consumo de cianuro y cal en la

cianuracion.

JUSTIFICACION E IMPORTANCIA
Desde el punto de vista técnico-econémico, la variacion de la
inoculo microbiano y aireacion en el mineral mejorara la cinética de
cianuracion de los minerales y por lo tanto disminuir los ciclos
lixiviacion. Con relacion al beneficio econdmico, se tratara minerales

refractarios donde es dificil su extraccion de oro.

Las empresas mineras que procesan minerales sulfurados auriferos,
en la actualidad tienen problemas en la recuperacion de oro por
cianuracion, debido a que en el medio estan presentes muchos
compuestos ciandgenos consumidores de cianuro, dificultando la
extraccion del oro, por lo que se desarrolld el presente estudio a fin de
dar una solucion viable.

La aplicacion de la Etapa de Pre-Aireacion a la Cianuracion es

con la finalidad de optimizar el Proceso, debiendo de implementarse



entre la remolienda y la cianuracion del circuito de la Empresa Minera
Aurifera Calpa S.A.

Si bien el método de extraccibn de oro mas importante y
empleado en la actualidad es la cianuracién, no siempre es posible
aplicarlo exitosamente en forma directa si no se tiene en cuenta las

caracteristicas del mineral o concentrado.

Las dificultades en el tratamiento por cianuracién se presentan
principalmente en minerales en que el oro esta finamente diseminado
en minerales sulfurados, sea que este se presente como oro libre o
como oro encapsulado. La sola presencia de sulfuros de hierro y de
metales base, de minerales de arsénico, antimonio, bismuto, etc.

hacen dificil su tratamiento por cianuracion convencional.

El problema de la cianuraciéon de minerales sulfurados es que
estos o los productos de su descomposicion pueden reaccionar con el
cianuro causando un excesivo consumo del citado reactivo o pueden
reaccionar con el oxigeno de la solucion de cianuro y desde luego

reducir la velocidad de disolucidon de los minerales de oro.



Nagy, establece que para que el oro se disuelva completamente
en soluciones alcalinas de cianuro, se deben satisfacer ciertos
requerimientos, tales como que:

« El oro debe estar como particulas discretas y limpias.

o Deben estar ausentes de impurezas que puedan inhibir la reaccion.

e Se debe disponer de un adecuado suministro de oxigeno.

« Hasta donde concierne al segundo requerimiento, muchas minas
de oro poseen constituyentes que se descomponen en soluciones
de cianuro lo que ocasiona la aparicion de compuestos, en

solucion, que pueden inhibir la reaccion de disolucion del oro.

Demopoulus , Macassi , Ponciano, nos dice que la refractariedad
de las menas o concentrados es determinada por la resistencia que
ofrecen estos materiales a la extraccion directa de los metales
preciosos por técnicas convencionales de cianuracion alcalina. Esta
refractariedad puede ser causada por:

o Diseminacion fina o encapsulamiento de oro fino en pirita o
arsenopirita,

o Presencia de elementos carbonaceos (que reprecipitan al oro
disuelto),

e Presencia de cianicidas (consumidores de cianuro); y



1.5

« Presencia de agentes consumidores de oxigeno.

Las técnicas convencionales de extraccion directa de los
metales preciosos mediante soluciones alcalinas de cianuro resultan
insatisfactorias, debido a la refractariedad arriba mencionada, razén
por la cual se ha presentado como alternativa para solucionarla los
llamados pre tratamientos. Estos han sido revisados por Nagy, quién

los adapta a cada familia de minerales de oro.

ANTECEDENTES

A finales del siglo XIX S. Winogradsky describié un grupo de
bacterias de diversos ambientes: suelo, agua y mina, que crecen
por oxidacibn de minerales con azufre, hierro, cobre, cobalto,
niquel y otros metales, lo que ademas asimilan el CO, yl/o
carbonatos como fuente de carbono. Por este tipo de metabolismo
bioquimico les defini6 como "bacterias quimiolitotroficas y postul6
gue la energia derivada de la oxidacion del ié6n ferroso a férrico
sirve para su crecimiento y asimilaciéon de CO," (Sanchez-Yéafiez et
al.,, 2000; Harvey y Crundwell, 1997). A finales de 1979 se les

conocian como bacterias autotroficas del hierro, entonces sélo se


http://www.monografias.com/trabajos14/dinamica-grupos/dinamica-grupos.shtml
http://www.monografias.com/trabajos6/elsu/elsu.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/problemadelagua/problemadelagua.shtml
http://www.monografias.com/trabajos/metalprehis/metalprehis.shtml
http://www.monografias.com/trabajos13/tramat/tramat.shtml#COBRE
http://www.monografias.com/trabajos14/ciclos-quimicos/ciclos-quimicos.shtml#car
http://www.monografias.com/trabajos14/metabolismo/metabolismo.shtml

describian dos géneros: Ferrobacillus y las especies F.
ferrooxidans y F. sulfooxidans y Thiobacillus thiooxidans, esta
ultima se aislo de un suelo pobre en materia organica y en agua de
mina; (Lindstrom et al, 1992; Olson, 1991). La lixiviacion
bacteriana (LB) es una estrategia bioldgica que se emplea para la
concentracion y extraccion de metales de minerales sulfurados
refractarios de baja ley 6 SMBL (Alvarez y Jerez, 1990; Janssrn et

al., 1996).

En hidrometalurgia la LB es sencilla, barata y ecoldgica, sus
productos no contaminan el ambiente (Navarrete, et al., 2001). Una
de sus principales ventajas es la economica, al aprovechar menas
de minerales sulfurados metalicos de baja ley (SMBL),
considerados asi porque la concentracion del metal de interés es
minima (10mg/ton del mineral) y porque la extraccién por métodos
guimicos tradicionales no es rentable, por ello no se explotan a
pesar de que contienen oro, plata, cobre y metales radiactivos:
uranio, radio, etc. (Ballesteros et al., 2001; Fowler y Crundwell,
1998).

El primer informe sobre la LB de SMBL, se public6 en 1922

con una bacteria quimiolitotrofica desconocida, esta investigacion


http://www.monografias.com/trabajos10/lamateri/lamateri.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/henrym/henrym.shtml
http://www.monografias.com/trabajos4/leyes/leyes.shtml
http://www.monografias.com/trabajos12/elproduc/elproduc.shtml
http://www.monografias.com/trabajos15/medio-ambiente-venezuela/medio-ambiente-venezuela.shtml
http://www.monografias.com/trabajos7/tain/tain.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/metods/metods.shtml
http://www.monografias.com/trabajos35/oferta-demanda-oro/oferta-demanda-oro.shtml
http://ads.us.e-planning.net/ei/3/29e9/cfa010f10016a577?rnd=0.039716911258584064&pb=6c3e4dd5e3da74fa&fi=07163728743d1a46&kw=plata
http://www.monografias.com/trabajos13/radio/radio.shtml
http://www.monografias.com/trabajos12/guiainf/guiainf.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/norma/norma.shtml
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describi6 una forma bioldégica de extraccion de metales como
alternativa barata para la explotacion de SMBL, durante 30 afios
este informe se ignord hasta el redescubrimiento T. ferrooxidans
tolerante a alta concentracién de metales pesados (g L-1): 10 de
zinc, 72 de niquel, 30 de cobalto, 55 de cobre y hasta 160 de hierro
fundamental en el incremento del costo de fundicion de minerales,
la que obliga a que concentrados de oro y plata se exploten por LB

(Lindstrom et al., 1992).

En general se describen tres métodos para la extraccion de
metales a partir de minerales: lixiviacion quimica en autoclave,
tostacion de sulfuros y LB. En base al mineral que se trata se sabe
gue el reto es extraer el metal unido al azufre, ya que éste es la
causa de la refraccion o resistencia del mineral a la separacion de

estos metales.

La lixiviacion de sulfuros en autoclave (proceso Sherrit-
Gordon), se realiza a elevada temperatura y presion del oxigeno
para la oxidacion y solubilizacién del azufre y su eliminacién, como
la variante de Homestake en Nevada, E.U.A. Por esta técnica el

producto de autoclave, es una solucion acida en la que los metales


http://www.monografias.com/trabajos7/coad/coad.shtml#costo
http://www.monografias.com/Quimica/index.shtml
http://www.monografias.com/trabajos10/restat/restat.shtml
http://www.monografias.com/trabajos/termodinamica/termodinamica.shtml
http://www.monografias.com/trabajos11/presi/presi.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/falta-oxigeno/falta-oxigeno.shtml
http://www.monografias.com/trabajos12/elproduc/elproduc.shtml
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del mineral son solubles. En tanto un lodo atrapa las especies
inertes como arcillas y silice, en la siguiente etapa; la cianuracion
se aplica para separar: plomo, cobre y zinc, la técnica se usa en
yacimientos de minas de oro con o sin concentracion de sulfuros, la
desventaja de este tratamiento es el alto consumo de oxigeno
proporcional a la concentracion de azufre en el mineral ademas los
metales de los minerales deben ser resistentes a la corrosion

(Sand et al., 1993; Sugio et al., 1990).

La tostacion es un proceso industrial para la conversion de
sulfuros en sulfatos solubles en solucién acida acuosa, que permite
cianuracion normal, después del lavado de residuos. No obstante la
tostacion genera dioxido de azufre (SO;), no recuperable en
pequefia 0 mediana escala, que contamina el ambiente por ello

normas de proteccion ambiental restringen su utilizacién.

La Lixiviacion Bacteriana es una actividad biolégica conocida
desde la antigiiedad por fenicios, romanos, arabes y espafoles,
gue la reportaron en la extraccion de cobre en agua de minas. En
1947 cuando T. ferrooxidans se aisl6 por primera vez del drenaje

de una mina de carbdn bituminoso (Kashefi et al.,, 2001; Olson,


http://ads.us.e-planning.net/ei/3/29e9/cfa010f10016a577?rnd=0.6410504476971286&pb=133a0b71ba317680&fi=07163728743d1a46&kw=usa
http://www.monografias.com/trabajos35/consumo-inversion/consumo-inversion.shtml
http://www.monografias.com/trabajos3/corrosion/corrosion.shtml
http://www.monografias.com/trabajos6/dige/dige.shtml#evo
http://www.monografias.com/trabajos4/leyes/leyes.shtml
http://www.monografias.com/trabajos36/fenicios/fenicios.shtml
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1991). En Espafia en 1950 se report6 la Lixiviacion Bacteriana de
minerales de cobre en una mina del Rio Tinto, hasta 1970 se
confirmé que esto fue derivado de la actividad de Thiobacillus
sobre el SMBL (Lindstrom et al., 1993; 1992; Suzuki et al., 1990).
Cuando la microbiologia avanzo, se reporto que Thiobacillus como
es clave en la recuperaciéon de metales de valor comercial a partir
de SMBL. Por ello existen patentes de este proceso, incluso para

minerales con metales radioactivos (Ahonen y Touvinen, 1992).


http://www.monografias.com/trabajos6/hies/hies.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/microbiol-historia/microbiol-historia.shtml
http://www.monografias.com/trabajos14/nuevmicro/nuevmicro.shtml

CAPITULO I

FUNDAMENTOS DE LA MICROBIOLOGIA

2.1 LA MICROBIOLOGIA
2.1.1 Microorganismo
Hay muchos objetos de interés biolégico que son
pequefios: las células de las plantas y animales son los
ejemplos mas obvios. Sin embargo, €stos no son organismos
sino solamente partes de organismos. Un microorganismo es
pequefio, pero es también un individuo.
El mas obvio resultado de ser pequefio es una
relacion o razon muy grande de area de superficie a volumen.
Por ejemplo, un volumen de bacterias igual al volumen de una
sola célula vegetal, tiene un area de superficie aproximada de
10 veces mayor. Esto es importante, porque es a través de su
superficie que un organismo intercambia material con su medio
ambiente. A su vez, un mayor intercambio de material, lleva
asociado un metabolismo mas intenso dentro del organismo y

un alto grado de reproduccion.
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Los seres vivos se dividen en: animales, vegetales y
protistos. El reino protisto incluye todos los organismos que no
tienen algun desarrollo extensivo de tejido, esto es, sistemas
de tipos de células distintivas para realizar diferentes funciones.
Los protistos incluyen organismos unicelulares y microscopicos,
asi como también pluricelulares, estando conformado por
algas, hongos, protozoarios y bacterias. Los protistos se
subdividen en protistos superiores e inferiores (bacterias y

algas verde azuladas).

En las células de todos los organismos, excepto en las
bacterias y algas verdeazuladas, el nucleo esta rodeado
durante la mayor parte de la vida de la célula, por una
membrana. Esta membrana no se encuentra en los protistos
inferiores; en estos organismos, el ndcleo esta simplemente
metido en el citoplasma. Las bacterias y las algas verde

azuladas son todas microscopicas.

2.1.2. La célula bacteriana.
Casi la unica funcién de la célula bacteriana es producir

otra célula. Todo lo que hace un bacterio es crecer. No produce
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células de diferentes tipos, ni realiza mucho trabajo mecénico;

no produce semillas ni flores, ni camina ni habla.

Formas de las bacterias.

Hay tres formas de células entre los bacterios verdaderos:
bastones, esferas y hélices. La forma de baston es
probablemente la mas comudn. Los bastones pueden tener
extremos redondeados o romos; algunos son tan cortos que
casi no se distinguen de una esfera y otros son muy largos y
angostos. Las bacterias esféricas se llaman cocos. Los cocos
frecuentemente se presentan en cadenas o racimos; estos
racimos pueden ser de tamafio variable y forma irregular o en
algunos casos, paquetes de formas muy regulares. Las formas
helicoidales se llaman vibriones o espirilos. Un espirilo tiene
mas de una vuelta de hélice; un vibrion tiene menos de una

vuelta completa y superficialmente parece un bastén romo.

Las formas y tamafios de un bacterio particular pueden
variar dentro de limites méas bien amplios, en medios ambientes
diferentes. Aunque la mayoria de las células procariotas son

pequefas, existe una gran variacion de tamafios entre los
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diferentes organismos. Las células procariotas mas pequefas
pertenecen al grupo de los micoplasmas y son demasiado
pequefias para verse con el microscopio Optico. Las mayores
células procaridticas las cianoficeas, tienen un diametro que es
de mas de 500 veces el de micoplasma y casi podrian

observarse a simple vista.

La medicion de la longitud de un objeto microscopico es
en esencia lo mismo que la medicion de cualquier otro objeto;
éste se coloca al lado de una regla de longitud conocida
leyéndose directamente '18 “mension. La regla utilizada en
microscopia es el micrometro ocular, un pequefio disco de
vidrio con una regla grabada. Las lineas del micrometro ocular
seran equivalentes a micrometros (micras) o a partes de
micrometro. El tamafio se mide ahora moviendo la célula de tal
modo que quede Opticamente al lado de la regla del ocular,
leyéndose su tamafio directamente. En las células esféricas
s6lo se necesita medir el didmetro, pero en las que no lo son,

debe medirse tanto la longitud como el ancho.
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Lareaccion de Gram.

Uno de los caracteres citolégicos mas importantes de los
bacterios es su reaccion ante un procedimiento de coloracién
simple llamado, en homenaje a su descubridor, la coloracion de
Gram. Este procedimiento consiste en colorear las células con
el colorante cristal violeta; todos los bacterios tomaran el color
azul. Los bacterios son seguidamente tratados con una
solucion de yodo y luego decolorados con alcohol.; las
bacterias Gram positivas (6 Gram(+)) retienen el cristal violeta;
los bacterios Gram negativos (6 Gram(-)), son decolorados. La
base quimica de esta reaccion diferencial no esta bien
entendida y el procedimiento parece ser totalmente arbitrario.
Sin embargo, la divisidon de bacterios en las formas Gram (+) y
Gram (-) se correlaciona sorprendentemente bien con muchas
otras caracteristicas. Por ejemplo, todos los bacterios que
forman esporas son Gram positivos; todas las formas con
flagelos en los polos son Gram negativos. Las Gram (-) poseen
pared celular delgada, en tanto que las Gram (+) presentan

paredes gruesas.
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Flagelos Bacterianos

Muchas bacterias pueden nadar valiéndose de pequefios
apéndices en forma de latigos llamados flagelos. Los flagelos
de los bacterios moviles estan distribuidos sobre la superficie
de la célula en formas caracteristicas: pueden estar restringidos
a uno o ambos extremos de la célula (flagelos polares), o
pueden encontrarse sobre toda la superficie celular (flagelos
peritricos). La duracion de los movimientos de avance en
relacion a los de giro, esta asociada a receptores presentes en
la membrana bacteriana; estas variaciones permiten a la
bacteria acercarse a determinadas sustancias, como particulas
alimenticias, y alejarse de aquellas condiciones ambientales
adversas. En algunas bacterias acudticas, que contienen
particulas ricas en hierro, el movimiento se orienta segun el

campo magnético.

Los cocos, al ser redondos, se distorsionan menos y por
tanto resultan mas resistentes a la desecacién que los bacilos o
los espirilos. Los bacilos por otra parte, tienen expuesta mas
superficie por unidad de volumen que por tanto pueden tomar

mas rapidamente nutrientes de las soluciones diluidas. Las
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formas espirales son habitualmente moviles, y se desplazan
por un movimiento de sacacorchos, lo que significa que
encuentran menos resistencia por parte del agua que las

rodea que los bacilos méviles.

Las Endosporas.

Muchos otros microorganismos producen tipos de células
resistentes que pueden mantenerse vivas bajo condiciones que
matarian a las células vegetativas. Ninguna de estas es el
equivalente de la espora bacteriana que resiste condiciones

extremas, tanto quimicas como fisicas.

Algunas endosporas pueden germinar aun después de
varias horas de inmersion en agua hirviendo.

Una endospora tiene una apariencia muy caracteristica
cuando se examina al microscopio. A causa de su bajo
contenido de agua, es muy densa y altamente refractaria.

Con so6lo una pocas excepciones, las esporas estan
restringidas a dos géneros de bacterios en forma de bastén:

bacillus y clostridium. Estos géneros se distinguen por una
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condicién fisiologica: los clostridios son estrictamente
anaerobicos, mientras que los bacilos son aerobios.
La germinacién de una espora tiene lugar cuando se

coloca en un medio ambiente adecuado.

Arquitectura molecular de una célula bacteriana

Como en todos los seres vivos el agua constituye el
grueso de una célula bacteriana: del 70 al 80 % del peso de
una célula es agua. Un bacterio tipico pesa 5x10° ug vy tiene
una masa seca de mas o menos 1x10° ;Cudl es la
composicion quimica de este trillonésimo de un gramo? Su
composicidn no es extraordinaria: los elementos comunes
carbono, hidrégeno, oxigeno y nitrégeno, junto con menores
cantidades de fésforo y azufre, comprenden por lo menos el 99
% de la masa seca total. Hay cantidades mas pequefias de
hierro, potasio, magnesio y algunos otros elementos. Ver

TABLA I.
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TABLA I. Composicion de una bacteria tipica.

ELEMENTO PESO SECO (%)
Carbono 50
Oxigeno

20
Nitrégeno

15
Hidrégeno

08
Azufre

03
Fosforo

01

Fuente: JUNAC, 1989

Estructura del flagelo bacteriano

Un flagelo bacteriano tipico mide mas o menos 120 A
(unidades Angstrom) de grueso y tal vez 4 6 5 micrones de
largo. El flagelo esta adherido a un pequefio granulo basal en
el interior de la célula y emerge a través de la pared celular. El
flagelo es de origen citoplasmético y no es un apéndice de la
pared celular. Es de forma helicoidal, con radio y paso

constantes para un tipo de bacterio dado.

Los flagelos conducen el bacterio hacia adelante de un

modo muy similar al de una hélice que impulsa a un barco. Sin
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embargo, a diferencia de un propulsor de un barco, los flagelos
no giran; en lugar de esto, olas, en forma de tornillo, se mueven
por debajo de ellos, en la misma forma en que pasaria una ola
debajo de una cuerda atada en un extremo y hecha girar en el

otro.

La pared celular y la membrana celular

Analicemos primeramente el concepto de Osmosis.
Consideremos una solucion de sacarosa en agua. Tanto las
moléculas de agua como de sacarosa Se mueven
violentamente y al azar por toda la solucion. Si la molécula se
coloca en un saco a través del cual el agua puede pasar pero
no la sacarosa (se dice que el saco es permeable al agua pero
impermeable a la sacarosa) y el saco es colocado en agua
pura, ¢qué pasard? Las moléculas de agua van a pasar a
través del saco en ambas direcciones, pero en promedio van a
ser mas las que entran que las que salen. Esto es porque para
un numero total dado de moléculas, hay menos moléculas de
agua dentro del saco que afuera, puesto que algunas
moléculas de adentro son de sacarosa. En un saco cerrado

lleno, la solucién estara bajo una presion; esta es llamada
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presion osmaotica y es una medida de la tendencia del agua a
pasar dentro del saco. Si el saco es elastico, se hinchara y
eventualmente reventara si la presion osmética se hace mayor
que la resistencia mecéanica del saco. Por el contrario, si un
saco lleno de agua pura es colocado en una solucion de
sacarosa, se encogera a medida que el agua fluye hacia

afuera.

La misma clase de comportamiento se observa en
bacterios bajo circunstancias similares. Asi, si una célula
bacteriana se coloca en una solucibn muy concentrada de
sacarosa, se vera que el contenido de la célula (el protoplasma)
se encoge, pero la envoltura limitante por afuera no se encoge,
es rigida. Esto demuestra dos propiedades importantes de la

superficie de la célula bacteriana:

o Hay una membrana semi-permeable alrededor de la célula,
puesto que el contenido de la célula responde a un cambio
en la presion osmotica del medio de cultivo.

o En el exterior de la membrana hay una pared celular rigida.

Una idea de la rigidez de esta pared se puede obtener
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considerando la presion osmdética ejercida contra la pared
cuando un bacterio se coloca en agua (procedimiento que
generalmente no causa mayor dafilo o cambio visible). Se
sabe que la presibn osmética es aproximadamente 20
atmosferas. La membrana responsable del comportamiento
osmoético se llama membrana plasmatica y la estructura

rigida que resiste la presién osmatica, pared celular.

Estructura de la pared celular bacteriana

Bajo el analisis anterior, cabe preguntarse ¢cual es la
naturaleza quimica y estructura de esta pared celular rigida?

La pared celular de un bacterio es facilmente vista en el
microscopio electronico. Generalmente aparece como una

envoltura de 50-100 A de grueso.

Los polisacaridos constituyen una gran parte de la pared
celular. Estan compuestos de un numero de diferentes
azucares simples, tal como glucosa, galactosa y manosa. Los
azucares que se encuentren dependen del tipo de bacterio. En
muchos casos se presentan amino-azucares en lugar de los

correspondientes azucares simples. La diferencia entre estos
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puede verse comparando las estructuras de la galactosa y la

galactosamina.

Un componente de los polisacaridos de las paredes de
las células bacterianas, presente casi universalmente, es el
compuesto acido muramico, el que esta relacionado con la

galactosamina.

La pared de los bacterios contiene solo trazas de lipidos,
mientras que la pared de las Gram (+) pueden contener hasta
20.% de lipidos. La pared tiene una amplia variedad de
aminodacidos; ciertamente, todos los aminoacidos que se
presentan en las proteinas se encuentran en las paredes
celulares de los bacterios Gram (-). La pared de los Gram (+)
por el contrario, se caracterizan por la sorprendente
simplicidad de la composicion de aminoacidos. El acido
glutamico y la alanina generalmente se presentan en grandes
cantidades, acompafiadas de uno o dos aminoacidos distintos
en menores cantidades, los cuales varian con los diferentes
bacterios. El acido diaminopimélico es un aminoacido que se

presenta en las paredes de bacterios, tanto Gram (+) como
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Gram (-). Este dltimo se encuentra sélo en los protistos mas

bajos.

La membrana plasmatica

Esta contiene grandes cantidades de fosfolipidos junto
con proteinas y algunos polisacaridos. Por lo que muestra una
microfotografia electronica, no parece tener mas de 20-40 A de
grueso, indicando asi que sus moléculas de proteinas estan

ordenadas en una sola capa.

Las enzimas respiratorias de la célula estan asociadas
con ella. En el estudio de la estructura de células de otros
organismos, aprendimos que las enzimas respiratorias estan
limitadas a los organelos llamados mitocondrios, que no
aparecen a nivel de bacterios. Los bacterios que tienen mas o
menos el mismo tamafio que los mitocondrios no necesitan

“micromitocondrios” dentro de ellos.

El citoplasmay el nucleo
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El hecho de que la célula bacteriana posea una estructura
simple no significa que la complejidad de las células de
organismos mas elevados es esencial para el crecimiento. Se
conoce muy poco en lo que concierne a la division de la regién
nuclear bacteriana; en apariencia simplemente se estrangula

hasta dividirse en dos mitades.

El espacio comprendido entre la regidon nuclear y la
membrana plasmatica esta lleno con un citoplasma uniforme y
granulado. Inmersos en él, se observan innumerables
particulas muy pequefas, llamadas ribosomas, los que miden
aproximadamente 11 A de didmetro. Los ribosomas de los
bacterios estan aparentemente libres en el citoplasma y no
estan asociados con ningun componente de la membrana
como lo estan a menudo en otras células. Los ribosomas estan
compuestos de mas o menos la misma cantidad de proteinas y
acido ribonucleico. EI ARN de los ribosomas representa del 80
al 85 % de todo el ARN de la célula. El 15 a 20 % restante esta
disuelto en el citoplasma. Este corresponde al ARN soluble. La

proteina de los ribosomas es parte del aparato encargado de
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hacer otras proteinas. Una gran cantidad de evidencia sugiere

que los ribosomas son el asiento de la sintesis de proteinas.

Mecanica de la division celular

Los bacterios se reproducen dividiendose por la mitad; la
division es perpendicular al eje mas largo de la célula en los
bastones y espirilos. Este proceso es llamado fision binaria
simple. La divisién del citoplasma se realiza en varias etapas.
Primero, es tendida una membrana plasmatica transversa. Esta
membrana es luego separada en la mitad por el crecimiento
centripeto de la pared celular. Muy a menudo esta pared
celular transversa permanecera incompleta, con las dos células
hijas conectadas en la membrana transversa. Las dos células
hijas pueden permanecer juntas y la divisién continua conduce
a una cadena o racimo de células. En los bacterios esféricos
(cocos) los planos de division sucesiva pueden ser paralelos
produciendo cadenas, o perpendiculares unos con otros,

produciendo laminas o paquetes de células.
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Metabolismo energético

Al igual que cualquier organismo, un bacterio existe solo
para hacer una copia de si mismo; en otras palabras, una
célula bacteriana es una unidad “auto-duplicante”. Si
analizamos el significado de éste término, vemos que en
realidad abarca dos ideas. En primer lugar, esta la nocion de
un aumento en el nimero de una clase especifica de unidad.
Esto naturalmente, es lo que significa duplicacion en cualquier
contexto. Cuando llegamos a la idea de autoduplicaciéon, es

cuando nos acercamos a problemas biolégicos peculiares.

¢ Por qué necesita energia una célula simplemente para
crecer? Cuando esta creciendo la célula, no se mueve, no
levanta peso, etc. En efecto, no esta realizando ninguna de las
cosas gue uno puede intuitivamente asociar con trabajo. Una
célula en crecimiento necesita energia porque esta haciendo
orden a partir de desorden; esta haciendo la compleja y
altamente ordenada estructura de una célula a partir del
desorden del medio ambiente. “Debe gastarse energia para

formar un sistema ordenado”.
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La clase de orden que hace una célula para duplicarse a
si misma, es de naturaleza quimica.

Los componentes macromoleculares de la célula
(proteinas, acidos nucleicos y polisacaridos) son moléculas
ordenadas de manera muy precisa y son asimismo parte de

una estructura ordenada.

Ademas, los elementos basicos que contienen estas
grandes moléculas deben ser fabricados por la célula u
obtenidos ya hechos del medio ambiente. Estos procesos

necesitan el gasto de energia quimica.

Durante el crecimiento de una célula podemos distinguir
dos metabolismos, sobre la base de sus funciones. Uno es
biosintético, e incluye todas las reacciones por las cuales el
material del medio ambiente es transformado en sustancias
basicas y componentes macromoleculares especificos de la
célula. ElI segundo metabolismo, suministra la energia
consumida en el primero. No debe suponerse que estos dos
metabolismos estan realmente separados. Por el contrario,

muchas reacciones y productos intermedios son comunes a
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ambos. De ese modo, las funciones son separables, pero los

mecanismos estan estrechamente ligados.

El eslabén entre las reacciones que consumen energia y
las que la proveen, estd representado por el Adenosin
Trifosfato (ATP). Las funciones de todos estos importantes
compuestos, se describen mas adelante. La formacion de ATP
es el mecanismo por el cual puede capturarse la energia
disponible de cualquier reaccidon metabdlica, y desviarla para
conducir, cualquier reaccion que necesite energia. Brevemente,
la manera como trabaja el ATP es como sigue: la formacion del
ATP a partir de Adenosin Difosfato y Acido Fosforico es una
reaccion endogonica; esto es, consume energia. Esta reaccion
puede continuar soOlo si esta acoplada a una reaccidn
exogonica, o productora de energia. En esta forma, la energia
de varias reacciones exogonicas, que de otra manera solo
producen calor, es capturada en un sélo compuesto. La
energia almacenada en el ATP puede ser usada para dirigir la
multitud de reacciones endogoénicas biosintéticas necesarias
para el crecimiento. En el transcurso de su evolucion, los

bacterios han desarrollado una enorme variedad de
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matabolismos energéticos. El propdsito de todos estos es

suministrar a la célula energia en forma de ATP.

Las oxidaciones como fuente de energia

En esencia solo dos fuentes de energia estan disponibles
para los seres vivos: luz solar y oxidacion quimica. Los
organismos que wusan la luz solar se denominan
FOTOTROFOS; los que utilizan energia quimica se llaman
QUIMOTROFOS. Los bacterios fototropicos seran tratados mas

adelante.

Hagamos algunos comentarios breves para considerar los
rasgos mas destacados de las reacciones oxido-reduccién. La
oxidacion es la pérdida de electrones de un a&tomo o molécula;
reduccion es la adicion de electrones. La oxidacion del hierro
es un ejemplo de la clase mas simple de oxidacion en la que un

sélo electron se elimina:

Fe** = Fe¥+e 1)
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La oxidacion de compuestos organicos, especialmente los
de importancia biolégica, lo mas frecuentemente es que
involucra no soélo la pérdida de electrones libres sino de atomos
de hidr6geno, generalmente en pares. Esto se denomina
deshidrogenacion. La oxidacion del acido succinico en &cido

fumarico es un ejemplo.

Ni los electrones ni los atomos de hidrégeno pueden
acumularse como tales; por eso, cada oxidacion es
acompafada por una reduccion. De esta manera, la oxidacion
del &cido succinico recién ilustrada, no puede producirse a
menos que esté presente otro compuesto que pueda aceptar
los 4&tomos de hidrégeno. El aceptor de hidrégeno es asi
reducido. Cualquier oxidacion puede representarse por la

reaccion general:

AH,=A+2H 2)
Y una reduccién por:

B+2H=BH, (3)

La suma de las dos reacciones representa la oxidacién de

AH; por B:
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AH, + B=BH, + A (4)

En esta reaccion AH, es el reductor (0o donador de

hidrégeno) y B es el oxidante (o aceptor de hidrégeno).

Todas las reacciones que producen energia en los
bacterios quimiotréficos son Oxido-reducciones, e implican la
transferencia de atomos de hidrégeno (o electrones) de un

compuesto a otro.

La maxima cantidad de energia que la célula puede
obtener de la transferencia de atomos de hidrogeno de un
compuesto a otro, no puede exceder de la cantidad de energia
liberada cuando la misma transferencia se produce en el

exterior de la célula viva.

Una reaccion particular, para que sea usada por un
organismo como fuente de energia, debe involucrar la
presencia en el medio ambiente, de un oxidante y un reductor
en cantidades suficientemente grandes. Hay en efecto, un gran

namero de estas reacciones, y es destacable que los bacterios
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como grupo, han desarrollado mecanismos para hacer uso de
casi todas ellas como fuentes de energia.

Las oxidaciones productoras de energia de los bacterios
pueden ser clasificadas de acuerdo a la naturaleza organica o

inorganica del oxidante y del reductor.

Litotrofo, que soOlo se encuentran en los bacterios, son
organismos que obtienen su energia de la oxidacion de
reductores inorganicos, tales como azufre y hierro, por accién
de oxidantes inorganicos. Los organotrofos, en contraste,
oxidan donadores organicos de hidrégeno, usando tanto
oxidantes organicos como inorganicos. Todos los animales, los

hongos y la mayoria de las bacterias son organétrofos.

Definiremos la respiracion como cualquier oxidaciéon
productora de energia, en la cual el oxidante es un compuesto
inorganico; el oxigeno no necesita estar implicado. De manera
similar, la fermentacién es definida como cualquier oxidacion

productora de energia en la cual el oxidante es organico.
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La respiracion es una reaccion de O&xido-reduccion

productora de energia, en la cual el oxidante es inorganico. En

el curso de su evolucion, los bacterios han desarrollado una

amplia variedad de diferentes clases de respiracion que

pueden ser caracterizadas sobre la base de la naturaleza del

reductor y el oxidante. Ver TABLA lI

TABLA 1. Reductores y Oxidantes en Respiraciones Bacterianas
REDUCTOR OXIDANTE PRODUCTOS ORGANISMOS
H, O, H>O bacterios del

hidrégeno
H, SO, H,O + S desulfovibrio
Compuestos O, CO, + H,O muchos bacterios,
Organicos todas las plantas y
animales
NH; o7} NO> + H,O bacterios
nitrificantes
NO, o7} NO3 + H,O bacterios
nitrificantes
Compuestos NO3 CO, + N> bacterios
Organicos denitrificantes
Fe® 0, Fe® ferrobacillus
S” 0, S04 + H,0 thiobacillus

Fuente: JUNAC, 1989
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Respiracién Aerbbica con reductores organicos
Corresponde a la oxidacion de compuestos organicos por

el oxigeno, o0 més brevemente, respiracion aerébica.

La respiracion celular abarca dos fases diferentes. La
primera incluye reacciones por las cuales el substrato es
oxidado a CO; con eliminacién sucesiva de pares de atomos de
hidrogeno. La serie de reacciones conocidas como el CICLO
DE KREBS, juegan un rol indispensable en esta fase. La
segunda fase es la oxidacion de estos atomos de hidrogeno
por oxigeno, con formacion de ATP. Las dos fases conducen la
oxidacion del substrato a CO, y agua, y a la formacion de

energia biologicamente util (ATP).

La mayoria del ATP es producido durante la transferencia
de los atomos de hidrégeno del substrato del oxigeno. Los
atomos de hidrégeno provienen de las deshidrogenaciones del
ciclo de Krebs; y ademas la secuencia de las reacciones por
las cuales se forman ciclos de Krebs intermedios a partir de
diferentes substratos, generalmente incluyen dos
hidrogenaciones. Tres moléculas de ATP se forman por cada

par de atomos de hidrégeno oxidado.
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Respiracion Anaerdbica

Los bacterios del género Desulfovibrio oxidan compuestos
organicos usando sulfato como oxidante, siendo el sulfato
reducido a sulfuro. Los reductores del sulfato no pueden usar
oxigeno. El nitrato se usa como oxidante en la respiracion, por
muchos bacterios. Los bacterios denominados denitrificantes,
también pueden usar oxigeno como oxidante. Estos bacterios
reducen nitrato sélo en ausencia de oxigeno. El nitrato es
reducido a gas nitrbgeno o amoniaco u Oxido nitroso,

dependiendo del bacterio.

Respiraciéon con reductores inorganicos

Los organismos litotréficos se distinguen de los
organotrofos, por su capacidad de obtener todo su carbono
celular a partir del CO,. Los organismos que pueden crecer en

ausencia de cualquier carbono organico, se llaman autotroficos.
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Oxidacién del hidrégeno
La oxidacién del hidrégeno gaseoso es empleada por un
grupo de bacterios conocidos como bacterios del hidrégeno. Su

respiracion esta representada por:

Ho + % Oy = HO + e (5)

En contraste con otros bacterios litotréficos, los bacterios
de hidrogeno son también capaces de respirar compuestos

organicos.

La oxidacién clave en la respiracién del hidrogeno es la
activacion del hidrégeno. En esta reaccion una molécula de

hidrégeno es desdoblada para dar dos atomos de hidrégeno:

H2:2H (6)

Esta reaccidon que no es peculiar en los bacterios del
hidrogeno, se encuentra en muchos bacterios autotréficos. La
oxidacion de los atomos del hidrégeno; asi formados es
esencialmente la misma que en la respiracion de compuestos

organicos.
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Bacterios Nitrificantes

La oxidacion del amoniaco a nitrato es un paso importante
en la economia del nitrégeno en la naturaleza. Este proceso de
nitrificacion ocurre en dos pasos, cada uno realizado por un
grupo de bacterios muy especializados. El primer paso es la

oxidacion del amoniaco a nitrito:

NHz + 1% O, =NO, + H + H,0 + e (7)

Los bacterios del género nitrosoma pueden usar esta
oxidacion como su Unica fuente de energia; el CO, sirve como
fuente de carbono. Estos bacterios son incapaces de cualquier

otra forma de crecimiento.

La segunda etapa en la nitrificacion es la oxidacion de

nitrito a nitrato:

NO, +% O, = NOs + e (8)
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Aqui los agentes importantes incluyen en el género
nitrobacter; la oxidacién del nitrito es la Unica fuente de energia

gue estos bacterios pueden usar.

Bacterios del Azufre

La oxidacion de los compuestos del azufre reducido, es la
fuente de energia para varios bacterios. Una de éstas, el
Thiobacillus Thiooxidans, oxida azufre elemental a acido

sulfurico.

S + H,O + 3/2 O, = H,SO, (9)

Este organismo es Unico por su capacidad de crecer en
medios ambientes extremadamente acidos, como por cierto
debe ser, si se hace uso de la formacion de H,SO4, como una

fuente de energia.

Otro grupo de bacterios oxidantes de azufre esta

estrechamente relacionado morfolégicamente con las algas
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verde-azuladas. Este grupo incluye las Beggiatoa, que oxidan

hidrégeno sulfurado a azufre elemental:

H,S +¥ 0, =S + H,O (10)

Los largos filamentos de la Beggiatoa se atestan de
diminutos granulos de azufre, que dan un aspecto muy

caracteristico bajo el microscopio.

Bacterios del hierro

El dltimo ejemplo de metabolismo litotrofico, es tal vez el
mas interesante de todos; es la oxidacion del hierro llevada a

cabo por Ferrobacillus. La oxidacion productora de energia es:

Fe” =Fe¥* +e (11)

El hierro férrico es depositado como hidréxido férrico
insoluble. Algunos otros bacterios oxidan hierro con formacion
de hidréxido férrico, pero no es seguro si estos pueden usar la

oxidacion como fuente de energia.
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No se conoce bastante acerca del transporte de
hidrogeno y formacion de ATP en los litétrofos. Sin embargo, es
muy probable que aqui también, los pigmentos citocromas

desempefien un rol central.

Thiobacillus Ferrooxidans:

Bacteria tipica con forma de bastoncillo, tiene un tamafo
de célula de 0,3 a 0,5 um de diametro y 1,0 a 1,7 um de
longitud. Sus fuentes de energia son el hierro ferroso y el
azufre reducido; oxida practicamente todos los minerales
sulfurados conocidos. Crece en un intervalo de pH de 1,0 a 6,0
siendo el pH oOptimo para alcanzar la maxima velocidad de
crecimiento entre 2,0 y 2,5. De modo anéalogo, sobrevive en un
intervalo de temperatura de 2 a 40 C, pero el méas favorable es
el intervalo de 28 a 35 C. Curiosamente, mientras el T.
Ferrooxidans crece en un medio de bajo pH, su pH
citoplasmatico interno estd proximo al punto neutro y el
gradiente de pH a través de la membrana citoplasmatica del T.
Ferrooxidans es uno de los mayores de todos los organismos

vivientes.
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El T. Ferrooxidans prolifera, en cuestion de horas,
dividiéndose en dos bastoncillos idénticos. Estos, a su vez,
aumentan de tamafo y vuelven a dividirse y asi continda la
proliferacion en forma exponencial. Normalmente, en un
sistema en actividad, las poblaciones bacterianas alcanzan
cifras de 10° a 10'° por mililitro de pulpa. Sin embargo, incluso
con esta elevada densidad no hay pruebas de su presencia a

simple vista.

Generalmente estas bacterias trabajan en ambientes de
calor y acidez tan hostiles que no se produce contaminacion

por otros organismos.

2.1.3. Genética bacterial
El material genético de la célula bacteriana esta formado
por una hebra doble de ADN circular. Muchas bacterias poseen
también pequefios ADNs circulares llamados plasmidos, que
llevan informacién genética pero, la mayoria de las veces, no
resultan esenciales en la reproduccién. Muchos de estos
plasmidos pueden transferirse de una bacteria a otra mediante

un mecanismo de intercambio genético denominado
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conjugacion. Otros mecanismos por los cuales la bacteria
puede intercambiar informacién genética son la transduccion,
en la que se transfiere ADN por virus bacterianos, y la
transformacion, en la que el ADN pasa al interior de la célula
bacteriana directamente desde el medio. Las células
bacterianas se dividen por fision; el material genético se duplica
y la bacteria alargada se estrecha por la mitad y tiene lugar la
division completa, formandose dos células hijas idénticas a la
célula madre. Asi, al igual que ocurre en los organismos
superiores, una especie de bacteria origina al reproducirse sélo
células de la misma especie. Algunas bacterias se dividen cada
cierto tiempo (entre 20 y 40 minutos). En condiciones
favorables, si se dividen una vez cada 30 minutos,
transcurridas 15 horas, una sola célula, habra dado lugar a
unos mil millones de descendientes. Estas agrupaciones,
llamadas colonias, son observables a simple vista. En
condiciones adversas, algunas bacterias pueden formar
esporas, que son formas en estado latente de la célula que
permiten a ésta resistir las condiciones extremas de

temperatura y humedad.
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La influencia del oxigeno sobre el crecimiento
de las bacterias.

El tipo de metabolismo energético que un bacterio posee,
determina en gran medida el medio en el cual puede vivir.
Desde el punto de vista del metabolismo energético, el factor
individual mas importante en el medio ambiente, es la
presencia 0 ausencia de oxigeno. Por su respuesta a la
presencia de oxigeno, los bacterios caen dentro de tres
grupos: aerobios obligados, anaerobios obligados y anaerobios

facultativos.

Los aerobios obligados, s6lo pueden crecer en presencia
de oxigeno. El oxigeno es necesario para estos bacterios
porque la respiracion aerébica es la Unica clase de

metabolismo energético que poseen.

Los anaerobios obligados, solo pueden crecer en
ausencia de oxigeno. El crecimiento de estos organismos es
inhibido por el oxigeno; ciertamente, algunos de ellos son tan
sensibles a la presencia de oxigeno, que una breve exposicion
de aire los mata. La base para esta sensibilidad al oxigeno no

esta totalmente clara; pero puede explicarse por lo menos en
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parte, por la destruccibn por oxidacion de ciertas enzimas
indispensables. Es obvio que los anaerobios obligados deben
ser capaces de obtener energia a partir de procesos que no
requieren oxigeno, tales como la fermentacién o la respiracion

anaerobica.

Los anaerobios facultativos, pueden crecer sea en
presencia 0 ausencia de oxigeno. Los anaerobios facultativos
incluyen tres clases de bacterios con fisiologias muy diferentes.
La primera clase incluye los bacterios que tienen un
metabolismo energético puramente fermentativo; y por lo tanto
son indiferentes al oxigeno. El segundo tipo de anaerobios
facultativos son los bacterios denitrificantes. La tercera clase de
bacterios y la mas grande, incluye los bacterios y hongos que
obtienen energia para el crecimiento sea por fermentacién o

respiracion aerobica.

El crecimiento de las poblaciones de bacterias
El crecimiento se define como un aumento de la masa de
los bacterios por unidad de volumen del medio, acompafada

generalmente de un aumento en el numero de células. Todos



48

los constituyentes de la masa bacteriana deben provenir del

medio.

Es caracteristico del crecimiento de unidades que se
autoduplican , que en un medio ambiente constante y después
de un periodo inicial de adaptacion, la proporciéon de

crecimiento especifico tienda a hacerse constante.

El aumento en la masa de -cualquier sistema de
autoduplicacidn, es autocatalitico. En otras palabras el grado
de aumento de nuevos bacterios es proporcional a la masa de
nuevos bacterios (puede sefalarse que no todos los procesos
autocataliticos son de duplicacién; un buen ejemplo, es una
reaccion explosiva en cadena). Este concepto puede
expresarse en términos que son tal vez mas familiares. La tasa
de nacimiento de una poblacion humana, esto es, la rapidez de
formacion de nuevos individuos, es proporcional al nUumero de
individuos en la poblacion. Por ejemplo, si en una ciudad de 1
millon de habitantes la tasa de nacimiento es de 10 000 por
afo, entonces la tasa especifica de nacimientos es de 10 000

por afio por millbn o 1/10.000 por afio. En forma similar
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podemos definir la proporcion de crecimiento especifico de una
poblacién bacteriana. Si la proporcion total de sintesis de
nuevo material celular en cualquier momento es, digamos, 100
ug por ml por minuto (100 ug = diez milésimas de un gramo) y
si la masa total en ese tiempo es 1000 ug por ml, entonces la
proporcion de crecimiento especifico es de 100 ug por ml por
minuto dividida por 1000 ug por ml o 0,1 por minuto.
Naturalmente podriamos haber expresado el crecimiento en
términos de numero de células; la proporcion del crecimiento
hubiera sido la misma. Usaremos el simbolo para denotar la
proporcion de crecimiento especifico. Obsérvese (y pondérese)
que esta dado en unidades de tiempo reciproco, por ejemplo,

por hora o por minuto.

Durante el periodo de adaptacion la proporcion de
crecimiento especifico estd aumentando. Cuando esta
proporcion es constante, la velocidad con que se esta
formando nuevo material celular en cualquier momento, es
simplemente la masa de material celular presente multiplicada
por la proporcion de crecimiento especifico. Esto se deduce

obviamente de la definicion de proporcién de crecimiento



50

especifico; a = proporcion total de aumento por unidad de
masa de material celular. En otras palabras, la poblacién
aumentara segun un factor constante, en iguales intervalos de
tiempo. Este factor es simplemente la proporcion de
crecimiento especifico multiplicado por la longitud del intervalo
de tiempo (debe tenerse cuidado de emplear las mismas
unidades de tiempo). Si inicialmente la masa bacteriana es B,,
entonces después de un intervalo de tiempo, la masa sera Boyat
= B;. Después de un segundo intervalo igual, sera By at =
B,; en términos de masa inicial, B, = Boat ot = B, (at )°. De
igual modo, después del tercer intervalo, B; = B, (ot ) y asi
sucesivamente. Al considerar el crecimiento de un sistema que
se autoduplica es razonable tomar como intervalo de unidad de
tiempo, el tiempo que requiere la masa para duplicarse, o en
otras palabras, el tiempo que necesita el sistema para auto
duplicarse una vez. Este tiempo es llamado el tiempo de
duplicacién de la masa. Si nosotros usamos el tiempo de
duplicacibn como nuestra unidad de tiempo, el factor de
aumento ot, es claramente 2. Por lo tanto, las simples
ecuaciones desarrolladas arriba se hacen B; = By x 2, B, = B, X

22 y B3 = Bg X 2%, Ahora, la potencia a la cual debe ser elevado
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el nimero dos para igualar cualquier nimero, es llamado el
logaritmo en base 2 de ese nimero (Si x = 2¥ entonces log, x =
y). Nuestras ecuaciones pueden ser expresadas en forma
logaritmica como sigue: log, B1=1 + log, B, , log, B, = 2 + log,
Boy log, B3 = 3 + log, B, . Después de cualquier nimero N
de duplicaciones, podemos calcular la masa bacteriana por la
férmula: log, By = N + logz B, . Si el logaritmo de la base 2 de
la masa bacteriana es graficado contra el tiempo (todavia
expresado en unidades de tiempo de duplicacidon) veriamos
claramente que resultaria una linea recta. Una mirada a esta
grafica aclarara los puntos que siguen. Es obvio que la
pendiente de la recta es igual al incremento por unidad de
tiempo del logaritmo de la masa bacteriana. Si el tiempo esta
en unidades de tiempo de duplicacion y se usa logaritmo base
2, la pendiente sera la unidad, puesto que la masa se duplica
en una unidad de tiempo. La pendiente de la recta es solo otra
forma de expresar la constante de proporcionalidad de
crecimiento especifico a, en términos de duplicacién por unidad
de tiempo. Si se usan minutos como unidad de tiempo,
entonces la pendiente de esta recta es claramente 0,01y o es

0,01 duplicaciones por minuto.
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La aritmética es un poco menos evidente si se usan
logaritmo base 10. Una duplicacion de la masa incrementa el
logaritmo en sé6lo 0,3 esto es, logip 2 y ésta es la pendiente de
la recta con el tiempo expresado en unidades de tiempo de
duplicacion. La pendiente es evidentemente 0,003 cuando el
tiempo es dado en minutos. Estas pendientes dan el valor de o

en las ecuaciones cuando se usan logaritmos comunes:

|Oglo By= at+ |Oglo B, (12)

Es facil obtener el valor de o en duplicaciones por unidad

de tiempo dividiendo por logio 2, que es 0,3.

En general, si la proporcion de crecimiento especifico es
constante, el logaritmo (en cualquier base) de la masa
bacteriana se incrementara linealmente con el tiempo. La
pendiente de esta recta es igual a «, y el valor numérico de a
depende de la unidad de tiempo usada y de la base del

logaritmo.
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La proporcion de incremento de la masa bacteriana, esta
dada por:

dB/dt=a B (13)

Si a es constante, la ecuacion puede integrarse para dar:

Bt = B, exp(a t) (14)

En forma logaritmica:

INBi=InBy, +at (15)

Se ha dicho que la proporcion de crecimiento especifico
puede permanecer constante sélo en un medio ambiente que
no cambie; pensando un poco se ve que esta condicidon no se
puede cumplir nunca en la naturaleza. EI medio ambiente se va
transformando, por el crecimiento en bacterios; cualquier medio
ambiente limitado debe cambiar, y cambia mas rapidamente
cuanto mas crecimiento se realiza. Puede esperarse por lo
tanto, que la proporcién de crecimiento especifico comenzara
eventualmente a declinar y que finalmente el crecimiento
cesara, ya sea porque se han acumulado productos toxicos o

porque el medio de cultivo se ha agotado.
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LA CURVA DE CRECIMIENTO

Veamos que sucede cuando se le inocula a una cierta
cantidad de medio ambiente de cultivo, una cantidad conocida
de bacterios y es luego incubada bajo condiciones fisicas

constantes.

Al principio, hay un periodo durante el cual se realiza poco
crecimiento o ninguno. Este se llama la fase estacionaria.
Tarde o temprano los bacterios empiezan a aumentar, al
principio lentamente pero con una proporcion de crecimiento
especifico en aumento, la que eventualmente se vuelve
constante. La fase estacionaria y el periodo de proporcion de
crecimiento especifico en aumento representa un tiempo de
adaptacion de las células al nuevo medio ambiente. Durante la
fase estacionaria la masa celular generalmente, aumenta algo,
mientras que el numero de células permanece constante; en
otras palabras las células se hacen mas grandes. La duracién

de esta fase es extremadamente variable.

La fase siguiente se caracteriza por una proporcion de

crecimiento especifico. Esta se llama la fase de crecimiento
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exponencial o logaritmico. El valor de la constante de
crecimiento especifico depende, tanto del bacterio como del
medio de cultivo; es una constante s6lo para un bacterio
particular creciendo bajo un conjunto de condiciones
particulares. Entre la fase estacionaria y la exponencial hay un
periodo (generalmente corto) de crecimiento especifico en

aumento.

Durante el crecimiento exponencial en un medio ambiente
constante, las propiedades fisioldégicas de los bacterios son
constantes. Una de las mas importantes de estas propiedades
constantes es la proporcidon de masa a area. Las células se
hacen grandes durante la fase estacionaria, alcanzan su
tamafio maximo al final de esta fase y permanecen del mismo

tamafo durante la fase exponencial.

La division celular no es la causa del crecimiento
exponencial. Sin embargo, es necesaria para un crecimiento
exponencial continuo, puesto que ésta es la forma en que los
bacterios mantienen una proporcién constante de masa a area.

De igual importancia para un crecimiento exponencial continuo,
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es el mantenimiento de una composicion celular constante.
Esto significa que las cantidades relativas de enzimas,
metabolitos y otros constituyentes no cambian durante el
crecimiento exponencial. Para denotar esta constancia de
caracteristicas fisiologicas se usa el terminado crecimiento
balanceado.

Si el medio ambiente cambia, el estado fisiologico de las
células cambiara. Generalmente este cambio sera simplemente
una transicion a un estado fisiolégico constante diferente. Si el
cambio en el medio ambiente es tal que la célula no puede
alcanzar un nuevo estado de equilibrio, el crecimiento se
vuelve permanentemente no balanceado. Si esta condicion se

prolonga suficientemente las células mueren.

Es imposible que el crecimiento exponencial se prolongue
indefinidamente en un volumen finito de medio de cultivo; el
medio ambiente debe cambiar y con él la constante de
crecimiento. El crecimiento eventualmente se detiene; no hay
aumento de masa. El cultivo ha entrado en la fase estacionaria
de la curva de crecimiento. La fase estacionaria esta precedida

por un periodo de proporcion de crecimiento especifico en
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disminucién. En la fase estacionaria la proporcionalidad entre
la masa bacteriana y el nimero celular puede romperse otra
vez. Algunos bacterios simplemente dejan de crecer y el
namero de células vivas permanecen mas o0 menos constante
por un tiempo mas bien largo, mucho mas largo que el tiempo
de duplicacion de las células en crecimiento. El tamafio de las
células, por el contrario, decrecen algo. Algunos bacterios

empiezan a morir cuando cesa el crecimiento.

La fase estacionaria no es el resultado de ninguna clase
de envejecimiento intrinseco de los bacterios. Este hecho se
puede demostrar facilmente transfiriendo una porcion de un
cultivo en la fase exponencial de crecimiento a un medio de
cultivo fresco; el cultivo diluido continua creciendo
exponencialmente. Esto se puede repetir en forma indefinida.

Solamente el medio de cultivo envejece, no las células.

El medio de cultivo puede cambiar en dos formas. En
primer lugar el metabolismo invariablemente resulta en la
excrecion de productos de desechos y a medida que éstos se

acumulan, el medio de cultivo puede volverse toéxico,
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reduciendo de tal modo la proporcion de crecimiento;
eventualmente el crecimiento se detiene. La segunda forma en
que el medio puede cambiar y limitar la cantidad de crecimiento
es cuando en el medio de cultivo se agota algun nutriente
esencial. Por ejemplo, puesto que el nitrdgeno constituye
aproxidamente el 10 % de peso seco del bacterio, un medio de
cultivo que contiene 100 pug de nitrégeno por ml no puede
rendir mas de 1000 ng de bacterios por ml. Si el contenido de
nitrégeno del medio de cultivo fuese solamente 50 pg por ml,
solamente podrian ser producidos 500 npg por ml de bacterias.
Una situacion similar se tiene con un nutriente que sirve al

mismo tiempo como CO, o como fuente de energia.

La concentracién de un nutriente limitante debe influir no
solamente sobre la cantidad de crecimiento sino también sobre
la proporcion de crecimiento. La proporcion de crecimiento es
maxima e independiente de la concentracion a lo largo de una
amplia escala de concentraciones. Empieza a disminuir
solamente cuando la concentracion de nutrientes limitantes es
muy baja. Generalmente la concentracion inicial del nutriente

sera mucho mayor que aquella a la cual la proporcion de
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crecimiento empieza a declinar. La proporcién de crecimiento
no disminuye hasta que casi la cantidad maxima de crecimiento
se alcanza. Asi, el periodo de proporcion de crecimiento en

disminucién es muy corto.

Ciclo del crecimiento celular

Hasta ahora la discusion se ha centrado sobre el
crecimiento de poblaciones de bacterios, en lugar de hacerlo
sobre el crecimiento y division de células individuales. Por lo
gue aqui respecta, el conocimiento acerca del crecimiento de
poblaciones de bacterios es de interés limitado; su valor es en
cierto modo el que puede decirnos algo acerca del crecimiento
de la célula individual.

Desafortunadamente, el crecimiento de un solo bacterio
no puede estudiarse en detalle por la simple razon de que es
demasiado pequefio. Queremos averiguar cuanto tarda una
sola célula en dividirse observandola bajo el microscopio, pero
esta es la observacibn mas directa que nosotros podemos
hacer de ella, el microbidlogo es entonces forzado a usar
poblaciones para averiguar acerca de individuos. Claramente

hay alguna relacién entre la forma en que crece una poblacién
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de muchas células similares, pero ésta relacion no es
necesariamente simple. Por ejemplo, el crecimiento
exponencial de una poblacion no implica que el crecimiento de

una célula individual sea exponencial.

Heterogeneidad de las Poblaciones de Bacterios

¢Cuanto tarda en duplicar su tamafo y dividirse? Esta
pregunta se contesta facilmente observando células en
crecimiento bajo el microscopio.

Se encuentra que las células en una poblacién no tardan
lo mismo en dividirse, pero que los tiempos de division estan
distribuidos alrededor de un promedio en la conocida curva de
distribucion normal en forma de campana.

El valor del tiempo de division promedio es el mismo para
ambas poblaciones, pero la “distribucion” de los tiempos de
division individual es muy diferente en las dos. Las dos
poblaciones tendrian el mismo tiempo de duplicacién de la
masa (30 minutos) si éste fuese calculado de una curva de
crecimiento de acuerdo con la ecuacidbn exponencial.

Estudiando la poblacion como un todo podemos averiguar cual
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es el tiempo de divisibn promedio, pero no podemos averiguar
nada acerca de los tiempos de generacion individuales o como

estan distribuidos éstos.

La heterogeneidad de los tiempos de division explica por
qué una poblacion descendiente de una sola célula no crece en
forma escalonada. En el desarrollo de una poblacidon
proveniente de una sola célula, las primeras pocas divisiones
son sincronicas o aproximadamente sincronicas; Osea que
todas las células se dividen mas o menos al mismo tiempo.
Pero después de unas pocas generaciones, las divisiones
comenzaran a estar desfasadas unas con otras. Cuando la
poblacion es suficientemente grande para ser estudiada
facilmente, la division es completamente al azar. Asi, en
cualquier momento todas las etapas del ciclo de la divisidon

celular, estan representadas en la poblacion.

Durante la fase exponencial, el crecimiento de una
poblacion esta equilibrado, o en otras palabras, la composicién
quimica y las propiedades fisiologicas de la poblacién son

constantes.
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Sin embargo, puesto que el crecimiento es al azar no
puede inferirse que el crecimiento de una célula individual esta

equilibrado.

2.1.6. VARIABLES QUE AFECTAN LA ACTIVIDAD MICROBIANA
2.1.6.1. TEMPERATURA
La temperatura Optima de crecimiento bacteriano
es entre 301 y 308 K, aunque la Thiobacillus
Ferrooxidans puede mantener cierta actividad en el
rango de 278 a 318 K. Ha sido reportado que cada 6
grados que la temperatura disminuye la actividad
bacteriana decrece a la mitad. Hay especies de
bacterias que se desarrollan mejor en determinados
intervalos caracteristicos de temperatura. Algunas, las
crisofilas, en frio (menos de 293 K). Las mesdfilas, en
caliente (293 - 313 K); otras (las mesofilas moderadas)
en un medio mas caliente (313 - 328 K) y algunas (las
termofilas extremas) necesitan un ambiente muy caliente
(mas de 328 K). Ninguna de las bacterias critfilas

participa en la oxidacién de minerales. Ver TABLALIII.
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TABLA llIl. Clasificacion de las bacterias de acuerdo a su resistencia

a latemperatura.

CLASIFICACION

RANGO
TEMPERATURA

ESPECIE/(T OPTIMA, K)

Criofilas

0

Mesodfilas

238 — 323

thiobacillus ferrooxidans
(293 - 308)
thiobacillus thiooxidans
(293 - 308)
leptospirillum

Termdfilas

313 -393

sulfolobus acido caldarius
(328 - 358)
sulfolobus like termofila
(318 - 353)
sulfobacillus termosulfioxidans
(323 - 393)
thiobacillus like TH3
(318 - 343)
archaebacteria
(358 - 383)
pirodictum accultum
(343 - 383)
metallosphaera
acidanus
sulfurococcus

Fuente: JUNAC, 1989

2.1.6.2. CONTAMINANTES

Existen una variedad de especies inhibitorias del

crecimiento de las bacterias. Ver TABLA V.
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IV. Niveles de Toxicidad

Inhibitorios del

Crecimiento de

Componente | Concentracion Minima Inhibitoria
Ag 6,4 ppm
Al 4,8 gpl
As 0,64 gpl
Hg 4,6 ppm
Mg 12,0 gpl
NO3’ 2,0 gpl
S0, 80,0 gpl
cr 50 gpl
Cu 12,0 gpl
Reactivos SX 16,0 ppm

Fuente: JUNAC, 1989

Para controlar la actividad de los microorganismos, la

por:

reactor simple.

mayoria de los estudios con sistemas continuos, se llevan a
cabo usando un substrato limitante al crecimiento. Es posible

establecer un crecimiento microbiolégico en situacién continua,

Un balance de materia para el

crecimiento bacterial en un reactor de etapa simple esta dado

(Células Entrada) - (Células Salida) + (Células

Crecimiento) - (Células Muertas) = (Acumulacion de Células)
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(FIV) Xo - (FIV) X + p X - a X = dX/dt (16)

Donde:

F: Velocidad de flujo de nutrientes

u : Velocidad especifica de crecimiento
a : Velocidad especifica de muerte

V: Volumen de liquido en el reactor
S,: Substrato inicial

Xo: Concentracion inicial de células

En un cultivo continuo, la velocidad especifica de

crecimiento es mucho mayor que la velocidad especifica de

muerte:

u >> a, Asi la ecuacion anterior podemos escribirla:

(-F/V) X+ p X = dX/dt a7

Como una consecuencia de la condicion continua; dX/dt =

0y por consiguiente: u = (F/V)
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La velocidad especifica de crecimiento esta determinada
por la velocidad de flujo del medio nutriente dividido por el
volumen de cultivo. Esta razén es definida como la velocidad
de dilucién: D = (F/V) = pu, y en un sistema continuo la
velocidad especifica de crecimiento es igual a la velocidad de

dilucién, D.

2.1.8. CUANTIFICACION DE BACTERIAS

Para la estandarizacibn de las pruebas a nivel de
laboratorio en este campo de la biohidrometalurgia es
necesario, especialmente durante el inicio de una prueba de
lixiviacién bacteriana en suspensiones (inoculacién), conocer la
cantidad de bacterias presentes en un mililitro de cultivo, o sea

su poblacion.

Curvas de crecimiento de los microorganismos que
caracterizan por ejemplo los bioreactores, describen las
poblaciones versus tiempo y demandan métodos rapidos para

las determinaciones correspondientes.
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El método mas exacto para la determinacion de la
poblacién es el método del nimero mas probable (MPN: Most
Probable Number). Un método mas rapido resulta por el conteo
de las bacterias con la camara de “Neubauer” o “Thoma”,
facilitado por el contraste de fases como accesorio de un

microscopio.

NUmero Mas Probable

El grado de diluciébn, una tabla estadistica y una
comprobacion visual son las necesidades e informaciones para
averiguar el numero mas probable de la cantidad de células o

bacterias en un cultivo o en una dilucion.

McGrady ha desarrollado tablas estadisticas, por ejemplo
para tres o cinco pruebas paralelas que sirven para encontrar el
MPN de la cantidad de bacterias por mililitro; es necesario una
secuencia de diluciones del cultivo en investigacién hasta que
resulten pruebas que no contengan bacterias. La bacteria
Thiobacillus Ferrooxidans utiliza la oxidacion de ferroso a

férrico como fuente de energia para su metabolismo. Esta
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oxidacion se muestra en un cambio de color de la solucién
nutriente 'y comprueba de éste modo el limite de la

concentracién para la dilucién de un cultivo.

La determinacién del “titulo de gérmenes” se realiza
rutinariamente de igual forma como el método para el MPN,
con una secuencia de diluciones; pero el resultado lleva una
gran desviacion estandar. Unas tres o cinco pruebas (tubos)
para cada dilucién, permite reducir éste error notablemente y
con tres diferentes grados de diluciones se encuentra el MPN
(Tabla de McGrady) de las bacterias por mililitro en la solucién
de cultivo, es decir la poblacién respectiva. La influencia de la
casualidad que juega el rol decisivo en el “titulo de gérmenes”

no domina tanto el método del nimero mas probable.
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TABLA V. Medio Nutriente para el Cultivo de Thiobacillus Ferrooxidans

: Medio 9K (1959) :
Constituyent Leadhen et al.(1951) | Silverman&Lundgr Mihaylov et al.
e (1991)

en
(NH4).SO, (0,159 30g |-
CO(NHp), |- |- 309
K2HPO, 0,059 059 059
MgSO,4 7 0,59 0,59 0,59
H.O
Ca(NOg), 0,01g 0,01g 0,01g
KCI 0,059 0,109 0,10g
agua 1000 ml 700 ml 700 ml
destilada
10 N Hy,SO4 |------ 1,0 mi 1,0 ml
FeSO0, 7 10 ml de solucion al {300 ml de 300 ml de
H.O 10 % pl/v solucion al solucion al
14,47.% plv 14,47 % plv

Fuente: JUNAC, 1989

Procedimiento

1. Se prepara una secuencia de diluciones de la solucién del
cultivo con la solucion nutriente 9K (sin sulfato ferroso). Ver

TABLA V.

2. De cada dilucion se preparan cinco tubos con solucidn
nutriente 9K (10 g FeSO, 7H,0/litro en vez de 44,22 g/l);

pH=2,5.
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3. Se incuba los tubos con las diferentes diluciones hasta que
se muestran por coloracién el desarrollo de bacterias (hasta

el limite de la dilucién); temperatura 303 - 308 K.

4. Se evalua el crecimiento de Thiobacillus Ferrooxidans por
medio de la oxidacion de ferroso a férrico, 0sea por el
cambio de color de la solucion nutriente a amarillo o marron

(efecto de concentracion).

5. Los resultados en los limites de las diluciones que se recibe
después de la incubacioén, se utilizan para la busqueda del

MPN segun las Tablas respectivas de McGrady.

Ejemplo:
- Se tienen 5 tubos paralelos de cada dilucién (1:10°=10° del
cultivo original; 1:10°=10" del cultivo original; 1:108=10® del

cultivo original).

- Incubados durante un tiempo con 308 K, muestran los

resultados siguientes:
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* 5 tubos positivos de la dilucién 10®
* 2 tubos positivos de la dilucién 107

* 0 tubos positivos de la dilucién 10®

El agrupamiento de los numeros de los resultados es [5 2 O].
Con éste numero compuesto se entra en la tabla
correspondiente de McGrady y se encuentra el namero mas

probable: 5,0.

- Podemos interpretar que en la dilucién 107 del cultivo original
se encuentran como numero mas probable 5,0 bacterias por
mililitro. El célculo del MPN para el cultivo original se realiza

por la divisién por el factor de la dilucién, es decir, 10°°:

MPN = 5,0/10° = 10° bacterias/ml
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2.1.9. IDENTIFICACION DE BACTERIAS

Para realizar la identificacion de bacterias es importante
hacer uso de coloraciones del cuerpo del microorganismo para
observar su estructura interna o externa, puesto que las

bacterias son incoloras.

Las coloraciones pueden ser simples, cuando sélo interviene
un colorante o bien compuesta, cuando intervienen dos 0 mas

colorantes y se efectian en varios tiempos.

2.1.9.1. Coloracién de Gram

Es una coloracion indispensable en bacteriologia,

la que es diferencial para los microorganismos.

Gram Positivas: Son aquellas bacterias que
retienen el colorante violeta de genciana y no se

decoloran por el alcohol, toman un color violeta.

Gram Negativas: Son aquellas bacterias que
pierden el colorante violeta de genciana por

decoloracion con alcohol y necesitan ser tefiidas por un
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colorante de contraste que es la safranina: adquieren

una coloracion roja.

Mediante esta técnica, es posible diferenciar en

dos grupos a las bacterias de acuerdo a la constitucién

de su cubierta o0 membrana celular.

Procedimiento

=

N

6.

7.

Preparar un frotis

Fijar la preparacion a la llama

Hacer actuar violeta de genciana mas cinco gotas de
bicarbonato de sodio en solucion durante unos
minutos.

Lavar con agua corriente y cubrir la preparacion con
lugol por tres minutos

Lavar con agua corriente y decolorar con alcohol de
95 grados durante 8 segundos.

Cubrir el frotis con safranina, 3 minutos

Lavar con agua corriente, secar y observar al

microscopio.
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2.1.9.2. Coloracion de Ziehl-Neelsen

Hay bacterias que luego de colorearse forman un
complejo dificil de decolorar, ya sea con alcohol e
incluso con alcohol acido, por lo que se les denomina
“acidos resistentes”, toda la cubierta externa de la

bacteria adquiere una coloracion roja.

Procedimiento

1. Preparacion del frotis

2. Fijar al calor.

3. Cubrir la preparacion con colorante de Ziehl-Neelsen
(fucsina fenicada) y  calentar hasta la aparicion de
vapores, durante 5 minutos.

4. Lavar con agua de cafio.

5. Decolorar con alcohol &cido (alcohol de 95 grados al

3.% en Hcl)

6. Lavar con agua y afiadir azul de metileno por un

minuto

7. Lavar, secar y observar al microscopio.



CAPITULO Il

FUNDAMENTO DE LA LIXIVIACION BACTERIAL Y MECANISMO

3.1 LA LIXIVIACION BACTERIAL Y MECANISMO

3.1.1. BIOLIXIVIACION / BIOOXIDACION DE SULFUROS

La lixiviacion bacteriana, también conocida como
biolixiviacién, biohidrometalurgia, puede ser definida como un
proceso natural de disolucion que resulta de la accién de un
grupo de bacterias con habilidad de oxidar sulfuros,
permitiendo la liberacién del metal contenido en el mineral. En
la literatura no se presenta una distincion clara entre el termino
biolixiviacién y biooxidacion, la mayoria de las veces ambos
términos son usados indistintamente. La biolixiviacion emplea
bacterias especificas para lixiviar, disolver o extraer, un metal
de valor (cobre, uranio, zinc, niquel, cobalto, etc) contenido en
un mineral. El producto final de la biolixiviacién es una solucién
acida que contiene el metal en forma soluble. De otro lado el
término biooxidacion es usado cuando el elemento a recuperar

no puede ser solubilizado
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por los microorganismos pero su presencia beneficia la
recuperacion del mismo, a través de la degradacion de la
matriz mineral en la que esté ocluido el elemento de interés . La
mayor aplicacion de la biooxidacion es para el mejoramiento de
la extraccion de oro, potencialmente es aplicable a la plata
(cuando se encuentra nativa e incluso como sulfuro) y
posiblemente al molibdeno (cuando se encuentra bajo la forma
de sulfuros como la molibdenita que es muy refractaria al

atague bacteriano).

En los ultimos afos la biolixiviacidon ha sido ampliamente
aplicada a escala industrial debido a los bajos costos y a que
es una tecnologia ambientalmente viable, sin requerimientos
estrictos de la composicion del material crudo, es conveniente
para la explotacién y beneficio de menas complejas de bajo
tenor . La biolixiviacién de sulfuros ha sido aplicada en el pre
tratamiento de menas refractarias de oro, en la extraccion de
cobre y cobalto. Con el crecimiento comercial de este
bioproceso, algunas investigaciones indican que los minerales

qgue contienen zinc, niquel, molibdeno y manganeso son
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metales potencialmente recuperables a través de la lixiviacion

bacteriana.

En la actualidad, se estima que la contribucién de la
biolixiviacion es de aproximadamente el 15, 13 y 25 % de la
produccion total del mundo de cobre, uranio y oro,

respectivamente.

La biooxidacion de menas refractarias de oro constituidas
por pirita-arsenopirita en reactores de tanque agitado o en
pilas, usando bacterias mesofilas como pre tratamiento al
proceso de extraccidon de oro por cianuracion, ha demostrado
ser econémicamente factible y una alternativa competitiva a los
procesos tradicionales de tostacion y oxidacion a presion. Los
procesos de biooxidacién aplicados a minerales refractarios a
escala industrial fueron empleados por primera vez en Fairview
(Sudéfrica) en 1986 para un concentrado de oro refractario. En
la actualidad, la biooxidacion es exitosamente empleada, a
escala comercial, en paises como Brasil, Perd, Australia,

Ghana, Sudafrica, India y China.
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3.1.2. EXTRACCION DE ORO EN MINERALES REFRACTARIOS

La lixiviacion con cianuro es el método mas empleado
desde hace més de cien afios para la extraccién de oro. Este
proceso se realiza en tanques, columnas o pilas, usando
soluciones diluidas de NaCN (menores de 0,3 %) en ambiente

basico. La reaccién global del proceso es:

4Au + 8CN™ + O, + 2H,0 — 4 Au(CN), ~ + 4 OH™ (18)

El proceso de cianuracion presenta dificultades en la
extraccion de oro de ciertos tipos de minerales conocidos como
refractarios, donde su recuperacién resulta muchas veces
menor del 30 %. La refractariedad en estos minerales y sus
concentrados se debe principalmente a la naturaleza compleja
de la forma en que se aloja el metal en el mineral, el efecto de
los minerales acompafantes sobre las reacciones que ocurren

en la lixiviacion con cianuro y las caracteristicas de la ganga.

El oro se encuentra en la naturaleza como oro nativo,

aleado, en compuestos y en solucion solida principalmente en
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sulfuros (frecuentemente denominado como oro invisible). La
refractariedad de los minerales auriferos puede ser distinguida
por su naturaleza fisica y/o quimica. La refractariedad quimica

se debe a tres condiciones:

* Teluros de oro insolubles.
» Presencia de minerales que puedan descomponerse y
reaccionar con el NaCN (cianicidas).

* Presencia de minerales que consuman oxigeno.

La refractariedad de los minerales auroargentiferos es
principalmente de naturaleza fisica. Estos minerales
refractarios se clasifican en:

* Minerales que contengan oro fino encapsulado o unido a
materia carbonosa, pirita, arsenopirita y silice.

* Minerales que contengan oro con: Sb, Pb, Ag, Pd, As,
etc.

* Minerales que contengan oro recubierto con peliculas
finas de 6xidos de hierro, cloruro de plata, compuestos

de antimonio, manganeso o plomo.
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* Minerales que presenten especies que estén en proceso de
transformaciéon, tales como, los sulfuros que se
descomponen y forman cianicidas, tiosulfitos, arsenitos e
iones ferrosos; que son consumidores de oxigeno.

* Minerales que presenten el fendmeno de preg-robbing
durante el proceso de cianuracion, esto ocurre cuando el oro
lixiviado es adsorbido por ciertos componentes de la mena
(carbono, arcillas), haciendo la extraccion de oro menos
eficiente. Menas con altos contenidos de carbono (.>.5 %)
resultan en reducciones significativas en la extraccion de oro
y en algunos casos cantidades tan pequefias como 0,1 %

pueden producir efectos de preg-robbing.

Es por eso que cada depdsito puede presentar un tipo
especial de refractariedad, que depende de los minerales
asociados, sus texturas y tamafio, tamafio de los granos de
oro, etc. Por esta razén, es importante realizar una buena
caracterizacion mineralégica para definir los posibles

problemas a ser enfrentados.
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3.1.3 MECANISMOS DE BIOOXIDACION BACTERIANA DE

SULFUROS

El papel de los microorganismos en la biooxidacion de los
sulfuros ha sido, es, y probablemente estara sometida a
controversia. Aunque diferentes autores estan de acuerdo en
varios aspectos relacionados al fendmeno, ninguna teoria

unificada ha sido aceptada hasta el momento.

Se han propuesto dos posibles mecanismos para la
lixiviacion bacteriana de sulfuros, directo e indirecto. En el
mecanismo directo, las reacciones son directamente
catalizadas por el ataque de la bacteria a la superficie del
mineral. La bacteria es capaz de interactuar directa y
fisicamente con el mineral oxidando continuamente los
compuestos reducidos o parcialmente reducidos de azufre tales
como, sulfuros y azufre elemental a sulfato. EI mecanismo de
biooxidacion directa puede ser descrito por las siguientes

reacciones:

MS + H,SO4 + % 0, > MSO,4 + S° + H,0 (19)

S% + 3/20, + H,0 > H,S0, (20)
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Donde M es un metal divalente.

En el mecanismo indirecto, el hierro férrico (Fe*"),
producto de la oxidacién del hierro ferroso (Fe?"), se convierte
en un fuerte oxidante capaz de oxidar los sulfuros. En este
mecanismo el papel fundamental de la bacteria es oxidar el i6n
ferroso, y la lixiviacion quimica del mineral es realizada por el
ion férrico. EI mecanismo de biooxidacion indirecto puede ser

descrito por las siguientes reacciones:

MS + 2Fe®* > M?* + 2Fe®" + S° (21)

2Fe? + 1/20, + 2H* > 2Fe** + H,0O (22)

Segun lo citado por, pese a la evidencia presentada a
favor de los microorganismos adheridos a la pirita por algunos
autores, y la importancia de la oxidacion directa de la pirita por
los microorganismos durante las primeras fases de la
lixiviacion, hay todavia dudas de la contribucién del mecanismo
directo de los microorganismos adheridos en los procesos de
disolucion de la pirita. En algunos casos, el mecanismo de

disolucion directo de la pirita ha sido rechazado. Recientes
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estudios apuntan a que el mecanismo de biooxidacion indirecto
como unico modo de disoluciébn del mineral. En contraste,
afirma , varios autores han demostrado que la cinética de
biolixiviacion de la pirita puede ser aumentada mejorando el

contacto entre los microorganismos Yy la superficie del mineral.

Todas estas contribuciones son en parte contradictorias, y
esta es la principal razon para que ambos mecanismos estén

hasta ahora en controversia .

Segun, el “mecanismo directo” no existe. El “mecanismo
indirecto” permanece y ahora comprende dos sub-mecanismos.
El mecanismo “indirecto de contacto” y el “indirecto de no
contacto”. En el curso del mecanismo ‘“indirecto de no
contacto”, el ion ferroso es oxidado por la bacteria a férrico, el
cual, oxida la superficie del sulfuro, donde es reducido a ferroso
para nuevamente entrar en el ciclo. En el mecanismo “indirecto
de contacto”, los procesos de adhesién de los microorganismos
son mediados por la capa polimérica extracelular que rodea a
las células, en esta capa ocurre la regeneraciéon del ién férrico

por accion de la bacteria y la reduccién a hierro ferroso por la
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reaccion del i6n férrico con el sulfuro. La disolucién de los
sulfuros toma lugar en la interfase entre la pared celular de la

bacteria y la superficie del mineral (Figura 1).

Soluckin |viants EPS {con lones Fe)
i
(0L Fe™, Fe?®, 50,7 { ME EFP MC

Giibuloe de azufre

Figura 1. Modelo del mecanismo “indirecto de contacto”.
Bacteria rodeada por su capa de exopolimeros
(EPS) y adherida a la superficie de una pirita. MC:
Membrana citoplasmatica. EP: Espacio periplasmico.

ME: Membrana externa.
Fuente: ACEVEDO, 2005

3.1.3.1. Camino de las reacciones

Resultados experimentales indican que las

reacciones de disolucion de los sulfuros son



85

determinadas por la reactividad de los minerales con
los protones. Por ejemplo, el acido no soluble de
minerales como pirita (FeS,), molibdenita (M°S,) y
tungestenita (WS,), disulfuros, son degradados por un
mecanismo diferente que el de acidos solubles
provenientes de minerales como la esfalerita (ZnS),
galena (PbS), calcopirita (CuFeS;) y arsenopirita
(FeAsS), monosulfuros. 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:

Mecanismo via tiosulfato
Sand et al. (1995, 1999) propusieron 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
En este mecanismo el ion férrico hexa-hidratado
comienza el ataque indirecto a los sulfuros. La pirita es

disuelta via la extraccion de electrones por los iones
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hidratados de hierro (lll) de acuerdo a las siguientes
reacciones:
FeS, + 6Fe®" + 3H,0 > S,04% + 7Fe?* + 6H" (23)

S,05% + 8Fe®* + 5H,0 > 2S0,% + 8Fe®" + 10H" (24)

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-S03%). En este mecanismo
los sulfuros no generan azufre como principal producto
en la oxidaciéon sino tiosulfato, que es el primer
intermediario liberado por el sulfuro luego de la

oxidacion.

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. El ataque sobre el
mineral es llevado acabo por la accion combinada de

protones y hierro (lll). Los protones inducen la
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polarizacion del ion sulfuro superficial y la liberacion del
sulfuro es reforzada por la transferencia de electrones
al i6n férrico (Fe®"). La esfalerita puede disociarse en

acido de acuerdo a las siguientes reacciones:

ZnS + 2H" > zZn* + H,S (25)

H,S + 2Fe® > S° + 2Fe?" + 2H* (26)

El H,S puede ser oxidado facilmente por el Fe** a

sulfuro con posible formacién intermedia de polisulfuro.

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 (As,Sj),
haverita (MnS;) son mas facilmente solubilizadas,
mientras la molibdenita (MoS;), tungestenita (WS,),
pirita (FeS;) no lo son. Lo anterior, puede ser explicado
sobre la base de que los minerales con sulfuros con

estado de oxidacidén S-2, como el ZnS, CuS, CdS, PbS,
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As,S3, 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 i6n férrico
(Fe*") y los protones (H") provoca la disolucién del
sulfuro. Mientras que en minerales con sulfuros con
estado de oxidacion S-1, como la FeS;, RuS,, MoS,,
WS, la extraccion de electrones provoca un aumento
en el estado de oxidacion del metal (aumento en el

nivel de energia sin la dilucién del sulfuro).

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
gue 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
gue los sulfuros que son solubles en acido, y en el que

procede el mecanismo via polisulfuro el ataque del
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hierro férrico o protones produce la transferencia de
electrones desde el sulfuro provocando de esta forma

la ruptura del enlace azufre-metal.

Adicionalmente, Tributsch (2001) propuso tres
estrategias para la biolixiviacion del mineral (ver

Figura.2):

Biolixiviacion indirecta: los microorganismos no son
adheridos a la superficie del mineral y su accion es
regenerar el agente oxidante, ién férrico (Fe®").

Biolixiviacibn de contacto: los microorganismos
adheridos a la superficie del mineral a través de la
capa polimérica extracelular facilitan el ataque al
mineral por la disolucién electroquimica y el hierro
férrico.

Biolixiviacibn cooperativa: los microorganismos
adheridos a la superficie del mineral cooperan con las
células que estan libres en la solucién. La bacteria

adherida libera especies oxidables, las cuales son
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fuente de energia para los microorganismos en
solucion.

Rodriguez et al. (2003) llegaron a una conclusion
similar a la de Tributsch (2001), donde el proceso de
biolixiviacion de la pirita se llevan a través de la
biolixiviacion cooperativa, con participacion simultanea
de la biolixiviacion de contacto y la biolixiviacion
indirecta, probablemente a través del mecanismo via

tiosulfato (Rodriguez et al., 2003).

La contribucion relativa de cada uno de los
procesos en la oxidacion de sulfuros todavia no ha sido
totalmente aclarada, sin embargo, se sabe que el
principal mecanismo catalitico de la bacteria consiste
en la oxidacién de Fe?* a Fe**, manteniendo de este
modo una adecuada (alta) razén Fe®*/Fe*, lo que
acelera la oxidacion de los sulfuros, ya que, el hierro
férrico (Fe**) es uno de los principales agentes

oxidantes de los sulfuros a casi cualquier pH.
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Figura 2. Esquema de los distintos tipos de lixiviacion
de un sulfuro segun Tributsch (2001).
Fuente: ACEVEDO, 2005

3.1.4. VENTAJAS DE LA BIOOXIDACION DE SULFUROS

La oxidacién bioloégica de sulfuros metélicos 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:
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La simplicidad 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.

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.
Es flexible y puede utilizarse para tratar una diversidad de
sulfuros metalicos individuales o mezclas de minerales.
La forma en que se puede aplicar varia desde un simple
lecho fijo de percolacién hasta sistemas de lixiviacion en
tanques de agitacion.

No requiere temperaturas ni presiones altas para su
operacion.
Es autogeneradora de solventes en forma de solucién de
sulfato férrico, lo cual reduce de una forma apreciable 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

formacion de subproductos gaseosos nocivos.
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3.1.5. FACTORES QUE AFECTAN LA CINETICA DE BIOOXIDACION
DE SULFUROS

La actividad que presentan los microorganismos en el
proceso de biooxidacién depende, en gran medida, de las
condiciones ambientales a las que son sometidos . Dentro de
estos factores, los mas importantes son: pH, potencial redox,
concentracién de oxigeno disuelto y transferencia de oxigeno,
nutrientes, concentracion de iones metalicos, densidad de

pulpa, tamafio de particula e interacciones galvanicas.

A.PH

El pH influye de forma significativa en la velocidad de
crecimiento de los microorganismos, debido a que afecta a los
grupos ionizables presentes en las enzimas situadas en el
citoplasma y periplasma de la célula. Dichos grupos deben
encontrarse en la forma iénica mas adecuada para mantener la
conformacion del centro activo de la célula y asi enlazarse a los

sustratos y catalizar la reaccion.

Los microorganismos que participan en la lixiviacion

bacteriana de sulfuros son acidofilos, ya que son activos a pH
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por debajo de 3,0 con un pH 6ptimo para el Acidithiodacillus
ferrooxidans en el intervalo de 1,5 a 2,5. Valores de pH
cercanos a 1,0 presentan una fuerte inhibiciéon del crecimiento
del A. ferrooxidans, lo que no ocurre con el A. thiooxidans, que
presenta caidas en el pH de sus cultivos incluso hasta menos
de 1,0 debido a la produccion de &acido sulfarico y a su

capacidad de tolerar una mayor acidez.

La formacion de precipitados en la biooxidacion de
sulfuros depende del valor de pH de la solucion. A valores de
pH por encima de 2,5 el hierro férrico tiene una baja
solubilidad, ocasionando la formacion de hidroxisulfatos
basicos de Fe(lll) con férmula general MFe3(SO4)2(OH)g,
donde M es K" (jarosita), Na' (natrojarosita), NHj4"
(amoniojarosita), H3O" (hidroniojarosita), Ag® (argentojarosita),
Pb?* (plumbojarosita), entre otros. Esta precipitacién depende
fundamentalmente del pH, la composiciébn i6nica y la

concentracion del medio.

La precipitacion de Fe(lll) ocurre incluso a bajos valores

de pH, sin embargo, se observa que medios con valores de pH
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menores de 1,8 son efectivos para limitar la extension de la
precipitacion de estos compuestos recomiendan que para
mantener la actividad bacteriana en un proceso de biooxidacién
de sulfuros en reactores de tanque agitado el pH de operacién

debe mantenerse en el intervalo de 1,6 — 1,8.

B. Potencial redox (Eh)

El potencial redox de la solucion es un indicador del
metabolismo energético o actividad de la bacteria en el proceso
de biooxidacion, debido a que es una medida de la tendencia
de la solucion a ser oxidada o reducida. Durante la fase de
crecimiento exponencial, el Eh de A. ferrooxidans se
caracteriza por estar entre 320 — 580 mV. Normalmente, la
extraccion de los sulfuros alcanza sus mayores velocidades
cuando el Eh de la solucion acida ha superado los 400 — 450
mV.

C. Temperatura

La temperatura es otro parametro que determina la
actividad bacteriana. Se ha demostrado que la velocidad de la
reaccion es influenciada por la temperatura, con una

dependencia de la constante de velocidad tipo Arrhenius . Los
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procesos de biooxidacion tienen un maximo de temperatura
arriba del cual las reacciones de oxidacion se inhiben o paran.
Para los microorganismos del género Acidithiobacillus, la
temperatura maxima es de alrededor 316 °K, con un intervalo
optimo entre 308 y 313 °K. Debe mantenerse la temperatura en
el intervalo 6ptimo para lograr la maxima velocidad de reaccion

en el proceso.

D. Concentracion de oxigeno disuelto

La disponibilidad de oxigeno disuelto en la lixiviacion
bacteriana de sulfuros es un factor indispensable para el
desarrollo del proceso, ya que la bacteria necesita oxigeno
durante la oxidacion de las especies reducidas del hierro y
azufre. La solubilidad del oxigeno en agua a 308 °K es 8 gr/m3
y disminuye con el aumento en la concentracion de iones en la
solucion y la temperatura. Tedricamente la reaccion de
oxidacion del hierro necesita 0,07 gr de oxigeno por gramo de
Fe (II) oxidado y esta cantidad no puede estar disponible en la
solucion considerando la baja solubilidad del oxigeno, por lo
gue éste debe ser suministrado externamente. El oxigeno debe

ser suministrado a los microorganismos a una velocidad por lo
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menos igual a su demanda. De no ser asi, las células creceran
bajo limitacion de oxigeno, el crecimiento sera lineal en vez de
exponencial y podrian dafiarse sus sistemas de transporte de

electrones y fosforilacion oxidativa.

En la TABLA VI. se aprecia la concentracion critica de
oxigeno para el crecimiento Acidithiobacillus ferrooxidans para

distintos valores de temperatura y para un pH de 2,5.

TABLA VI. Concentracion critica de oxigeno para el crecimiento
de A. ferrooxidans

Temperatura (K) Concetracion critica de oxigeno (mg/l)
298 0,877
301 0,390
304 0,368
307 0,345

Fuente: JUNAC, 1989

E. Nutrientes

La mayoria de los microorganismos que participan en la

lixiviacion bacteriana de sulfuros son quimioautotroficos, es
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decir, obtienen el carbono necesario para su desarrollo del
diéxido de carbono (CO,) y la energia de la oxidacion de un
compuesto inorganico (Fe** 6 S?). Los otros elementos basicos
para la nutricion de estos microorganismos deben estar en
cantidades proporcionales a su composicion celular en el medio
de cultivo en forma de sales. Los mas importantes
cuantitativamente, son el nitrogeno, generalmente como sal de
amonio, el magnesio (sulfato de magnesio), el fosforo (fosfato
acido de potasio) e iones metalicos pesados en menor
cantidad. Si un nutriente estd presente en bajas
concentraciones o0 es suministrado a bajas velocidades, el
crecimiento celular ocurrird a una menor velocidad. EI medio de
cultivo “9K” y “T&K”, son los medios mas empleado para el

crecimiento de los Acidithiobacillus.

F. Densidad de pulpa

La biooxidacion de sulfuros con densidades de pulpa
mayores de 20 % en reactores de tanque agitado no ha tenido
buenos resultados. Esto se debe basicamente a que al
aumentar la concentracion de solidos aumenta la friccion entre

las particulas en el interior de la suspension, lo que causa el
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dafo celular. Las altas concentraciones de solidos también
limitan las velocidades de transferencia de oxigeno, por lo que
se deben suministrar grandes cantidades de éste para oxidar a
los sulfuros. Los intentos para mejorar la aireacidon resultan
inevitablemente en aumentos en la velocidad de agitacion, lo
gue genera una mayor friccion entre las particulas dentro de la
suspension. Altas densidades de pulpa generalmente limitan la
velocidad de transferencia de oxigeno requiriendo mayor

tiempo de biooxidacion.

Segun Deveci (2002, 2004) la magnitud de los efectos
adversos en un reactor de tanque agitado dependen del tipo y
disefio del impulsor, concentracion de solidos e intensidad de
agitacion; presentando un aumento significativo en la perdida
de viabilidad de la poblacibn bacteriana cuando la

concentracion de sdlidos es mayor o igual al 20 % W/W.

Actividad de los microorganismos y concentracion

bacteriana

La bacteria tiene la habilidad de adaptarse a condiciones

cambiantes. Cuando un cultivo de bacterias es introducido a un
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nuevo tipo de alimento, como los sulfuros, la bacteria necesita
tiempo para adaptarse al nuevo material. Los Acidithiobacillus y
otros microorganismos acidofilos tienen la capacidad de crecer
en presencia de varios tipos de iones metéalicos después de la
adaptacion. La etapa de adaptacion ayuda a reducir la fase lag,
aumentar la actividad bacteriana, y reforzar de esta forma, la

cinética global de lixiviacion.

Otro factor que afecta la biooxidacion a altas densidades
de pulpa en reactores de tanque agitado es la baja relacion

microorganismo/solido.

Segun lo citado por Deveci (2004), durante los procesos
de mezcla en un reactor de tanque agitado, el dafio a las
bacterias es causado predominantemente por la accion de las
particulas del sélido sobre las células, resultando en la pérdida
de viabilidad de la bacteria. La velocidad y magnitud de la
conversién del sustrato en la biooxidacién podria ser controlada
por el nimero inicial de células, donde el uso de una poblacién
bacteriana activa grande como indculo, mitigaria de alguna

forma los efectos adversos. En reactores continuos de tanque
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agitado, la concentracién de la poblacién bacteriana varia entre

10% a 10°.

Concentracion de iones metalicos

La presencia de compuestos toxicos o inhibitorios en el
mineral puede causar serios problemas en la biooxidacion. En
el TABLA.VII. se presentan algunos niveles de toxicidad por
cationes y aniones para el Acidithiodacillus ferrooxidans. Una
solucion atractiva a este problema es la seleccion de cepas con
cierta resistencia a estos iones, aisladas en los sitios donde se
extrae el mineral a tratar, o bien la construccion artificial de

cepas con estas caracteristicas.



102

TABLA VII. Niveles de toxicidad de cationes y aniones para el
A. ferrooxidans

Metal Nivel inhibitorio (mg/l) Tolerancias reportadas (mg/l)
Zn* > 10000 15000 — 72000
NiZ* > 10000 12000 - 50000
Cu? > 10000 15000
Mn?2* > 10000
Co? > 10000 3000
Al > 10000 6000
Ag* <50 1ppb
uo,> <700 200 - 500

AsO,* <200

MoQ,> <5 90
Se0, <100

Fuente: Acevedo y Gentina, 2005

Tamano de particula

El area especifica superficial es uno de los factores
importantes que afectan el proceso de oxidacion bacteriana.
Generalmente en los minerales refractarios, la fraccion del area
superficial ocupada por el sulfuro de interés es pequefa, y se
podria esperar que la velocidad de lixiviacion sea proporcional
a los pocos sitios activos de dicho sulfuro. A medida que el
tamano de particula decrece, aumenta el area superficial y por

ende el niumero de sitios activos.
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Interaccion galvanica

Los sulfuros son materiales semiconductores que
presentan interacciones galvanicas cuando se encuentran en
contacto eléctrico, lo que es comun en menas naturales . En la
interaccion, el mineral con el mas alto potencial de electrodo
actua como céatodo, por lo que, en el medio, se corroe (oxida) el
mineral con menor potencial, el cual se convierte en el anodo.
Un ejemplo de interaccion galvanica es la lixiviacion acelerada
del cobre de la calcopirita en contacto con la pirita. La pirita,

con un potencial mas alto, actia como un céatodo:

02 + 4-H+ +4e > 2H20 (27)

Mientras que la calcopirita, con un menor potencial, es

anodinamente disuelta:

CuFeS; > Cu®" + Fe** + 28° + 4e” (28)

La pirita también puede facilitar la corrosion de la
esfalerita, porque tiene un potencial de electrodo menor. La

interaccion galvanica afecta la lixiviacion bacteriana de
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minerales ya que retarda la cinética de oxidacion de algunos

minerales debido a la disolucion preferencial de los sulfuros



CAPITULO IV

FUNDAMENTOS DE LA CIANURACION

4.1 LA CIANURACION
4.1.1. Introduccion
Después de haber desarrollado mdultiples investigaciones
sobre la disolucion del oro en medio cianurado, se determiné
qgue este estd controlado por la difusién del mismo. A nivel
industrial los minerales, el cianuro y sustancias consumidoras

de oxigeno afectan la velocidad de extraccion del oro.

CN’ + H,CO3 > HCN + HCOy’ (29)

La Pirrotita, Cobre, Cinc, Arsénico y minerales
antimoniados consumen cianuro. Algunas reacciones de

cianicidas son:

Fe* + 6 CN > Fe(CN)s" (30)
2Cu?* + 7CN + 20H > 2CU(CN)s% + CNO™ + H,0 (31)

ZnO + 4NaCN + H,0 - Nay[Zn(CN)4] + 2NaOH (32)
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Cag(ASS?,)z + 6NaCN + 30, - 6 NaCNS + Cag(ASO3)2 (33)

Los iones metalicos comunes Cu?*, Fe?*, Fe®*, Mn?*, Ni?*
y Zn®** forman con el cianuro complejos estables,
consumiéndolo, de esta manera la actividad del cianuro es

retardada.

En el estado monovalente el cobre Cu (I), forma una serie

de complejos solubles en el medio cianurado:

CUu(CN), > Cu(CN)s* > Cu(CN)s> (34)

La cinética de disolucion del oro no es afectada por la
presencia de estos iones, siempre y cuando se mantenga un

exceso de cianuro en el medio lixiviante, siendo la relacion:

CN

total en lixiviacio

4
en medio (35)

Curotal

Si en el mineral existen grandes cantidades de cobre que

no pueden ser eliminados previo a la cianuracion, se debe
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agregar cianuro en exceso. Cuando en el medio lixiviado existe

mas de 0,03 % de cobre, ocurre lo siguiente:

Cu2(CN),.2NaCN (36)

Este compuesto debe ser precipitado. A nivel industrial, es
permitido que el contenido de cobre en el medio lixiviado no
sobrepase de 0,03 %, impidiéndose que la disoluciéon del oro
sea optimo. La recuperacion de oro a partir de soluciones que
contiene cobre, se lleva a cabo por el proceso CIP, debido a
que la precipitacion del oro con cinc es deficiente en presencia

de altos niveles de cobre.

La presencia de minerales sulfurados, estas reaccionan

con el cianuro y el oxigeno para formar tiocianatos:

S* + CN + % O, + H,0 > CNS + 20H (37)

La marcasita se descompone mas que la pirita y forma

cianicidas, es menos estable que la pirrotita. Este es un

cianicida dafino en el medio cianurado, la velocidad de
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descomposicion es mas rapida que otros minerales piriticos. La
pirrotita se oxida facilmente formando sulfatos ferrosos y

férricos, ademas, es consumidor de oxigeno:

Fe;Sg + NaCN - NaCNS + 7FeS (38)
FeS + 20, - FeSO, (39)
FeSO, + 6NaCN - NasFe(CN)s + Na,SO,4 (40)

El ion sulfuro es veneno para el proceso de cianuracion
del oro. Se han reportado que cantidades menores a 0,05 ppm
del ion sulfuro, disminuyen la cinética de disolucion. El sulfuro
alcalino debe ser oxidado en presencia de oxigeno a tiosulfato,

sulfato o tiocianato:

2Na,S + 20, + H,O - NayS,03 + 2NaOH (41)
Na,S,03 + 2NaO + 20, - 2Na,S0,4 + H,O (42)
2Na,S + 2NaCN + 2 H,O + O, > 2NaCNS + 4NaOH (43)

De esta manera, al descomponerse el mineral sulfurado
da iones tiosulfatos y politiocianatos que consumen el cianuro y

el oxigeno disuelto en el medio lixiviante:
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25,032 + 2CN" + O, > 2CNS™ + 2S0,% (44)

El tiocianato se forma por la reaccion del cianuro con

sulfuros, oxisulfuros, iones arsénico-sulfuro y azufre elemental.

Si en el mineral existe arsenopirita, este puede causar
pérdida de cianuro y oxigeno disuelto en el medio a través de
su descomposicion. Bajo este aspecto, la estibina resulta ser
peor que la arsenopirita, en referencia al oxigeno disuelto.
Cuando la pirrotita y sulfato ferroso estan presentes en el

mineral, algunas veces se afade litargirio en la molienda:

Fe;Ss + PhO = PbS + 7 FeS + 1/20, (45)
FeSO, + PbO = PbSO, + FeO (46)
2Fe0 + 3H,0 + 1/2 0, > 2 Fe (OH)3 (47)

El litargirio conduce a la oxidacion de la pirrotita sin la
formacion de ferrocianuro indeseable. La elevada adicion de
lechada de cal es perjudicial para la disolucion del oro, ya que

ademas de disminuir la concentracion de cianuro, acelera la
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descomposicion de la pirrotita y reduce el efecto de las sales de

plomo.

4.1.2. Teorias y Conceptos

El proceso de lixiviacion es una practica universal para la
recuperacion de oro, existen diversas técnicas para ejecutar
dicho proceso, mediante la adicion de cianuros, tiolrea,
cloruracion, tiosulfato y sales oxidantes. En este caso

trataremos la lixiviacidon con cianuro.

La concentracion oOptima de la solucion de cianuro
depende de las caracteristicas de la mena y deben ser
determinadas experimentalmente. Los niveles comunes de
cianuro son: de 0,05 a 0,20 % de NaCN. El cianuro es afiadido
en el molino y en los primeros tanques de lixiviacion. Se debe
afadir cal para mantener el pH entre 10,5 a 11,5. El exceso de
cal incrementa el consumo de cianuro. Se recomienda el uso
de bajas concentraciones de cianuro, por sus ventajas

econdmicas Yy técnicas.



111

El proceso de cianuracion, esta influido por la
concentraciéon de oxigeno en el medio. La solubilidad del
oxigeno en la solucion cianurada depende de la presion parcial
del oxigeno, la temperatura y la fuerza ibnica en condiciones

hidrodinamicas.

4Au + 8NaCN + O, + 2 H,0 >4Na[Au(CN);] + 4ANaOH  (48)

Otros factores que afectan el proceso son el pH, el
potencial de reduccién de la pulpa, la concentracién de cianuro
y la presencia de cianicidas.

El nivel de pH de la pulpa y la adicion de pequefias
cantidades de nitrato de plomo, son factores importantes para
desechar otras reacciones en el circuito de lixiviacion.
Concentraciones pequefias de iones plomo aceleran

grandemente la lixiviacion del oro.

El hidroxido de calcio tiende a disminuir la lixiviacion del
oro en el medio de manera mas significativa que el hidréxido de
sodio, pero en la practica se usa universalmente debido a su

bajo costo. Si se incrementa el nivel del pH de 10,5 a 12 se
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disminuye la disolucién de oro en presencia de hidroxido de
calcio, debiendo estar el pH aproximadamente en 10,5. La
adicion de cal regula adecuadamente el pH previniendo la
pérdida de cianuro por hidrélisis o por reacciones secundarias
con sustancias presentes en el medio como el dioxido de
carbono, bicarbonatos, acidos contaminantes del agua y la

mena.

El proceso de lixiviacion debera contar con las siguientes
etapas:

e Circuito de lixiviacion

o Circuito de separacion solido-liquido

« Area de fusion y refinacion

e Zona de acarreo de colas

Es necesaria una Pre-Aireacion de la pulpa, ya que
muchas menas contienen cantidades excesivas de
consumidores de oxigeno. Deben trabajarse con pulpas de 44
a 48 % de sdlidos y aireada a un pH de 10,5 a 11 en Pachucas
0 tanques de agitacién. La pulpa aireada es filtrada — para

evitar la formaciéon de cianicidas — el residuo formado es
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mezclado con la solucién estéril (producto de la cementacion
y/o electrélisis del oro y elementos nobles que acompafian a

este).

Comportamiento de los sulfuros de Hierro y su relacion
con la Pre-Aireacion alcalina

Diez Canseco, nos dice que el cambio que sufre la pirita
es la pérdida de un atomo de azufre convirtiéndose en sulfuro
de la forma FeS. El sulfuro ferroso se produce no solo por la
separacion de un atomo de azufre sino también por la accion

del hierro de los equipos del circuito de molienda.

FeS; > FeS +S (49)

FeS, + Fe - 2FeS (50)

El sulfuro ferroso actia como sigue:

FeS + 6NaCN - NasFe(CN)s + NapS (51)

Na,S + NaCN + ¥2 O, + H20 - NaCNS + 2NaOH (52)

FeS + 20, + H,0 + CaO - Fe(OH), + CaSO. (53)
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El sulfuro ferroso tiene una cinética de reaccion lenta por
oxidacién convirtiéendose en sulfato y consumiendo oxigeno del

circuito.

El hidroxido ferroso es muy rapidamente disuelto en

cianuro:

Fe (OH), + 6NaCN - NasFe(CN)g + 2NaOH (54)

Al incrementarse el poder de oxidacién del medio, dicho

compuesto se transforma en hidroxido férrico.

En presencia de oxigeno el hidroxido ferroso se pre-oxida

asi:

2Fe (OH), + 1/20, + H,0 - 2Fe (OH); (55)

El hidroxido férrico resultante es un compuesto altamente

estable, no tiene accién sobre el cianuro.
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Accion de la cal y aire sobre una pulpa piritica

Fue investigado por Ralston, en este proceso se formaron
sulfuros solubles, tiosulfatos y una menor cantidad de azufre
coloidal. El oxigeno disuelto reacciona con los sulfuros solubles
para producir tiosulfato e iones sulfato. En presencia de pirita,
el oxigeno disuelto oxid6d el tiosulfato a i6n sulfato (57). Una
oxidacion prolongada de pirita fina; suspendida en una solucion
con cal muestra que la alcalinidad de la solucion decrece
rapidamente al inicio del experimento y mas lentamente a
medida que prosigue la prueba. Ademas, se establecié que la
maxima cantidad de los agentes reductores solubles, sulfuro de

calcio y tiosulfato de calcio.

Asi, la pirita es oxidada pero los iones hidroxilo son
retenidos o absorbidos sobre la superficie de la pirita,
inhibiendo de ese modo cualquier reaccion posterior.
Acondicionando adecuadamente la pirita antes de la
cianuracion, se logra una disminucién apreciable de la cantidad

de cianuro perdido.
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La Pirrotita es mas reactiva que la Pirita.

Fue estudiado por Gardiner y Lemmon , teniendo en
cuenta la estructura de la pirrotita. Gardiner establece que la
pirrotita es estable cuando esta seca, pero se descompone
rapidamente en presencia de agua y aire formando &cido
sulfarico, sulfato ferroso, sulfatos basicos de hierro, carbonatos
e hidratos ferrosos. La velocidad de descomposicién es

significativamente mayor que para la pirita.

En soluciones alcalinas, precipita el hidroxido ferroso
siendo subsiguientemente oxidado a hidroxido féerrico. El alto
consumo de oxigeno resultante de la reaccion perjudica la

eficiencia de la solucion de cianuro para disolver oro.

De acuerdo con Lemmon, la pirrotita tiene un enlace
suelto del atomo de azufre, que reacciona rapidamente con el
cianuro para formar el i6n tiocianato, segun la siguiente

ecuacion:

FesSe + NaCN > NaCNS + 5FeS (56)
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El sulfuro ferroso se oxida rapidamente a sulfato, el que a
su vez reacciona con el cianuro para formar iones

ferrocianuros, tal como sigue:

FeS +20, >FeS0, (57)

FeSO, + 6NaCN > NasFe(CN)s + Na,SO, (58)

Con dicha reaccion establecemos objetivamente que la
pirrotita no solo es un cianicida, sino un alto consumidor de

oxigeno del medio lixiviante.

Segun Gardiner y Lemmon, una solucién altamente
concentrada en élcali puede atacar directamente a los sulfuros

segun las reacciones:

12FesSg +3Ca(OH), > 2CaSs + CaS,0; + 60Fe,S + H,0  (59)

FeS + Ca(OH), > Fe(OH), + CaS (60)

La disolucion de oro a partir de una mena pirrotitica es

usualmente muy dependiente del valor del pH del medio



118

cianurado. Por lo tanto, la alcalinidad de la pulpa debe ser

controlada muy de cerca y cuidadosamente.

Relacién del comportamiento de los sulfuros de hierro con
la adicion de sales de plomo.

Diez Canseco, afirma que un porcentaje de un sulfuro
soluble que esta presente en la solucion de cianuro, retarda la
disolucion del oro y la plata. Esto se debe en parte, a que el
sulfuro consume oxigeno de la solucion, y por otra parte a la
formacion de peliculas casi insolubles. La dificultad desaparece
si los sulfuros son eliminados, sea por precipitacion con sales

de plomo o por la accién de ciertas sustancias oxidantes.

Los sulfuros solubles, Na,S, reaccionan de acuerdo a la
reaccion (64). Estos sulfuros alcalinos también pueden ser
eliminados por la accion de sales de plomo. La adicién de las
sales de plomo (nitrato de plomo, litargirio o acetato) precipitan
los sulfuros solubles, el sulfuro de plomo precipitado es
posteriormente oxidado a tiocianato (sulfucianuro). Se ha
observado que los sulfuros solubles se oxidan facilmente; pero

que las sales de plomo ofrecen, ademas, la ventaja de que
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remueven los iones de azufre y retardan la formacién de

sulfucianuro y la separacion de azufre libre.

Los diversos compuestos de plomo formado como
hidroxidos, cianuros, plumbitos, etc. son ligeramente solubles
en soluciones alcalinas de cianuro, permitiendo adicionalmente
precipitar mas sulfuros, y descomponer mas tioarsenitos. Las
soluciones de lixiviacion quedan finalmente exentas de los

iones nocivos de arsénico y antimonio.

Cuando estd presente la pirrotita, se suele agregar

litargirio en los circuitos de molienda, el cual reacciona asi:

Fe;Sg + PbO > PbS + 7FeS + %2 O, (61)

El sulfuro ferroso se convierte en sulfato ferroso en la
forma que ya se conoce, reaccion (61), y si la alcalinidad es

bien controlada reacciona con el litargirio en la siguiente forma:

FeSO, + PbO - PbSO, + FeO (62)

2Fe0 +3H,0 + % O, > 2Fe (OH)s (63)
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Como ya se ha visto anteriormente este hidréxido férrico

tiene poca accién sobre el cianuro.

Formacion de sulfatos y tiocianatos en concentrados
piriticos

En el proceso de flotacion de minerales piriticos auriferos
se utilizan diferentes reactivos, algunos de ellos contienen
sodio que reacciona facilmente con el i6n azufre, para formar
tiosulfatos y estos en medio alcalinos a sulfatos, como

podemos observar en las siguientes reacciones:

2NayS + 20, + H,0 2 2NayS,03 + 2NaOH (64)

Na,S,03 + 2NaOH + 20, - 2Na,S0,4 + H,O (65)

Es importante aclarar que estos iones de azufre, se
produce como consecuencia de que los concentrados de
flotacion, pasan a la siguiente etapa de remolienda para
asegurar la liberacion de las particulas de oro.

Los sulfuros de sodio en contacto con cianuro, forman los

tiocianatos que reacciona de la siguiente forma:
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2Na,S + 2NaCN + 2H,0 + O, > 2NaCNS + 4NaOH (66)

Principio fundamental de la Pre-Aireacion

La Pre-Aireacion con cal como etapa previa al circuito de
cianuracion, consiste en oxidar la Pirita, Pirrotita y otros
minerales o concentrados auriferos sulfurados. Para formar
fundamentalmente Sulfatos de calcio, Sulfatos de sodio,
Hidroxido férrico, Tiofulfato de sodio, Tiosulfato de -calcio,
Sulfato ferroso, Hidroxido ferroso, etc. como nos indican las
ecuaciones quimicas N° (58), (59), (60), (61), (62), (63), (64),
(65) y (66). En esta etapa es necesario realizar una oxidacion,
manejando los parametros principales como: tiempo de Pre-
Aireacién, pH de Pre-Aireacién y concentracién de oxigeno. En
caso contrario tendremos formaciones de Ferrocianuros,
Tiocianatos, etc, que consumen innecesariamente cianuro y

también producen interferencias en la disolucion del oro.

En el Perd, especificamente en Minera Aurifera Calpa,
Villanueva, en 1988 introdujeron algunos de estos Pre-

Tratamientos tales como el lavado, el Pre-Aireado con cal, y la
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adicion de sales de plomo llevando esto incluso con éxito a
escala inicial. Asimismo se corrié una serie de pruebas para
introducir el lavado acido del cobre, adicibn de agentes
aceleradores y otros tratamientos pirometalirgicos, como el
tratamiento de las calcinas, quedando esto sOlo a escala de
laboratorio. Esta investigacion se realiz6 a solicitud de la
gerencia de operaciones debido a que con el cambio en la
zona de minado la recuperacion en la planta de cianuracion
habia bajado de 90 % a 79.25 % (Set. 1987) por la presencia
de cianicidas y por el gasto excesivo de cianuro que aumento
de 6 kg/t a 13 kg/t de concentrado en promedio. Debido a esto
se corrid una etapa de mdltiples pruebas a nivel laboratorio y
en la misma planta. Se logré6 aumentar la recuperacion en el
circuito de cianuracion a 87 % y disminuir el consumo de

cianuro de sodio a 5 kg/t.

Tremolada, present6 en Junio de 1993 un trabajo sobre la
aplicacion de algunas variantes hidrometalurgicas tales como el
uso de agentes oxidantes (peroxido de calcio y peroxido de
hidrégeno), agentes acomplejantes (hidréxido de amonio) para

el Pre-Tratamiento de concentrados sulfurados de Mina Calpa.
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Asimismo incluy6 en este trabajo la aplicacion del lavado y la
Pre-Aireacion alcalina, variantes que se habian introducido por

Villanueva desde 1988 en esa misma empresa.

La mayoria de las plantas en el Perd atacan la
refractariedad de los minerales solo desde el punto de vista de
la remolienda. En este aspecto han presentado trabajos Pérez,
y Barrios, A excepcion de Minera Calpa, no se conocen otras
plantas en las que se estén aplicado Pre-Tratamientos

hidrometallrgicos econdmicos.



CAPITULO V

DESARROLLO EXPERIMENTAL

5.1 INTRODUCCION

La muestra que es materia de estudio, es un mineral refractario
gue contienen una ley promedio de 19,3 g Au/t, fundamentalmente de
arsenopirita y pirita, proveniente de la Mina Cerro Extrafia, zona de
Calientes, provincia de Candarave, departamento de Tacna. Las
pruebas metallurgicas se realizaron el Laboratorio de Microbiologia y

Metalurgia de la UNJBG.

5.2 MATERIA PRIMA

El mineral es muy duro, peso especifico alto, debido a su
contenido metalico es muy complejo, tiene abundante presencia de
sulfuros principalmente arsenopirita y pirita, en menor proporcion
pirrotita, calcopirita y esfalerita, probablemente tenga sulfosales del

grupo de la
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tetraedrita, no se aprecia oro libre, el cual debe estar asociado a la
pirita y arsenopirita, la ganga no metdlica lo constituye el cuarzo e

insolubles.

LEYES

TABLA VIII. Ley del mineral refractario

Leyes
Au Ag Ar
g/t Ozt %
19,30 0,40 0,80

Fuente: Datos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia y Microbiologia de
UNJBG.

53 CARACTERIZACION MINERALOGICA
El mineral es refractario, presenta abundante contenido de
sulfuros: arsenopirita, pirita y pirrotita, en menores proporciones:
calcopirita, esfalerita y probablemente sulfosales que aportan: plata,

arsénico y antimonio, no se aprecia oro libre.

5.4 EQUIPOS Y MATERIALES

e Chancadora
e Molino de bolas

e Mallas y reactivos quimicos
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Agitadores ovalados

Incubadora

Microscopio

Balanzas electronicas

Potenciometro digital

Agitadores magnéticos con variacion de Temperatura y velocidad

(RPM)

PRUEBAS EXPERIMENTALES

5.5.1 Pruebas Aislamiento, cultivo y conservacion

Las cepas fueron activadas del mismo mineral refractario,
después se aislaron las cepas de Thiobacillus ferrooxidans, las
gue se cultivo y se inoculo para la oxidacion del mineral.

El cultivo solido se realizé en cajas petri, utilizando un
volumen de 25 ml. de medio FeTSB (1) y se ajusto el pH a 2

con acido sulftirico concentrado.

En los cultivos liquidos se utiliz6 matraces Erlenmeyers de
125 ml, se colocd un volumen de 50 ml de medio 9K (1) y se

ajusto el pH a 2 igualmente con &cido sulfurico concentrado, se
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agit6 a 150 rpm, en un agitador orbital (THERMOLYNE)

durante 15 dias.

La siembra en los dos casos se realiz6 en condiciones
asépticas utilizando camara de flujo laminar (ESCO) y los
materiales fueron previamente autoclavados (394 °K, 20 min) y

sometidos a 20 min. de radiacion UV antes de la inoculacion.

La conservacion de muestras seleccionadas congeladas
se realiza en criotubos. Se prepara una solucién crioprotectora
de glicerol al 10 % filtroesterilizada mas una solucion de medio
9K, la solucion glicerolmedio 9K se esteriliza en autoclave (394
°K, 15 min.), los microorganismos a congelarse se siembran en
tubos de agar inclinado. La solucién crioprotectora es afiadida
a los tubos de agar y medio liquido, el cultivo es resuspendido
por raspado de las colonias y agitacion respectivamente, luego
se coloca 1,5 ml. de la suspension a cada criotubo y se guarda

a -353 °K en congelador o en nitrégeno liquido.
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Determinacién Crecimiento Bacteriano

Para determinar la transformacion del Fe'?> a Fe™ se

prepara una solucion de permanganato de potasio 0,1N y se
titula sobre 5 ml. de solucién extraida de las pruebas en

experimentacion.

El crecimiento bacteriano se determina tomando 15 ul. de
cultivo, se adiciona 5 ul. de azul de lactofenol, se mezclan en
un microtubo, la solucion se coloca en una cdmara de recuento
(NEUBAUER) y se cuantifica el numero de bacterias
contenidas en 5 campos, el valor resultante y recalculado nos

da el numero aproximado de bacterias por mililitro de cultivo.

PROCEDIMIENTO

A. Mineral y Muestreo

El mineral refractario fue muestreado de la mina “ Cerro
Extrafia”. Se realizo tres muestreos de 8 a 10 kilos de mineral,
se tomo minerales de tamafo promedio de 9 cm, para su facil
transporte y procesamiento en el laboratorio de la Escuela de

Metalurgia y Laboratorio de Microbiologia -UNJBG — Tacna.
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B. Aislamiento e identificacion del microorganismo

lixiviante (ly, 2007):

e Se realiz6 siguiendo la secuencia siguiente:
e Cultivo de enriquecimiento.
e Cultivo de aislamiento de microorganismos lixiviantes.

e Identificacion de microbios lixiviantes aislados.

B.1. Cultivo de enriquecimiento

Se tomo aproximadamente 1 kilogramos del mineral
triturado mecanicamente en el laboratorio de FAME para ser
sumergido en 3 litros de medio 9K liquido, a pH 2,0, en un
recipiente de 5 litros de capacidad, no fue necesaria la
esterilizacion. Se incubd el recipiente 15 dias a Temperatura

ambiente.
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B.2. Cultivo de Aislamiento de los microbios lixiviantes

Se prepar6 medio 9K solido modificado, este medio se
verti6 15 ml en placas Petri, se dej6 solidificar, luego se
incorpord 0,1 ml del cultivo de enriguecimiento y sembrado con
ayuda de una asa de Drigalsky por extensién, las placas fueron
incubadas a temperatura ambiente durante 15 a 20 dias,
tiempo en que aparecieron colonias bacterianas y fangicas a
las cuales se le observé en el microscopio y colore6 con Gram.
Las colonias microbianas aisladas cada 15 dias se les preservé
mediante subcultivos en placas Petri manteniéndolos a
temperatura ambiente, ya que estos cultivos no pueden ser
preservados a 278.°K como ciertas bacterias ya que pierden su

accion biolixiviante (Acevedo, 2005).

B.3. Identificaciéon de los microbios lixiviantes Aislados

Del medio 9K sdlido se obtuvo colonias pequefias de 0,1
— 0,4 mm de diametro de color rojizo por la biooxidacion de
hierro que ejercen, caracteristica que lo diferencia de A.
thiooxidans (bacteria similar a A. ferrooxidans al microscopio).
En el microscopio con el objetivo a inmersion se observo que

algunas colonias eran bacilos Gram negativos, estas
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caracteristicas son suficientes para su identificacion por la
selectividad del medio: es por ello que se concluyé que las
colonias aislada son compatibles a Acidithiobacillus
ferrooxidans (Bergey, 2005). Del medio 9K sélido también se
obtuvo colonias de mohos filamentosos que para su
identificacion se prepard microcultivos, para su identificacion se
tuvo en cuenta las claves de identificacion de Barnett y Hunter,
1998; en el cual lo caracteriza como moho de conidi6foro
presenta prolongacione 149  divergentes que Penicillium,
presenta conidios (fialosporas) en cadenas, hialino, con
cadenas sueltas, no como Penicillum en forma de cepillo, la
identificacibn como microorganismo biolixiviante se evidencio
por su capacidad biooxidante de hierro al presentar colonias de
color rojizo, por los que las caracteristicas descritas son

compatibles a Paecilomyces.

Preparacion de In6culo microbiano para las pruebas de
biolixiviacién. (Nufioz, 1993)
La preparacion de indculos microbianos se realizaron para

las pruebas de biolixiviacion en matraces de 500 ml con



132

agitacion constante. Se realizé de la siguiente manera (Anexo
02 por 1):
Preparacion de inéculo de Acidithiobacillus ferrooxidans M-

UNJBG

C.1. Preparacion de Inéculo de A. ferrooxidans M-UNJBG 1

Se tomO una azada de la colonia de Acidithiobacillus
ferrooxidans de una pla. 141 en medio 9K soélido modificado
y se le coloco en un tubo de ensayo con 10 ml de medio de
cultivo 9K. Se incubo a 298 °K por 10 a 15 dias, posteriormente
se tomo6 los 10 ml de medio incubado y se le vertid6 en un
recipiente (balde) con 250 ml de medio liquido 9K para que se
incubara a 298 °K por 15 dias, tiempo en el cual llegé a una
concentracién de 2,5 x 10° bact/ml, que fue determinada
aplicando el método de recuento en microplaca, y se le célculo

su constante de crecimiento y su tiempo de generacion.

Método de recuento en microplaca (JUNAC, 1989 y Juarez,
2004)
Se tomo6 una muestra de 1 ml del balde con 250 ml del

medio liquido 9K incubado y se le diluyé a 10*, 102, 10° y 10™
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en tubos con medio liquido 9k a partir de los cuales 0,3 ml se
sembraron en cada pocillo de la microplaca de 96 pocillos de
0,3 ml de capacidad. Se sembré tres pocillos por dilucion en

total 12 pocillos.

La microplaca se incub6 a temperatura ambiente por 15
dias, luego se realizo la lectura de los pocillos en la microplaca
considerando como positivos a aquellos donde hubo la
presencia de una determinada cantidad de microorganismos
con actividad oxidante del Fe*? a los que se le evidencié por la
presencia de un color rojizo y como negativos a aquellos en
donde hubo ausencia de actividad oxidante del Fe*? a los que
se le evidencié ausencia de cambio de color (falta de viraje de
color blanquecino a color rojizo). Se contd el nimero de pocillos
positivos y negativos por dilucion en las cuatro diluciones;
luego solo se considerd los conteos de tres diluciones
consecutivas que incluyeran la mas alta dilucién con los mas
bajos conteos. Posteriormente los conteos de estas diluciones

se confrontaron con los valores de la columna de grupo de
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namero de la Tabla de Mc Grady del NMP (Anexo 01) para
determinar el valor del NMP correspondientemente presente en
la misma tabla de Mc Grady. Finalmente el valor de NMP fue

reemplazado en la formula siguiente:

Bact/ml = NMP/Dilucién

Donde: NMP = valor encontrado en Tabla de Mc Grady, y
Dilucion= factor de dilucién; esto para determinar el nimero de

microorganismos por mililitro de la muestra.

Cuando se determiné el nUmero de microorganismos por
mililitro de muestra; si esto se obtuvo preparando un mayor
nimero de diluciones superior a 10, el inverso de la Ultima
dilucion es multiplicado al nimero de microorganismos por
mililitro de muestra encontrado con la formula; si solamente se
prepararon tres diluciones (107, 102, y 10®), entonces el
namero de microorganismos por mililitro de muestra es
encontrado sdlo con la aplicaciéon de la formula sin necesidad

de multiplicarlo con otro valor.
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D. Preparacion del medio fermentativo para la

biolixiviacion (Mufioz, 1993)

Se realizé la molienda del mineral refractario y fue pasado por
malla 43 micrones para las pruebas. El mineral tamizado luego
se coloco en 250 ml de medio de cultivo liquido 9K acidificado
a 2 de pH con acido sulfarico 10N. EI medio luego fue agitado
en forma intermitente durante 05 horas para un buen mezclado
del medio con ayuda de un agitador mecanico BALDES
INDUSTRIAL, a 200 rpm con movimientos horizontales, segun

(Mufioz, 1993).

E. Biolixiviacion en frascos de vidrio. (Mufioz, 1993)

La biooxidacion se realiz6 en matraces de vidrio de 500 ml a
temperatura ambiente, en agitacion; para Acidithiobacillus
ferrooxidans M-UNJBG 1, con inéculos de 13,8 y 27,7 ml con
una concentracién de 7,9 x 10° bact./ml; la agitacién tanto para
el moho como para la bacteria se realiz6 6 a 7 horas diarias
(Anexo 03). El proceso fue evaluado cada 24 horas durante

336 horas; para la evaluacion se tomé muestras de 5 ml; se
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hizo: conteo bacteriano por el método de recuento por

microplaca, determinacion de pH con una cinta indicadora de

escala de 1 — 14 de pH, determinaciones de Fe total, Fe*? y

Fe** (método del colorimetro).

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS EXPERIMENTALES

TABLA IX. Configuracion de parametros para la biooxidaciéon
de minerales refractarios con Acidithiobacillus ferrooxidans.

. Ensayos
Parametros
I I Il AV V
In6culo 0% 10 % 10 % 15 % 15 %
Inéculo inicial 1,3x10% | 1,3x10® | 1,3x10® | 1,3x10°
Sustrato 10% | 10% | 10% | 10% | 10%
(mineral)

Agitacion Sl Sl SI Sl SI
Aireacion NO NO Si NO SI
Femperatura | 298°K 298°K 298°K 298°K 298°K
U Volumen 250 ml | 250 ml 250 ml 250 ml | 250 ml
¢ Medio de oK 9K oK oK oK

, cultivo

Fuente: Datos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia y Microbiologia de UNJBG.

TABLA X. Evaluacién del crecimiento bacteriano (Cuadro N° 9).

Tiempo E-I E-Ill E-l E-VI E-V
0 12,3 12,3 13,0 12,6 12,6
24 12,5 12,1 12,8 12,3 12,3
48 12,5 12,1 13,1 12,5 12,8
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72 13,8 12,3 13,8 13,5 13,8
96 13,6 13,0 14,5 13,8 15,2
168 14,0 15,0 15,6 15,4 16,2
192 14,2 15,8 16,5 16,5 16,5
216 14,8 17,1 17,7 18,3 18,0
240 15,0 17,8 18,5 18,5 19,2
264 14,5 18,0 19,0 19,1 19,5
336 15,2 18,3 19,7 19,0 20,0
360 15,6 19,0 20,4 20,0 21,0

Fuente: Datos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia y Microbiologia de UNJBG.

TABLA XI. Efecto del pH en la biooxidacion del mineral refractario

Tiempo pH I pH I pH I pH IV pHV
0 1,8 1,8 1,8 1,8 1,8
24 1,9 2,0 1,9 1,9 1,9
48 1,8 1,9 1,8 2,0 2,1
72 1,8 2,3 1,8 1,9 1,8
96 1,8 2,1 1,8 19 1,8
168 1,7 2,2 1,7 1,8 1,7
192 1,6 2,4 1,6 1,8 1,6

216 1,6 2,4 1,7 1,7 1,6
240 1,6 2,5 1,6 1,7 15
264 15 2,5 1,5 1,7 15
336 15 2,5 1,4 1,6 1,4
360 15 2,5 1,4 1,6 1,4

Fuente: Datos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia de UNJBG.
TABLA XIlI. Influencia de la concentracién Fe*® por Thiobacillus

ferrooxidans

Tiempo |% Fe* - 1| %Fe™ - Il | %Fe™ - Il |%Fe™ - IV | %Fe™ - v
0 5 5 8 5 10
48 3 10 10 8 25
96 5 20 30 30 40
168 7 25 35 34 55
216 9 33 45 42 77
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264 8 40 60 53 85
336 7 50 68 83 84
360 10 60 80 82 85
Fuente: Datos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia y Microbiologia de UNJBG.
TABLA XIlIl. Influencia de la concentracién Fe*?
Tiempo | %Fe™ -1 | %Fe™ - Il | %Fe™ - Ill |%Fe* - IV | %Fe™ - vV
0 100 100 100 100 97
48 99 95 95 95 80
96 99 80 70 68 60
168 98 70 60 62 45
216 96 60 50 54 30
264 98 50 35 45 15
336 96 40 33 21 19
360 94 38 20 20 15

Fuente: Datos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia y Microbiologia de UNJBG.

5.5.2 Pruebas de cianuracion

5.5.2.1 Lixiviacién con cianuro sin pre-tratamiento

En esta etapa de cianuracion directa la muestra en estudio

fue procesado previo chancado, molienda, se procedio a la

lixiviacion del oro por agitacion en botella en el Laboratorio
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de Ingenieria Metalurgica - UNJBG, bajo las siguientes
condiciones operativas:

Condiciones de la prueba:

— Peso mineral (gr) : 250
— Dilucion (L/s) 1 3/1
— PH Cianuracion :10,5-11.0

— Tiempo de lixiviacion (h) : 6 a 48 horas

— Tamafho de particula : 80 % -200m

RESULTADOS DE LAS PRUEBAS EXPERIMENTALES
A continuacion se indica en la tabla un resumen de los
resultados obtenidos durante las pruebas de cianuracién

realizadas a diferentes horas.

TABLA XIV. RESULTADOS DE PRUEBA SIN TRATAMINETO

BACTERIAL
% Tiempo Cianuracion | % -m Consumo
Product A H
roducto ! Recup. (Horas) 200 NaCN Kg/t P
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l)| 2,74 11,30 6 80 2,70 10,5-11
Ripios (g/t) 17,12
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Tiempo Cianuracién

% -m

Consumo

Producto Au | % Recup. (Horas) 200 NaCN Kg/t pH
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l)|3,15 12,95 12 80 3,20 10,5-11
Ripios (g/t) 16,8
Ti Ci iy o C
producto | Au. | % Recup,| TETPO.CETIRCION | S6om | Consumo |,
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l) | 4,33 17,82 24 80 3,80 10,5-11
Ripios (g/t) 15,86
Ti Ci iy o c
producto | Au. | % Recup.| TETPO.CETIRCON | 6 | Consumo |,
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l)| 4,60 18,91 48 80 4,10 10,5-11
Ripios (g/t) 15,65

Fuente: Datos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia y Microbiologia de la UNJBG.

5.5.2.2 Lixiviacibn con cianuro con

biooxidacion.

pre

tratamiento de

En esta etapa de cianuracion la muestra fue sometida a un

pre tratamiento de biooxidacion (Ver 3.1.1), previo chancado,
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molienda, se procedi6 a la cianuracion del oro por agitacion
en botella en el en el Laboratorio de Ingenieria Metallrgica -
UNJBG, bajo las siguientes condiciones operativas:

Condiciones de la prueba

— Peso mineral () : 250
— Dilucion (L/s) 1 3/1
— pH Cianuracién :10.5-11.0

— Tiempo de lixiviacion (h) : 6 a 48 horas

— Tamafo de particula : 80 % -200m

Procedimientos de cianuracion.

El  mineral que fue molido y secado teniendo una
distribucion de tamafio con un d80 de 74 uym. Cada prueba
de lixiviacion se uso 250 gr de mineral mas 750 ml de
solucion de lixiviacidn (25.% de sélidos en peso) en una
botella de 2,5 litro y a temperatura ambiente (298° + 275°K).
La pulpa fue agitada a 65 rpm con un agitador de acero. Se
consideraron 4 pruebas a diferentes tiempos de 6; 12; 24 y

48 horas de tratamiento.
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Pruebas de cianuracion

Todas las pruebas de cianuracion se efectuaron bajo
idénticas variables, excepto el tiempo de lixiviacion, Se tomo
concentraciones de cianuro y cal de: 1,00 g/1 y 2,0 g/l
respectivamente. Un pH promedio de 10,5- 11,00 y un
contenido de solidos en la pulpa de 25 %. La agitacion a la

gue se sometio

Procedimiento

Todas las pruebas de cianuracién se realizaron siguiendo
basicamente el mismo procedimiento, el cual describimos a

continuacion.

1. Se coge una cantidad de material mayor de la que se va a
utilizar en la prueba. Se cuartea bien y se separa unos
150.gr para calcular la ley de cabeza (Tenor). Se realiza

un ensayo al fuego.
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2. Se pesa la cantidad de material a utilizarse, se coloca
dentro de las botellas de agitacién y se agrega la cantidad
necesaria de agua para obtener la densidad de pulpa que
se va a utilizar.

3. Se agita la pulpa por 15 minutos y luego se mide el pH.
Para la medicién del pH se saca un poco de pulpa con un
beaker de 40 ml y se filtra. Luego se mide el pH del
filtrado mediante un pH-metro.

4. Se agrega la cantidad de cal necesaria para elevar el pH a
un valor apropiado para la cianuracion.

La cantidad de cal a agregarse se la determina
experimentalmente. Es decir, se agrega la cal, se mide el
pH, y se mide hasta que el pH este entre 10,5y 11.

5. Se filtra un poco de pulpa, se coge 5ml de filtrado y se
titula la cal; se compara la concentraciéon de cal de la
pulpa con la concentracion requerida para la prueba. Si la
concentracion de cal en la pulpa es menor a la deseada
se agrega la cantidad de cal necesaria para mantener la
concentracion optima. Se devuelve la solucion restante.

6. Inmediatamente se agrega el NaCN necesario para

mantener la concentracion del mismo, que se requiere



para la prueba. Se inicia la agitacion y se da inicio a la

cianuracion.

7. Luego de culminada la prueba. Se deja asentar el sélido y
se saca el liquido, luego se realiza un ensayo al fuego de
este, con 300ml de liquido se realiza una prueba de

Chiddey,

forma.

8. Se calcula la disolucion de oro comparando la disolucion

se funde, se copela y se mide de la misma

con el tenor.
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RESULTADOS DE PRUEBAS EXPERIMENTALES

A continuacion se indica los resultados de la prueba N° 1; 2;

3; 4y 5 el resumen de los resultados obtenidos durante las

pruebas de cianuracion realizadas a diferentes horas.

TABLA XV. RESULTADOS DE LA PRUEBA N° 1:

Tiempo Cianuracién

% -m

Consumo

Producto Au | % Recup. (Horas) 200 NaCN Kg/t pH
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l) | 2,74 11,30 6 80 2,65 10,5- 11
Ripios (g/t) 17,12
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Producto Al % Tiempo Cianuracién % -m Consumo H
Recup. (Horas) 200 NaCN Kg/t P
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l) | 3,15 12,95 12 80 3,10 10,5-11
Ripios (g/t) 16,8
Tiempo Cianuracion | % -m Consumo
0,
Producto Au | % Recup. (Horas) 200 NaCN Kg/t pH
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l) | 4,33 17,82 24 80 3,71 10,5-11
Ripios (g/t) 15,86
Tiempo Cianuracién | % -m Consumo
o)
Producto Au | % Recup. (Horas) 200 NaCN Kg/t pH
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l) | 4,85 19,95 48 80 3,98 10,5-11
Ripios (g/t) 15,45
Fuente: Datos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia y Microbiologia de la UNJBG.
TABLA XVI. RESULTADOS DE LA PRUEBA N° 2
Tiempo Cianuracién % -m Consumo
(o)
Producto Au | % Recup. (Horas) 200 NaCN Kg/t pH
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l) | 3,27 13,47 6 80 2,20 10,5-11
Ripios (g/t) 16,7




146

Tiempo Cianuracién % -m Consumo
0,
Producto Au | % Recup. (Horas) 200 NaCN Kg/t pH
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l) | 5,04 20,73 12 80 2,71 10,5-11
Ripios (g/t) 15,3
Tiempo Cianuracién % -m Consumo
o)
Producto Au | % Recup. (Horas) 500 NaCN Kg/t pH
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/1) | 6,30 25,91 24 80 3,21 10,5-11
Ripios (g/t) 14,3
Tiempo Cianuracién % -m Consumo
o)
Producto Au | % Recup. (Horas) 200 NaCN Kg/t pH
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l)| 7,14 29,38 48 80 3,30 10,5-11
Ripios (g/t) 13,63
Fuente: Datos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia y Microbiologia de UNJBG.
TABLA XVII. RESULTADOS DE LA PRUEBA N° 3
Tiempo Cianuracién % -m Consumo
0,
Producto Au | % Recup. (Horas) 200 NaCN Kg/t pH
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l) | 4,97 20,47 6 80 1,84 10,5-11
Ripios (g/t) 15,35
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Tiempo Cianuracién % -m Consumo
0,
Producto Au | % Recup. (Horas) 500 NaCN Kg/t pH
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l) | 8,07 33,21 12 80 2,10 10,5-11
Ripios (g/t) 12,89
Tiempo Cianuracién % -m Consumo
0,
Producto Au | % Recup. (Horas) 500 NaCN Kg/t pH
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l) | 15,50 63,78 24 80 2,65 10,5-11
Ripios (g/t) 6,99
Tiempo Cianuracién % -m Consumo
[s)
Producto Au | % Recup. (Horas) 200 NaCN Kg/t pH
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l) | 16,46 67,72 48 80 2,78 10,5-11
Ripios (g/t) 6,23
Fuente: Datos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia y Microbiologia de UNJBG.
TABLA XVIIl. RESULTADOS DE LA PRUEBA N°4
Tiempo Cianuracién % -m Consumo
[s)
Producto Au | % Recup. (Horas) 200 NaCN Kg/t pH
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l) | 4,33 17,82 6 80 1,78 10,5-11
Ripios (g/t) 15,86
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Ti Gi - o _ C
producto | Au |%Recup. | 1'OTPOConuracon | % | Conumo |,
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l) | 7,25 29,84 12 80 2,30 10,5-11
Ripios (g/t) 13,54
Ti Gi 2 o _ C
Producto | Au |%Recup.| oo Samuracon | % m | Consurmo |y
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l) | 13,42 55,23 24 80 2,80 10,5-11
Ripios (g/t) 8,64
Ti Gi - o _ C
Producto | Au |%Recup.| 1STPD Clenuredion | om [ Coteumo |
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l) | 14,09 57,98 48 80 2,90 10,5-11
Ripios (g/t) 8,11
Fuente: Datos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia y Microbiologia de UNJBG.
TABLA XIX. RESULTADOS DE LA PRUEBA N° 5
Ti Ci fe % - C
Producto Au | % Recup. |emp?Ho|?:Sl;raC|on ;0? Nag:ﬁ;gﬁ}: pH
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l) 5,39 22,18 6 1,95 10,5-11
Ripios (g/t) 15,02
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Ti G — o C
producto | Au | %6Recup, | R0 Cianuradén | s6om | Consumo |
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l) 9,25 38,08 12 2,54 10,5-11
Ripios (g/t) 11,95
Ti G . o C
producto | Au | %4 Recup, | PO Clanuradtn | %6om | Consumo |
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l) 18,86 77,62 24 2,97 10,5-11
Ripios (g/t) 4,32
T G . o C
producto | Au | %Recup, | eTPOLanuracén | som | Consuma |
Cabeza (g/t) 19,3
Sol. Rica (mg/l) 21,29 87,62 48 2,98 10,5-11

Ripios (g/t) 2,39

Fuente: Datos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia y Microbiologia de UNJBG.




CAPITULO VI

ANALISIS DE RESULTADOS

6.1 Resultados de la biooxidacion

En la Figura 3, se observa una clara diferencia en la velocidad
de crecimiento entre los ensayos con aireacion y si ellos, obteniendo

un mayor crecimiento en los ensayos con aireacion y mayor Inoculo.
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Figura 3. Crecimiento bacterial con respecto al tiempo

Fuente: Datos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia y Microbiologia de UNJBG.
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El la Figura 4, se muestra la variaciébn de pH, en los ensayos se
observo el cambio de acidez esperada, mas aun en el ensayo V, fue

la que tuvo mayor cambio en la acidez y por ende mayor biooxidacion.

2.7

—e—PHII
—m—PHIII
PHIV

——PHV

—+—PHI

1.3 T T T T T T T T 1
0 24 48 72 96 168 192 216 240 264 336 360

Tiempo (Horas)

Figura 4. Efecto del pH con respecto al tiempo y su relacién con la

biooxidacién del mineral.

Fuente: Datos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia y Microbiologia de UNJBG.

En la Figura 5, se observa el aumento Fe*® cuando hay
oxidacion del hierro ferroso por el consorcio bacteriano a bajos pH, la
mayor oxidacién se obtuvo en el ensayo V con un valor de 87,8 %, y
el menor fue en el ensayo Il con 36,5 %, este con respecto al Fe*? del

medio de cultivo.
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Figura 5. Biooxidacion de hierro con Thiobacillus ferrooxidans M-
UNJBG 1

Fuente: Datos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia y Microbiologia de UNJBG.

En la figura 6, se ve la concentraciéon de Fe*? como disminuyendo
mientras va aumentando lo concentracién de Fe*®, en este caso va
complementado con la grafica anterior en donde se distingue un
comportamiento muy correlacionado siendo el que mas a disminuido

la concentracién de Fe*? en el ensayo V.



153

120

100

80

——%Fe2 |

60

—l—%Fe2

% Fe +2

Y%Fe2 1l
40

———%Fe2 IV

e 05 Fe2 V

20

0 48 96 168 216 264 336 360

Tiempo (Horas)

Figura 6. Biooxidacion de hierro con Thiobacillus ferrooxidans

M-UNJBG 1

Fuente: Datos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia y Microbiologia de UNJBG.

6.2 Lixiviacion con cianuro sin y con pre

tratamiento de biooxidacién

Seguidamente presentaremos los resultados de los ensayos con y sin
tratamiento que se considero para las pruebas de cianuracion vy el

andlisis de lixiviacion con y sin pre-tratamiento del mineral refractario.
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TABLA XX. Cinética de disolucion del oro a diferentes condiciones de
tratamiento

Prueba sin
_ Prueba 1 | Prueba 2 | Prueba 3 | Prueba 4 | Prueba 5
tratamiento

Tiempo | Recuperacion | Recuperacion | Recuperacién | Recuperacion | Recuperacion | Recuperacion

Horas (%) (%) (%) (%) (%) (%)
6 11,30 11,30 13,47 20,47 17,82 22,18
12 12,95 12,95 20,73 33,21 29,84 38,08
24 17,82 17,82 25,91 63,78 55,23 77,62
48 18,91 19,95 29,38 67,72 57,98 87,62

Fuente: Datos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia y Microbiologia de UNJBG.
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Figura 7. Cinética de disolucion del oro a diferentes condiciones de

tratamiento

Fuente: Datos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia y Microbiologia de UNJBG.

Se muestra en la tabla XIV y Figura 7, la recuperacién de oro en funcion

del tiempo de cianuracion, al variar la velocidad de crecimiento entre los
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ensayos con aireacion y si ellos; obteniendo un mayor crecimiento en los
ensayos con aireacién y mayor Inoculo, logrando la maxima recuperacién
87,67 % para el ensayo E-V donde se considera la aireacion y mayor

indculo, lo mismo ocurre para el ensayo E-lIl.

Ademas se observa que no se alcanza buenas recuperaciones de oro en
casos extremos cuando no hay agitacion y inoculacion, recuperaciones

que varian entre 18 al 29 %.



CONCLUSIONES

Como principales conclusiones del presente trabajo de investigacion, se

puede indicar lo siguiente:

1. Los microorganismos reconocidos en el cultivo del biorreactor fueron:
Acidithiobacillus ferrooxidans, Leptospirillum, bacteria similar a
Acidithiobacillus caldus 'y  Archaeobacteria  (posiblemente
Ferroplasma). El aislado, identificado y caracterizado en el presente
trabajo es acidithibacillus ferrooxidans, este microorganismo actua en
la biooxidacion de la arsenopirita.

2. En el crecimiento bacteriano en el mineral refractario en las diferentes
condiciones de pruebas (fig. 3) se observa una relacion similar hasta
la segunda semana a partir de la cual se distingue mayor diferencia
de crecimiento en la muestra, en la semana final existe un crecimiento
acelerado hasta el dia 15.

3. La variacién de pH entre 2,5 a 1 se relaciona con los cambio de
acidez lo que indica que la mayor biooxidacion del mineral refractario

se logré en las pruebas Il y V (ver Figura 4).
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En la Figura 5, se observa el aumento Fe*™ cuando hay oxidacién del
hierro ferroso por el consorcio bacteriano a bajos pH, la mayor
oxidacién se obtuvo en el ensayo V con un valor de 87,8 %, y el
menor fue en el ensayo Il con 36,5 %, este con respecto al Fe*? del
medio de cultivo.

La cinética de disolucion del oro a diferentes condiciones de
tratamiento son verdaderamente significativas (Figura 7).

En la recuperacion de oro al variar los parametros con la aireacion y
mayor inoculo, se logra una maxima recuperacion 87,67 % a las 48
horas (Ensayo E-V), lo mismo ocurre para el ensayo E-lll llegando
obtener 68 % de recuperacion a las 48 horas.

El mineral refractario sin tratamiento tiene bajas recuperacion no
superior al 20 % ademas el consumo de cianuro es mayor (4,1 kg/t)

gue las pruebas realizadas con pre tratamiento (2,98 kg/t).



RECOMENDACIONES

Es recomendable con la experiencia de biooxidacion realizada con
el mineral arsenopirita refractaria de la zona de Candarave, se puede

lograr mejores recuperaciones con un cultivo mixto.

Se recomienda que no sera necesario la inoculacion externa ya que
el mineral manifiesta tener actividad bacterina, en ese sentido, esta
experiencia ha dejado como linea derivada, la posibilidad de
aislamiento de baterias nativas a partir del mineral de la zona de

Candarave.
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ANEXOS

ANEXO 01

Tabla de Mc. Grady para recuento de Acidithiobacillus ferroxidans

M-UNJBG 1
Tahla de NMP (3 TUBOS)

Grl.':l;:zlde NMP Grupo de Nro. | NMP Grupo de Nro.| NMP
001 0,3 201 1,4 301 4
010 0,3 202 2 302 6,5
011 0,6 210 1,5 310 4,5
020 0,6 211 2 311 7,5
100 0,4 212 3 312 11,5
101 0,7 220 2 313 16
102 1,1 221 3 320 9,5
110 0,7 222 3,5 321 15
111 1,1 223 4 322 20
120 1,1 230 3 323 30
121 1,5 231 3,5 330 25
130 1,6 232 4 331 42
200 0,9 300 2,5 332 110

Fuente: JUNAC, 1989
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ANEXO 02
Fotos de los diferentes pasos realizados para efectuar la experimentacion
de la biooxidacién de mineral refractario de oro en frascos de vidrio:(1)
Chancado del mineral,(2) y (3) Tamafo particulas del mineral 0,5 y
0,18;(4) Pruebas con in6culo y pH ajustado; (5) Agitador mecanico; (6)
Muestras tomadas; analisis: (7)pH, (8) Oro, (9) Hierro, (10) Recuento
esporas de Paecilomyces MV-UNJBG 2, (11) recuento de Acidithiobacillus

ferrooxidans MV-UNJBG 1;(12), Final de pruebas de biolixiviacion.

Fuente: Fotos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia y Microbiologia de UNJBG.



164

ANEXO 03
Fotos de los diferentes pasos realizados para efectuar la experimentacion
de la biooxidacion de mineral refractario de oro en columna de lecho fijo
de pre colacién :(1) Chancadora, (2) mineral chancado, (3) Sistema de
Columna de Percolacion, (4) parte anterior de la columna, (5) parte
posterior de la columna, (6) Sulfato de oro en la parte anterior de la

columna, (7) y (8) Mineral biooxidado después de los 15 dias.

Fuente: Fotos obtenidos en Laboratorio de Metalurgia y Microbiologia de UNJBG.
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